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RESUMO

Angiostrongylus cantonensis € um nematédeo de carater zoonético que tem
roedores e moluscos terrestres como principais hospedeiros. Diversas espécies de
mamiferos e aves sdo susceptiveis a infecgdo acidental, sendo a infecgdo por A.
cantonensis a principal causa de meningite eosinofilica em humanos. A introducéo e
rapida disseminagdo de moluscos da espécie Achatina fulica tem elevado o risco da
transmissdo de A. cantonensis, pois o molusco é o seu principal hospedeiro
intermediério inclusive no Brasil, onde ha diversas areas vulneraveis a introducéo do
parasito e sdo escassos 0s dados sobre sua epidemiologia. Em Pernambuco ndo ha
dados sobre a presenca de roedores naturalmente infectados. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a frequéncia, distribuicdo, alteracdes estruturais, morfoldgicas,
parasitologicas, ultraestruturais e a realizagdo da caracterizagdo molecular de A.
cantonensis em roedores naturalmente infectados nas diferentes mesorregites
estado de Pernambuco. Para realizacdo do estudo, foram capturados 94 roedores
das espécies Rattus norvegicus (ratazana) e R. rattus (rato-preto), provenientes de
13 municipios distribuidos em quatro mesorregides do estado de Pernambuco, com
e sem registro de casos humanos de Meningite Eosinofilica. Foi procedida a captura,
eutanasia, necropsia e analise dos 6rgdos toracicos dos roedores e coleta de
helmintos encontrados no bloco cardiopulmonar, utilizando microscopia de luz e
eletrdnica, além de realizagdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foi
realizada a analise macroscopica e histopatologica de lesBes pulmonares,
posteriormente realizada a avaliagdo morfologica dos parasitos encontrados nas
artérias pulmonares do roedor, para identificacdo dos parasitos; foi realizada a
avaliacdo do exsudato pulmonar quanto a presenca de ovos e larvas Li; para o
diagnéstico molecular, foi utilizada a técnica de PCR; com auxilio da microscopia
eletrdnica de transmissédo, foi procedida a avaliacdo ultraestrutural dos enterdcitos
do tubo digestivo de A. cantonensis. Foi observada a frequéncia de 29,78% dos
roedores infectados, pertencentes a espécie R. norvegicus. No estudo histologico
dos pulmdes foi observada pneumonite subaguda a crdnica, além de fibrose
pulmonar e presenca de ovos e larvas do parasito no tecido pulmonar. A PCR
revelou fragmentos de 1134 pb compativeis com o género Angiostrongylus e a
microscopia eletrénica de transmissdo revelou ultraestruturas dos enterdécitos e do
epitélio intestinal do parasito. Este é o primeiro relato de infec¢cdo natural de R.
norvegicus por A. cantonensis em areas urbanas, indicando o risco de infeccdo para
a populacdo humana nas areas do estado de Pernambuco, nordeste do Brasil onde
foi detectada a presenca do parasito.

Palavras chave: Angiostrongiliase, Rattus norvegicus, Meningite eosinofilica,
Microscopia de transmissao.



ABSTRACT

Angiostrongylus cantonensis is a zoonotic nematode that has terrestrial rodents and
mollusks as the main hosts. Several species of mammals and birds are susceptible
to accidental infection, and A. cantonensis infection is the main cause of eosinophilic
meningitis in humans. The introduction and rapid dissemination of mollusks of the
Achatina fulica species has increased the risk of transmission of A. cantonensis,
since the mollusk is its main intermediate host, even in Brazil, where several areas
are vulnerable to the introduction of the parasite and data on epidemiology. In
Pernambuco there is no data on the presence of naturally infected rodents. The
objective of this work was to evaluate the frequency, distribution, structural,
morphological, parasitological, ultrastructural and molecular characterization of A.
cantonensis in naturally infected rodents in the different mesoregions of the state of
Pernambuco. For the study, 94 rodents of the Rattus norvegicus (norway rat) and R.
rattus (black rat) species were collected from 13 municipalities distributed in four
mesoregions of the State of Pernambuco, with and without human cases of
Eosinophilic Meningitis. Euthanasia, necropsy and analysis of the thoracic organs of
the rodents and collection of helminths found in the cardiopulmonary block, using
light and electronic microscopy, and Polymerase Chain Reaction (PCR) were
performed. A macroscopic and histopathological analysis of lung lesions was carried
out, after which a morphological evaluation of the parasites found in the pulmonary
arteries of the rodent was performed to identify the parasites. The evaluation of the
pulmonary exudate was performed on the presence of eggs and L1 larvae; for the
molecular diagnosis, the PCR technique was used and with the aid of transmission
electron microscopy, the ultrastructural evaluation of the enterocytes of the digestive
tract of A. cantonensis was carried out. The frequency of 29.78% of norway rats
infected by A. cantonensis was observed. In the histological study of the lungs it was
observed subacute to chronic pneumonitis, besides pulmonary fibrosis and presence
of eggs and larvae of the parasite in the lung tissue. PCR revealed 1134 bp
fragments compatible with the genus Angiostrongylus and transmission electron
microscopy revealed ultrastructures of the enterocytes and intestinal epithelium of
the parasite. This is the first report of natural infection of R. norvegicus by A.
cantonensis in urban areas, indicating the risk of infection to the human population in
the areas of the state of Pernambuco, northeastern Brazil, where the presence of the
parasite was detected.

Key words: Angiostrongyliasis, Rattus norvegicus, Eosinophilic meningitis,
Transmission microscopy.
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1. INTRODUCAO

Angiostrongylus spp. sao helmintos que tém os murideos como
hospedeiros definitivos, moluscos como hospedeiros intermediérios e camaréo
de &gua doce, peixes, anfibios e répteis como hospedeiros paraténicos
(HUTTEMANN, SCHMAHL e MELHORN, 2007). Mamiferos em geral, séo
considerados hospedeiros acidentais e se infectam pela ingestdo de
hospedeiros intermediarios ou vegetais crus/mal cozidos, contendo larvas
infectantes de terceiro estadio (BAHETI et al., 2009).

As espécies de Angiostrongilideos associadas a infeccfes zoonoticas
sdo Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis, que Sao 0s agentes
etiologicos da Meningite Eosinofilica e da Angiostrongiliase abdominal,
respectivamente (THIENGO et al., 2010). Seus hospedeiros intermediarios sao
moluscos pertencentes ao género Pomacea (ampuléria) e a espécie Achatina
fulica (caramujo-gigante-africano) (MACKERRAS e SANDARS, 1955; LV et al.,
2009; THIENGO et al., 2010).

As espécies Rattus norvegicus (ratazana) e R. rattus (rato-preto) séo
tidas como principais hospedeiros definitivos de A. cantonensis e séo
consideradas permissivas a infeccdo, enquanto demais mamiferos (primatas,
marsupiais, outras espécies de roedores) e também aves sdo consideradas
ndo-permissivas a infeccdo (WElI et al., 2014).

No ciclo de A. cantonensis, os moluscos de agua doce se infectam ao
entrar em contato com as larvas de primeiro estadio (L1), liberada nas fezes
dos hospedeiros definitivos. Nos tecidos fibromusculares do hospedeiro
intermediario ocorrem duas mudas, tornando-se entdo larvas de terceiro
estadio (Ls3), sendo esta a forma infectante para as demais espécies
susceptiveis. As larvas podem permanecer nos tecidos do molusco ou serem
liberadas em suas secrecdes, contaminando assim a agua, alimentos e fomites
(WANG et al., 2011).

Segundo o Centro de Prevencdo e Controle de Doencas (CPCD) dos
Estados Unidos da América (EUA), até 2015 foram registrados mais de 2.800
casos humanos de Meningite Eosinofilica em todo o mundo, distribuidos em
mais de 30 paises.

As manifestacdes clinicas da Meningite Eosinofilica ndo sao especificas,

dificultando o diagndstico inicial em casos humanos da doenca (CHAN et al.,
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2015). A triade classica da meningite: cefaleia, rigidez de nuca e febre nem
sempre aparecem concomitantemente e podem aparecer sinais clinicos menos
frequentes como parestesia, alteracfes visuais, nduseas e vémito (WANG et
al., 2008). Os sinais clinicos podem evoluir com encefalite, meningoencefalite
e até a morte do paciente, caso ndo seja instituido o tratamento adequado
(SAWANYAWISUTH et al., 2009).

Durante o seu ciclo natural, as larvas infectantes (Ls) atingem o Sistema
Nervoso Central e/ou Periférico do hospedeiro definitivo para realizacdo de
mudas, porém em infec¢cdes acidentais ocorrem reacfes inflamatorias
eosinofilicas com maior intensidade em diversos orgaos (CHAN et al., 2015).

Mesmo em roedores, a infeccdo por A. cantonensis pode causar
alteracdes macroscépicas e microscopicas pulmonares, cardiacas, hepaticas e
nervosas, que variam de acordo com a carga parasitaria apresentada (GARCIA
et al., 2014).

No Brasil ha diversas areas vulneraveis a introducéo de A. cantonensis e
sdo escassos 0s dados sobre aspectos epidemiolégicos do parasito (THIENGO
et al. 2010). Em Pernambuco, h& relatos de moluscos da espécie Ac. fulica
naturalmente infectados por A. cantonensis (THIENGO et al., 2010) e pacientes
humanos com meningite eosinofilica (LIMA et al., 2009), porém, ndo ha dados
sobre a presenca de roedores naturalmente infectados pelo parasito.

Neste sentido, torna-se necessaria a identificacdo de roedores
sinantropicos naturalmente infectados por A. cantonensis no estado de
Pernambuco, com o objetivo de auxiliar o planejamento e adocédo de medidas
adequadas para o controle deste parasito. Diante disso, o objetivo desta
pesquisa foi determinar a frequéncia, distribuicdo, aspectos morfologicos,
parasitologicos, histopatoldgicos e também a caracterizagdo molecular de A.

cantonensis nas diferentes mesorregides do estado de Pernambuco.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sistematica do género Angiostrongylus

O género Angiostrongylus descrito por Kamensky (1905), encontra-se
representado por nematoides da superfamilia Metastrongyloidea (CRAM,
1927), familia Angiostrongylidae (BOEHM e GEBAUER, 1934), parasitos do
sistema respiratorio e vascular de mamiferos com 20 espécies atualmente
reconhecidas (MALDONADO et al., 2012) a saber: Angiostrongylus vasorum,
A. ralillieti, A. gubernaculatus e A. chabaudi, que tém carnivoros como seus
hospedeiros definitivos e A. taterone, A. cantonensis, A. costaricensis, A.
sciuri, A. mackerrasae, A. sandarsae, A. petrowi, A. dujardini, A. schmidti, A.
malaysiensis, A. ryjikovi, A. siamensis, A. morerai e A. lenzii que para
completarem  seu ciclo biologico, utilizam murideos como hospedeiros
definitivos (THIENGO et al., 2013).

De acordo com a revisdo de Costa e Guimaraes (2003) e segundo a
sistematica molecular (BLAXTER et al., 1998), a classificacdo do género
Angiostrongylus é:

Filo: Nematoda

Classe: Secernentea

Ordem: Strongylida

Superfamilia: Metastrongyloidea

Familia: Protostrongylidae

Subfamilia: Angiostrongylinae

Género: Angiostrongylus Kamensky, 1905

Entre as espécies de importancia médica veterinaria e na saude publica,
destacam-se A. vasorum (COLELLA et al., 2016), parasita cardiopulmonar que
infecta caninos e A. cantonensis e A. costaricensis, que causam em diversas
espécies (inclusive o homem) a meningite eosinofilica e angiostrongilose
abdominal, respectivamente (CALDEIRA et al., 2003; HELM et al., 2010).
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Em razdo de A. cantonensis estar presente no estado de Pernambuco e
ser a principal causa de Meningite Eosinofilica (ME) no homem, a revisédo de

literatura terd como foco principal a espécie A. cantonensis.

A infeccdo por A. cantonensis no homem é uma enfermidade de
distribuicdo mundial (COWIE, 2013), sendo considerada uma doenca
emergente no Brasil, (MORASSUTTI et al, 2014). Porém, as informagfes sobre
0 parasito em territério nacional ainda sao pontuais, tornando-se cada vez mais
necessaria a obtencdo de dados relativos a infeccdo para que seja possivel a
implementac&do de medidas de profilaxia e controle dessa zoonose, no estado
de Pernambuco, onde foram confirmados diversos casos clinicos e um obito

causados por Meningoencefalite Eosinofilica (LIMA et al., 2009).
2.2 Morfologia de Angiostrongylus cantonensis

A espécie Angiostrongylus cantonensis teve sua primeira descricdo na
literatura nas artérias pulmonares e coracdo de roedores por Chen (1933)
sendo designado como Pulmonema cantonensis, na cidade de Guangzhou
(Cantado), China. Posteriormente, uma nova espécie de helminto denominada
de Haemostrongylus ratti foi encontrada também em roedores em Taiwan
(YOKOGAWA, 1937). Ap6s duas décadas, os nematoides foram identificados
como pertencentes a mesma espécie e reclassificados como Angiostrongylus

cantonensis por Dougherty (1946).

De uma forma geral, os espécimes adultos (machos e fémeas)
apresentam corpo filiforme (Figura 1), sendo a extremidade anterior mais
afilada (THIENGO et al., 2013), com macho medindo 20 a 25 mm e as fémeas
22 a 34 mm (ALICATA e JINDRAK, 1970). A vesicula cefélica do parasito é
ausente, a abertura oral € simples com um pequeno denticulo, circular e
cercada por seis papilas sendo duas dorsais, duas laterais e duas ventrais; dois
anfideos e dois deirideos laterais na altura do eséfago. O eséfago é claviforme,
0 poro excretor fica posterior ao eséfago e o anel nervoso anterior ao meio do
mesmo (PUTHIYAKUNNON e CHEN, 2015).
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Nas fémeas, os tubulos uterinos sdo espiralados em torno do intestino
de coloracdo escura em virtude da digestdo da hemoglobina, que sé&o
facilmente vistos através da cuticula transparente, formada principalmente por
coldgeno e na extremidade posterior da fémea ha uma cauda curta e
arredondada, sem expansao da cuticula e papilas, sendo ligeiramente curvada
ventralmente com a abertura da vulva abrindo a 0,2 mm anterior ao &nus, como
uma abertura transversal suavemente elevada (JANOVY e ROBERTS, 2000;
PUTHIYAKUNNON e CHEN, 2015).

h»;.l;l/g’" )

s

O
A

Figura 1. Descri¢cdo morfologica de Angiostrongylus cantonensis. NUmeros de 4 a 11: Estagios de A. cantonensis nos
hospedeiros definitivos. Nimeros de 4 a 8: L, Nimeros 10 e 11: fémea e macho adultos, respectivamente. N° 4:
Extremidade posterior (macho). N° 5: Extremidade posterior (fémea); N° 6: Extremidade anterior; N° 7: Terceira muda;
Ne 8: Larva (fémea); N° 9: Cabeca de adulto jovem, evidenciando dente (t); N° 10: Fémea e N° 11: Macho; (a) - Anus;
(e.p.) — poro excretor; (i) — intestino; (0) - eséfago; (ov.) - ovarios; (r) - reto; (t) - dente; (test.) - testiculos; (v) — vulva.
(MACKERRAS E SANDARS, 1955).
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Por sua vez, os machos apresentam a bolsa copuladora pequena e
levemente assimétrica (BRUSCA e BRUSCA, 1990), apresentando os raios
ventrais menores que 0S raios ventrolaterais, com uma origem comum,
bifurcando na metade proximal e ndo alcangando as margens bursais. Os raios
laterais tém origem em um tronco comum, com o raio ventrolateral sendo em
forma de fenda e menor que o0s outros raios laterais, com gubernaculo
presente. O raio mediolateral direito € mais fino do que esquerdo, com o raio
mediolateral direito e posterolateral bifurcando no meio do tronco e o raio
mediolateral esquerdo e laterolateral no terco distal. O raio dorsal é espesso,
bifurcando em trés ramos, com raio externodorsal digitiforme separado na base
(CHEN, 1935; MALDONADO et al., 2012; MOREIRA et al., 2013).

2.3 Ciclo biologico de Angiostrongylus cantonensis

No ciclo do parasito (Figura 2), os hospedeiros intermediarios se
infectam pela ingestdo ou penetracdo das larvas de primeiro estadio (L1) nos
tecidos fibromusculares do hospedeiro e durante o periodo médio de 17 dias
realizam mudas para L2 e L3, que é a forma infectante do parasito para os
hospedeiros mamiferos (MACKERRAS e SANDARS, 1955).

As larvas infectantes (Ls) podem permanecer por periodos variados nos
tecidos do caramujo e ao serem deglutidas pelos hospedeiros definitivos,
passam entdo rapidamente ao longo do intestino delgado até ao ileo inferior,
onde penetram nos vasos e por via hematoldgica ocorre a sua disseminacao,
ocorrendo a quebra da barreira hematoencefalica, e invadem o sistema
nervoso central, onde realizam muda para Ls e, via circulacdo sanguinea,
passam pelo ventriculo direito e atingem as artérias pulmonares, onde mudam
para Ls e atingem a maturidade sexual. O principal roedor sinantrGpico
responsével pela perpetuagdo do nematoide é R. norvegicus (ratazana), e o
periodo pré-patente no roedor € de 45 dias (MACKERRAS e SANDARS, 1955;
SZYFRES e ACHA, 2003).
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As fémeas fecundadas liberam os ovos férteis na corrente sanguinea,
onde eclodem as larvas de primeiro estadio (L1) nos capilares pulmonares. As
L1 rompem os alvéolos e atingem a arvore brénquica, migram até a traqueia e
sdo eliminadas com o muco respiratério e entdo atingem o esodfago, sendo
entdo deglutidas e expulsas junto as fezes dos roedores (MACKERRAS e
SANDARS, 1955).

2.4 Distribuicdo geografica de Angiostrongylus cantonensis

A. cantonensis foi descrito pela primeira vez no continente asiatico, de
onde provavelmente se dispersou para outras regidées do mundo por meio de
dois hospedeiros importantes: murideos e Achatina fulica (BOWDICH, 1822),
especialmente em navios infestados por roedores infectados, durante a
Segunda Guerra Mundial (KLIKS e PALUMBO, 1992), e atualmente é relatada
a presenca do parasito em pelo menos 30 paises (Figura 3), distribuidos na
Africa; Oceania; Américas do Norte, Central e do Sul (PIEN e PIEN, 1999;
PROCIV et al.,, 2000; LINDO et al.,, 2002; RACURT et al., 2003) e Europa
(SLOM et al., 2002; LUESSI et al., 2009; PINCAY et al., 2009; CARVALHO et
al., 2012; OUYANG et al., 2012; THIENGO et al., 2013).

Figura 3. Distribuicdo geografica de A. cantonensis. Em vermelho, os paises com presenca de
hospedeiros naturalmente infectados por A. cantonensis. Fonte: Barratt et al., 2016.

Acredita-se que a disseminacao inicial desse helminto para as Américas

esteja relacionada ao transporte de roedores naturalmente infectados em
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navios, vindo da Asia (PIEN e PIEN, 1999; DIAZ, 2008). A introducdo do
parasito nas Américas foi primeiramente relatada em Cuba (AGUIAR,
MORERA e PASCUAL, 1981) e Porto Rico (ANDERSEN et al., 1986; KLIKS e
PALUMBO, 1992), com a chegada de embarca¢cbes contendo espécimes de

Rattus novergicus infectados pelo parasito (MALDONADO et al., 2012).

S&o mais de 2.800 casos humanos de Meningoencefalite Eosinofilica
(ME) ja registrados oficialmente (HOLLINGSWORTH e COWIE 2006;
TUNHOLI-ALVES et al., 2012; COWIE, 2013). No Brasil, os casos de Meningite
Eosinofilica sé@o registrados desde 2006 e a doenca é considerada emergente
(Figura 4) e o primeiro registro de casos ocorreu no Rio de Janeiro
(MORASSUTTI et al., 2014).

Registro de Hospedeiros Intermedidrios infectados

Registro de Hospedeiros Definitivos naturalmente
infectados

Registro de Hospedeiros Definitivos e
Intermediarios naturalmente infectados

Registro de Humanos e Hospedeiros
Intermedidrios naturalmente infectados

Registro de Humanos, Hospedeiros Intermedidrios e
Definitivos naturalmente infectados

Figura 4. Distribuicdo geografica de moluscos e roedores naturalmente infectados por Angiostrongylus cantonensis e
presenca de infeccdo humana no Brasil, Adaptado de Monte (2014) (Fonte: LABPMR).

Em 2007 ocorreram casos de ME no Espirito Santo (GARCIA et al.,
2008) e em 2009 foi registrado o primeiro 6bito, com confirmacéo da infeccéo
por A. cantonensis utilizando RT-PCR, em amostra de Liquido
Cefalorraquidiano (LCR), em paciente do estado de Pernambuco (LIMA et al.,
2009). A presenca do parasito também foi registrada em S&o Paulo
(CALDEIRA et al., 2007; ESPIRITO-SANTO et al., 2013), Rio de Janeiro, Santa
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Catarina (MALDONADO et al., 2010), Parana, Para, Bahia (CARVALHO et al.,
2012; MOREIRA et al., 2013) e Rio Grande do Sul (COGNATO et al., 2013).

2.5 HOSPEDEIROS

Os principais hospedeiros intermediarios de A. cantonensis sé&o
moluscos gastropodes (OLIVEIRA et al., 2015) e seus hospedeiro definitivos
naturais sdo roedores murideos, notadamente Rattus norvegicus e R. Rattus,
que foram descritos na Africa, Australia, América do Norte, América Central,

América do Sul e na Asia (VITTA et al., 2011; HOLLINGSWORTH et al., 2013).
2.5.1 HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS

No ciclo de vida de A. cantonensis varias espécies de moluscos
terrestres e de agua doce podem estar envolvidos, porém, a espécie Achatina
fulica (BOWDICH, 1822), popularmente conhecida como caramujo-africano
gigante e o molusco de agua doce, notadamente a espécie Pomacea
canaliculata (LAMARCK, 1822) sdo os principais hospedeiros intermediarios do
género Angiostrongylus em diversos paises (Tabela 1), (LV et al., 2009;
THIENGO et al., 2010; MONTE et al., 2012; CHEN et al., 2012; THIENGO et
al., 2013; YANG et al., 2013; LI et al., 2013; SONG et al., 2016).

Tabela 1. Hospedeiros intermediarios e paraténicos naturalmente infectados

por A. cantonensis (adaptado de Barratt et al., 2016)

CONTINENTE HOSPEDEIRO REFERENCIA

Asia Achatina fulica Vitta et al. (2016); Song et al. (2016)
Phlegm bilineatus Hu et al. (2011)
Pila pesmei Tesana et al. (2009)
Pila polita Tesana et al. (2009)
Pomacea Deng et al. (2012); Li et al. (2013); Chen et al.
canaliculata (2012)
Africa Lanistes carinatus Ibrahim (2007)
Lymnaea natalensis Ibrahim (2007)
Melanoides Ibrahim (2007)
tuberculata
Europa Plutonia lamarckii Martin-Alonso et al. (2015)
Oceania Cornu aspersum Chan et al. (2015)
América do Achatina fulica Qvarnstrom et al. (2013); lwanowicz et al.
Norte (2015)
Laevicaulis alte Qvarnstrom et al. (2010); Qvarnstrom et al.
(2013)

Pallifera spp.

Qvarnstrom et al. (2013)
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Parmarion martensi Qvarnstrom et al. (2007); Qvarnstrom et al.
(2010); Qvarnstrom et al. (2013)
Pomacea insularum  Qvarnstrom et al. (2010)

Pomacea maculat Qvarnstrom et al. (2013)
Planarias (hosp. Qvarnstrom et al. (2013)
Paraténico)

Ameérica do Achatina fulica Pan et al. (2011)

Sul Pomacea lineata Thiengo et al. (2010)

A. fulica foi introduzida no estado do Parana no final da década de 1980,
com ampla divulgacdo e incentivos a criagdo nos meios de comunicagao,
visando a producéo de escargots (TELES et al., 1997), por suas caracteristicas
como: prolificidade (RAUT e BARKER, 2002), rapido ganho de peso e facil
adaptacdo as condi¢des climéticas brasileiras (TELES e FONTES, 1998).
Porém, a atividade de criacdo do molusco ndo obteve a aceitacdo esperada,
ocorrendo o abandono e soltura de vérios plantéis e sua consequente
dispersdo no meio urbano e silvestre. Tal situacdo levou a difusdo desta
espécie exotica em pelo menos 24 estados da federacdo e no Distrito Federal
(ZANOL et al., 2010). Constitui-se atualmente uma praga em jardins, hortas e
agricultura de pequena escala (THIENGO et al., 2007), além de competir com
espécies nativas (FISCHER et al., 2008).

Nos ultimos 30 anos a introducdo e rapida dispersdo da espécie A.
fulica, aliadas as mudancas climaticas tem elevado o risco da transmissao de
A. cantonensis, pois este molusco é o principal hospedeiro intermediario do
parasito em diversos paises (GRAEFF-TEIXEIRA, 2007; Pan et al.,, 2011),
inclusive no Brasil, onde tem sido apontada em diversos estados como
principal responsavel pela transmissdo de A. cantonensis (CALDEIRA et al.,
2007; MALDONADO et al., 2012; MONTE et al., 2012; MOREIRA et al., 2013;
THIENGO et al.,, 2013). A. fulica apresenta mais de 60% de moluscos
infectados em areas portuarias do Brasil (CARVALHO et al., 2012).

No estado do Espirito Santo, outras espécies de moluscos podem atuar
como hospedeiros do parasito, como Subulina octona (BRUGUIERE, 1792),
Sarasinula marginata (SEMPER, 1885), Bradybaena similaris e Euglandina
rosea (FERUSSAC, 1821), Parmarion martensi (SIMROTH, 1893), Laevicaulis
alte (FERUSSAC, 1822), Limax maximus (LINNAEUS, 1758), Oxychilus
alliarius (MILLER, 1822), entre outros, demonstrando a ndo especificidade do
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parasito para seu hospedeiro intermediario, enquanto isso, 0 nimero de casos
de meningite eosinofilica vem aumentando. A espécie Pomacea lineata
também é relatada no Nordeste do Brasil (em Pernambuco), como hospedeiro
intermediério do parasito (THIENGO et al., 2010).

2.5.2 HOSPEDEIROS DEFINITIVOS

Além das espécies ja relatadas como principais hospedeiros do parasito
(R. norvegicus e R. rattus) outros roedores (Tabela 2) séo descritos com menor
frequéncia de infeccdo natural pelo parasito (AGUIAR, MORERA e PASCUAL,
1981; LINDO et al., 2002; SIMOES et al., 2011; MOREIRA et al., 2013).

Tabela 2. Hospedeiros definitivos de A. cantonensis nos diferentes continentes
(adaptado de Barratt et al., 2016)

CONTINENTE HOSPEDEIRO REFERENCIA

Asia Bandicota indica  Pipitgool et al. (1997); Deng et al. (2012)
Rattus flavipectus  Zhang et al. (2008); Deng et al. (2012);
Pipitgool et al. (1997); Zhang et al. (2008); Pan et al.
Rattus norvegicus (2011); Hu etal. (2011); Yang et al. (2012); Deng et al.
(2012); Tokiwa et al. (2013)
Africa Rattus rattus Martin-Alonso et al. (2011); Foronda et al. (2010)
Europa Rattus rattus Foronda et al. (2010)
Oceania Rattus fuscipes
Rattus norvegicus
América do Rattus exulans Quarnstrom et al. (2013)
Norte
Ratt . Andersen et al. (1986); Chikweto et al. (2009); Qvarnstrom
attus NOIVEGICUS ¢ 41, (2013); York et al. (2015)
York et al. (2015)
América Rattus norvegicus Lindo et al. (2002)
Central
Rattus rattus Lindo et al. (2002)
Ameérica do Rattus norvegicus Simoes et al. (2011); Simoes et al. (2014)

Sul
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As espécies R. norvegicus e R. rattus ja foram encontradas naturalmente
infectadas no Espirito Santo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (CALDEIRA
et al., 2007; SIMOES et al., 2011; MONTE et al., 2012; MOREIRA et al., 2013;
COGNATO et al.,, 2013; THIENGO et al., 2013), porém, a prevaléncia do
parasito nesses roedores é variavel (WANG et al.,, 2008; THIENGO et al.,
2013).

2.5.3 HOSPEDEIROS ACIDENTAIS

Diversas espécies de aves (BURNS et al, 2014) e mamiferos
(ANDERSON, CHABAUD e WILLMOTT, 1978; THIENGO et al.,, 2013),
inclusive o homem, sé@o susceptiveis a infeccdo acidental por A. cantonensis.
Os helmintos jovens localizados no SNC em hospedeiros nao-permissivos
permanecem muitas vezes no espaco subaracndide e nas meninges, causando
reacOes inflamatorias (FORONDA et al., 2010; OuYANG et al., 2012; COWIE,
2013; THIENGO et al., 2013; WEI et al., 2014).

Apesar de o parasito ndo desenvolver seu ciclo em humanos, ha relatos
de que o mesmo consegue ocasionalmente realizar a migracdo pulmonar e
alcancar suas artérias pulmonares, porém, sem atingir maturacado sexual e se
reproduzir (LINDO et al.,, 2002; GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2007; COWIE,
2013).

A espécie A. cantonensis € a causa mais comum de Meningoencefalite
Eosinofilica no mundo (LIMA et al., 2009), sugerindo que a invasao do SNC por
estes helmintos induz uma resposta inflamatéria, com manifestacdes clinicas
diversas (KOO, PIEN e KLIKS, 1988).

O primeiro caso humano da doenca foi relatado em Taiwan em 1945
(BEAVER e ROSEN, 1964) e ao longo das ultimas décadas, milhares de
pessoas ja foram diagnosticadas com o parasito A. cantonensis, ap0s o
consumo de agua, vegetais, além de moluscos crus ou mal cozidos, contendo
a larva infectante (L3) (MARTIN-ALONSO et al., 2011; COWIE, 2013). Outra

forma de transmissdo é pelo consumo de diferentes espécies de crustaceos,
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répteis e anfibios (BAHETI et al.,, 2008), que funcionam como hospedeiros

paraténicos, aumentando assim as chances de transmisséo do agente.
2.6. PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Nos hospedeiros definitivos, a Ls de A. cantonensis realiza migracoes
inicialmente pelos intestinos, passando ao SNC e por Udltimo nas artérias
pulmonares, causando alteracdes estruturais que podem resultar em lesdes
inflamatérias secundarias no intestino delgado e figado (GARCIA et al., 2014).
A intensidade das lesdes cardiacas e pulmonares sdo proporcionais a carga
parasitaria sendo a miocardite ventricular direita e a principal lesdo observada
no coracdo (WEI et al., 2014).

Em infeccBes experimentais utilizando R. norvegicus, observou-se que
as lesdes macroscopicas pulmonares se iniciam no 28° dia pds-infec¢éo, sendo
comum o aparecimento de edema perivascular e proximo aos bronquiolos e
intenso infiltrado polimorfonuclear, com variados graus de resposta eosinofilica.
Apbs o estabelecimento do parasito nas artérias pulmonares, o parénquima do
orgdo logo se torna repleto de ovos em desenvolvimento, e os pulmdes
aumentam em volume e peso, tornando-se as alteragBes perceptiveis, com
manchas, areas de atelectasia, enfisema e infiltrado inflamatério no tecido
circundante e substituicdo por tecido fibroso (MACKERRAS e SANDARS,
1955).

As lesbes em hospedeiros permissivos sdo bem menos pronunciadas do
gue em hospedeiros ndo-permissivos, como demonstrado por Lan e Lai (2009),
gue ao comparar a infecgcdo em Mus musculus e R. norvegicus, evidenciou que
em R. norvegicus ocorre o desenvolvimento de um nimero maior de parasitos,

com menor inflamacéo e a quantidade de eosinofilos reduzida.

A resposta eosinofilica em hospedeiros néo-permissivos ocasiona a
morte ou degeneracdo de um numero elevado de parasitos, porém, o eosindfilo
tem um duplo papel na resposta a infecgé@o: helmintotdxico e neurotoxico, o que
eleva o grau de severidade da inflamacdo e mortalidade do parasito
(YOSHIMURA, SUGAYA e ISHIDA, 1994; WEI et al., 2014).



28

Outras lesdes observadas sdo: intensa congestdo pulmonar, hiperemia
difusa, edema pulmonar, hemorragias, aparecimento de granulos rigidos no
parénquima pulmonar, pneumonia granulomatosa, com variados graus de
preenchimento dos espacos alveolares com infiltrado misto
mononuclear/neutrofilico e/ou eritrocitario, ruptura alveolar que pode se
intensificar, a medida que se aumenta a carga parasitaria (WEI et al., 2014;
GARCIA et al., 2014; JI et al.,, 2017), além de areas de necrose e extensa
fibrose, possivelmente relacionada com o desenvolvimento de hipéxia celular e
alteracdes inflamatorias (GARCIA et al., 2014).

Em humanos, apds a disseminacdo hematogénica, a Lz ultrapassa a
barreira hematoencefalica e a presenca de larvas de A. cantonensis nas
meninges induz uma resposta inflamatoéria eosinofilica (MORASSUTTI et al.,
2014). O deslocamento destas larvas, somado a producdo de enzimas
proteoliticas e a degranulacdo eosinofilica, leva a producéo de diversos fatores
pro-inflamatorios e citotdxicos. As lesdes inflamatorias no tecido nervoso causa
insuficiéncia na circulacdo sanguinea local, agravando também os danos
neuroldgicos, culminando com a morte das larvas ainda na regido das
meninges, potencializando a resposta inflamatoria (EAMSOBHANA e YONG
2009). Também é frequente a falha na migracéo das larvas de A. cantonensis
para maturacdo sexual e a mudanga para Ls ocorre ainda no tecido nervoso,

onde muitas delas morrem (LI et al., 2014).

Em consequéncia das alteracdes inflamatorias, aparecem o0s sinais
clinicos agudos da meningite eosinofilica, que ndo sdo patognomdnicos e
dependem também da localizacdo e quantidade de larvas. Em casos com baixa
carga parasitaria, ocorrem desde casos assintomaticos a casos com sinais
clinicos brandos, com remissdo espontanea. Por outro lado, quando a
guantidade de larvas é elevada ocorrem casos graves, que deixam sequelas
severas e com mortalidade de cerca de 3% dos casos registrados (GRAEFF-
TEIXEIRA, DA SILVA e YOSHIMURA, 2009; EAMSOBHANA e YONG 2009).
Tais infec¢cbes macicas podem produzir encefalites severas, com a triade

classica de meningite: cefaleia, rigidez de nuca e febre, que nem sempre
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ocorre concomitantemente, além disso, a presenca de larvas na medula
espinhal pode originar radiculite (COOKE-YARBOROUGH et al., 1999).

Entre 38 a 49% dos pacientes humanos apresentam-se sinais clinicos
como: diplopia ou leve turbidez visual, nduseas e vomitos. Fraqueza muscular,
dor orbital, ataxia, pneumonite eosinofilica, dores no corpo, convulsdes,
paralisia facial, sonoléncia e retencdo ou incontinéncia urinaria sdo as
manifestacdes clinicas menos frequentes (WANG et al., 2008; JIN et al., 2008;
GRAEFF-TEIXEIRA, DA SILVA e YOSHIMURA, 2009; MORASSUTTI et al.,
2014). Em cerca de 1% dos casos clinicos pode ocorrer migracdo de larvas
para o globo ocular, o que pode levar a sequelas permanentes ou até mesmo
ao deficit da acuidade visual (SAWANYAWISUTH et al., 2007).

2.7. FATORES DE RISCO PARA A POPULACAO HUMANA

A expansao de casos da doenca é explicada pela presenca de um ou
mais fatores de risco que incluem fatores ambientais e culturais, sendo
considerada uma zoonose parasitaria transmitida por alimentos (DTA)
(PUNYAGUPTA, JUTTIJUDATA e BUNNAG, 1975; TSAI et al., 2004).

Outros fatores a serem considerados s&o o consumo de vegetais crus
presentes em saladas, assim como em suco de vegetais crus (suco verde)

contaminados com as larvas do parasito (TSAI et al., 2004).

A intensificacdo de viagens turisticas em areas endémicas, notadamente
em locais com hébitos alimentares que incluem o consumo de peixes e
moluscos de 4gua doce mal cozidos, além de crustaceos ou répteis também
contribuem para o aumento do risco de transmissdo do parasito
(SAWANYAWISUTH et al., 2009). Desta forma, o intercambio de habitos
culturais entre os paises, tém facilitado a dispersédo de hospedeiros infectados
com A. cantonensis (COWIE, 2013; THIENGO et al., 2013).

Ndo obstante a ingestdo de moluscos junto com bebidas alcodlicas
também foi apontada como fator importante no aparecimento de novos casos

da doenca (WANG et al.,, 2011), além de outros fatores como condi¢ces



30

sanitarias precarias, manipulacdo com os hospedeiros intermediarios, clima
umido, contato com hospedeiros intermediarios e habitos alimentares (WANG
et al., 2011).

Em pacientes humanos com idade pré-escolar, o habito de levar
alimentos e objetos a boca, associado ao possivel contato com o solo, eleva o
risco de transmissédo do parasito em pacientes com menos de nove anos de
idade (WANG et al., 2011).

2.8. DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR Angiostrongylus cantonensis

A confirmagdo da infeccdo por estes nematddeos ocorre através de
técnicas morfolégicas e morfométricas, encontro de larvas no Liquido
Cefalorraquidiano (LCR) ou na cavidade orbitaria, da analise histopatologica,
provas imunoldgicas e moleculares (PIEN e PIEN, 1999).

Apesar de os aspectos morfologicos e morfométricos tradicionais serem
considerados, a identificacdo de varias espécies de nematdédeos pode ser
realizada com helmintos adultos machos que estejam com a parte posterior
intacta. Estagios larvais do parasito podem apresentar caracteristicas que
permitam a identificacdo quanto a familia ou género, dependendo do estagio e
técnica de isolamento (MCKEAND, 1998; QVARNSTROM et al., 2013). A
identificacdo especifica das formas larvar e adulta do género Angiostrongylus
com base nos caracteres morfolégicos sdo viaveis, mas muitas vezes
laboriosas, sendo necessaria a utilizacdo de chaves especificas para
identificacdo de género e/ou espécies (UBELAKER, 1986).

Na analise bioguimica do LCR observa-se aumento dos niveis liquoricos
de proteinas e leve diminuicdo da glicose (PUNYAGUPTA, JUTTIJUDATA e
BUNNAG, 1975). Do ponto de vista fisico, o0 LCR apresenta-se limpido ou
levemente turvo e incolor (SAWANYAWISUTH e SAWANYAWISUTH, 2010).
Por outro lado, ndo € comum a deteccdo de larvas de A. cantonensis no LCR
(EAMSOBHANA, 2006) e por isso, a sorologia torna-se uma alternativa

importante na realizacdo do diagnéstico da angiostrongiliase.

No anos 1970, os testes de ELISA utilizavam extratos totais do parasito,

porém, o indice de reacdes cruzadas era bastante elevado. Com a identificacdo
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de antigenos proteicos individuais, utilizando técnicas de imunoblot, foi
demonstrado que os anticorpos seéricos de diversos pacientes reconheceram as
proteinas de 29 kDa e 31 kDa, em helmintos adultos, apresentando menor
reatividade cruzada e anticorpos especificos estdo presentes em soro e LCR
(NUAMTANONG, 1996). Posteriormente, a purificacdo da proteina de 31 kDa
resultou em um ELISA altamente sensivel e especifico, incorporado em um
teste multiplex para diagnéstico de angiostrongiliase (EAMSOBHANA et al.,
2006). Outros estudos, desenvolveram técnicas com anticorpos monoclonais,
para purificar uma proteina de 204 kDa de Ls, resultando em um teste com
91% de sensibilidade e 98% de especificidade na deteccdo da infec¢do por A.
cantonensis (CHYE, CHANG e YEN, 2000).

Técnicas de imunodiagnodstico detectam IgGl e IgG4 e demonstram
maior sensibilidade e especificidade, principalmente quando especifico para
deteccdo da proteina de 29 kDa (INTAPAN et al., 2003), enquanto a detec¢ao
de IgA e IgM anti-A. cantonensis ndo é util no diagnostico (INTAPAN et al.,
2002), principalmente pela limitacgdo na deteccdo de anticorpos, pois sua
producdo ocorre apés o inicio de sinais clinicos, na fase aguda da infeccéo,
sendo detectaveis no inicio da fase de convalescenca em 80% das pessoas
infectadas em estudos realizados na Jamaica (SLOM et al., 2002; VAN
REMOORTERE et al., 2003; ROMASANTA et al., 2003; ISHIDA et al., 2003).

Neste sentido, indmeros marcadores moleculares mais especificos tém
sido identificados como alvos antigénicos potenciais para o imunodiagnostico
da doenca, e testes como ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica), Dot
Blot, Western Blot, tem sido amplamente utilizados no diagndstico laboratorial
da meningite eosinofilica (CALDEIRA et al., 2003; QVARNSTROM et al., 2010;
MORASSUTTI et al., 2014).

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares, a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) convencional e a PCR em tempo real tém mostrado
serem Uteis no diagnostico de diversos patdgenos, inclusive de A. cantonensis.
Neste sentido, Caldeira et al. (2003) desenvolveram uma PCR convencional,
tendo como alvo a amplificagdo do espaco interno transcrito do DNA

ribossomal ITS2. Posteriormente, foi desenvolvida uma alternativa por meio de
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uma PCR em tempo real, cujo alvo € a amplificacdo da regido ITS1,
apresentando alta sensibilidade, visto que consegue detectar DNA de menos
de uma larva do parasito, sendo a PCR em tempo real mais especifica,
descartando a necessidade de sequenciamento do DNA para descartar falsos
positivos (QVARNSTROM et al., 2010).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia, aspectos parasitologicos e morfolégicos da

infeccdo por Angiostrongylus cantonensis em roedores sinantrépicos no

estado de Pernambuco

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a frequéncia de infeccdo por Angiostrongylus cantonensis
em roedores sinantropicos provenientes de diferentes mesorregides do
estado de Pernambuco;

Caracterizar morfologicamente helmintos adultos da espécie A.
cantonensis em roedores sinantrépicos provenientes de diferentes
mesorregides do estado de Pernambuco;

Avaliar as alteracbes estruturais em pulmdo de R. norvegicus
naturalmente infectados por Angiostrongylus cantonensis;

Avaliar os enterOcitos e a superficie de células intestinais de
Angiostrongylus cantonensis pelo uso de microscopia eletrébnica de
transmissao;

Realizar a caracterizacdo molecular dos isolados de Angiostrongylus

cantonensis provenientes de roedores sinantropicos.
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CAPITULO |

Frequéncia e caracterizacdo molecular de
Angiostrongylus cantonensis em Rattus norvegicus e R. rattus
naturalmente infectados nas diferentes mesorregides do

estado de Pernambuco
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RESUMO

Angiostrongylus cantonensis € um parasito zoondtico heteroxeno que tem
roedores sinantropicos como principais hospedeiros definitivos e diversas
espécies de moluscos como hospedeiros intermediarios e constitui a principal
causa de meningite eosinofilica em humanos, ao ser transmitido pela ingestao
de larvas infectantes proveniente dos moluscos infectados. Diversos casos de
meningite eosinofilica ja foram registrados em mais de 30 paises, inclusive no
Brasil. Devido a auséncia de dados sobre a presenca de roedores naturalmente
infectados por A. cantonensis no estado de Pernambuco, o presente estudo
objetivou relatar a frequéncia, distribuicdo e caracterizagdo molecular de A.
cantonensis em Rattus norvegicus e R. rattus naturalmente infectados em 13
municipios de quatro diferentes mesorregides do estado de Pernambuco,
Brasil. Foram capturados murideos provenientes das mesorregides da Regido
Metropolitana do Recife (n=50), Zona da Mata (n=08), Sertdo (n=24) e Sertéo
do Sé&o Francisco (n=12), nos quais foram coletados os helmintos do bloco
cardiopulmonar e procedida a identificacdo morfologica de parasitos adultos
utilizando chaves especificas, além da identificacdo de ovos e larvas
L1 presentes no exsudato pulmonar. A caracterizagdo molecular do parasito foi
realizada com a utilizacdo da Reacdao em Cadeia da Polimerase. Foi
encontrada uma frequéncia absoluta de 29,78% de roedores da espécie R.
norvegicus infectados por A. cantonensis, provenientes da Regido
Metropolitana do Recife. Os roedores da espécie R. rattus ndo foram positivos
para infeccdo pelo parasito e também ndo foi observada a presenca de
infeccdo de roedores nas mesorregides da Zona da Mata, Sertdo e Sertdo do
Sdo Francisco. Este € o primeiro relato de infeccdo natural de R.
norvegicus por A. cantonensis em areas urbanas no estado de Pernambuco.
Com base nos resultados, observa-se que a Regido Metropolitana do Recife é
endémica para A. cantonensis e nas areas estudadas pode apresentar risco de

infeccdo para a populacdo humana.

Palavras chave: Angiostrongilose, roedores, zoonose parasitaria, Meningite

Eosinofilica.
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ABSTRACT

Angiostrongylus cantonensis is a zoonotic heteroxene parasite that has
synanthropic rodents as the main definitive hosts and several species of
mollusks as intermediate hosts and is the main cause of eosinophilic meningitis
in humans, when transmitted by the ingestion of infective larvae from infected
molluscs. Several cases of eosinophilic meningitis have been reported in more
than 30 countries, including Brazil. Due to the lack of data on the presence of
rodents naturally infected by A. cantonensis in the State of Pernambuco, the
present study aimed to report the frequency, distribution and molecular
characterization of A. cantonensis in naturally infected Rattus norvegicus and R.
rattus in 13 municipalities of four different mesoregions of the state of
Pernambuco, Brazil. Muridae were collected from the mesoregions of the
Metropolitan Region of Recife (n = 50), Zona da Mata (n = 08), Sertédo (n = 24)
and Sertdo do S&o Francisco (n = 12). Cardiopulmonary block and proceeded
to the morphological identification of adult parasites using specific keys, besides
the identification of eggs and larvae L1 present in pulmonary exudate. The
molecular characterization of the parasite was carried out using Polymerase
Chain Reaction. An absolute frequency of 29.78% of R. norvegicus rodents
infected by A. cantonensis from the Metropolitan Region of Recife was found.
The rodents of the R. rattus species were not positive for infection by the
parasite and neither was the presence of rodent infection in the mesoregions of
the Zona da Mata, Sertdo and Sertdo do S&o Francisco. This is the first report
of natural infection of R. norvegicus by A. cantonensis in urban areas in the
state of Pernambuco. Based on the results, it can be observed that the
Metropolitan Region of Recife is endemic to A. cantonensis and in the studied

areas may present a risk of infection to the human population.

Key words: Angiostrongylosis, rodents, parasitic zoonosis, Eosinophilic

Meningitis.
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1. INTRODUCAO

O parasito A. cantonensis € um nematdédeo heteroxeno de carater
zoonético (HUTTEMANN, SCHMAHL e MEHLHORN, 2007; WANG et al.,
2012), sendo considerado o principal agente etiolégico da Meningite
Eosinofilica no mundo (PIEN e PIEN, 1999; WANG et al, 2008). As
espécies Rattus norvegicus e R. rattus sdo hospedeiros definitivos, enquanto
aves e outras espécies de mamiferos sdo consideradas nao-permissivas a
infecgdo (WEI et al., 2014).

Em seu ciclo evolutivo, A. cantonensis utiliza uma grande variedade de
moluscos como hospedeiros intermediarios, particularmente lesmas dos
géneros Veronicella, Limax e Deroceras (YANG et al., 2012; KIM et al., 2014),
e moluscos das espécies Bradybaena similaris, Sarasinula marginata, Subulina
octona (CALDEIRA et al., 2007), Pomacea lineata e Achatina fulica (THIENGO
et al., 2010).

A. fulica é considerada a espécie de hospedeiro intermediario mais
importante em funcdo da sua susceptibilidade a infeccdo (CALDEIRA et al.,
2007; GRAEFF-TEIXEIRA, 2007; THIENGO et al.,, 2007; THIENGO et al.,
2010).

A manutencdo de A. cantonensis no ambiente é determinada pela
presenca de roedores cronicamente infectados e a populacdo de hospedeiros
intermediarios e paraténicos (KIM et al., 2014), como camaréo, sapos e peixes
entre outros (KLIKS e PALUMBO, 1992; GUERINO et al, 2017).

A doenca causada por A cantonensis foi inicialmente reportada em
Taiwan, no ano de 1944, disseminando-se para outras regides durante a
segunda guerra mundial (KLIKS e PALUMBO, 1992) até chegar na Africa
(PIEN e PIEN, 1999; ARCHER et al., 2011), india (PARMETER et al., 1966),
Caribe (SLOM et al., 2002), Australia (PROCIV e CARLISLE, 2001), América
do Norte (CAMPBELL e LITTLE, 1988; KIM et al., 2002), Jamaica (WAUGH et
al., 2005), Haiti (RACCURT, BLAISE e DURETTE-DESSET, 2003), Equador
(PINCAY et al., 2009) e Brasil (CALDEIRA et al., 2007).
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No territério brasileiro, apesar de a ocorréncia de A. cantonensis ter sido
reportada em todos os biomas (GUERINO et al, 2017), sdo escassos os dados

epidemioldgicos da infeccéo por este nematddeo (THIENGO et al. 2010).

Em Pernambuco, hd dados sobre a infeccdo por A. cantonensis em
moluscos das espécies Achatina fulica e Pomacea lineata, além da
casuistica de pacientes humanos com Meningite Eosinofilica provenientes da
Mesorregido Metropolitana do Recife e da Mesorregido da Zona da Mata (LIMA
et al., 2009; THIENGO et al., 2010). Porém, sdo escassos no Brasil estudos
sobre a prevaléncia e distribuicdo de roedores naturalmente infectados por A.
cantonensis. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia
e caracterizacdo molecular de A. cantonensis em Rattus norvegicus e R.
rattus naturalmente infectados provenientes de diferentes mesorregides do

estado de Pernambuco.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Areade estudo e animais

No periodo de janeiro de 2015 a julho de 2017 foram capturados
roedores sinantrépicos das espécies R. norvegicus (n=57) e R. rattus (n=37) de
diferentes idades, ambos 0s sexos em areas urbanas e periurbanas de
diferentes mesorregides do estado de Pernambuco. Inicialmente, foi realizada
busca ativa de roedores nos locais com registro de casos de Meningite
Eosinofilica na Regidao Metropolitana do Recife. Posteriormente, em funcéo de
um caso reportado na mesorregido do Sertdo Pernambucano foram procedidas
capturas de roedores nas demais mesorregifes do estado com e sem histdrico

de Meningite Eosinofilica (Figura 1).
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Figura 1. Municipios das diferentes mesorregides do estado de Pernambuco onde ocorreram
capturas de roedores das espécies Rattus rattus e R. norvegicus.

Fonte: http://www.apac.pe.gov.br/meteorologia/

Para a captura dos animais foram utilizadas armadilhas Tomahawk®
(tipo Live Trap), com dimensdes padronizadas para animais de pequeno porte
(30 x 17,5 x 15,5 cm), dispostas a cada 20m de uma armadilha, na altura do
solo, sendo iscadas com abacaxi e pasta de amendoim e colocadas ao
entardecer, sendo recolhidas ao amanhecer do dia seguinte a captura,
obtendo-se um esforco amostral de 20 armadilhas/noite, totalizando 100

armadilhas/noites em cinco dias de capturas.

Os roedores capturados foram identificados através de chaves para
géneros baseados em caracteristicas externas descritas no Guia de Roedores
do Brasil (BONVICINO, OLIVEIRA e D’ANDREA, 2008; NEVES, MANCINI-
FILHO e MENEZES, 2013).

Apbs a captura, foi preenchida uma ficha de identificacdo dos roedores
(ANEXO 1), onde foram registradas informagfes sobre os animais e também
dados importantes na epidemiologia da doenca, entre eles, a presenca ou
auséncia de moluscos terrestres nos locais de coleta. Para manipulacdo dos
animais, foi procedida inicialmente a contencéo fisica dos roedores, com luvas
de raspa de couro e sacos de algodao, depois foi realizada a pesagem e
administracdo por via intraperitoneal uma associacdo de cloridrato

de cetamina (22-40mg/Kg) (Cetamim® 10 mL, Syntec, Santana de Parnaiba,
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Sado Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (1mg/Kg) (Rompum® 10mL, Bayer
HealthCare AG, Bayer Saude Animal Brasil). Apés confirmacdo do efeito
anestésico, foi procedida a eutanasia, utilizando-se tiopental sodico
(Thionembutal® 1g, Abbott Labs. do Brasil Ltda) em doses elevadas conforme
recomendado pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal). A confirmacdo da morte do roedor foi verificada

pela da perda de consciéncia e auséncia de batimentos cardiacos.

Para busca dos parasitos, foi procedida a necropsia dos roedores
capturados e coleta do bloco cardiopulmonar para posterior avaliagéo
das artérias pulmonares e coracdo. Ao fim das coletas, foi realizado o descarte
adequado do material biolégico, encaminhando-o para incineracdao. Durante
todas as etapas de captura e manipulacdo dos roedores foram utilizados
Equipamentos de Protecdo Individual que proporcionaram protecao total do
corpo do manipulador. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) — UFRPE sob licenca de n° 120/2015 e pelo Sistema de

Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), sob o numero: 50588-3,
2.3. Processamento do material biolégico

Os pulmdes e coracbes dos roedores foram separados e as artérias
pulmonares foram examinadas minuciosamente para busca de nematddeos.
Todos os helmintos encontrados foram removidos e acondicionados em tubos
de polipropileno  estéreis  vazios, para  posterior  classificacao
taxondmica, baseadas em aspectos morfolégicos da bolsa copuladora
descritos por Chen (1935), Mackerras e Sandars (1955) e Uberlaker
(1986). Durante a seccéao do tecido pulmonar, o exsudato, quando presente, foi
analisado do ponto de vista parasitologico, colocando entre lamina e laminula,

para a observacao da presenca de ovos e/ou larvas do parasito.
2.5. Diagnoéstico e caracterizacdo molecular
2.5.1. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o corpo inteiro do nematoide,
através de kit comercial (Tissue & Blood Qiamp — Qiagen), conforme
recomendac0des do fabricante.



53

2.5.2. Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para realizacdo da reacdo da PCR foram utilizados os primers ANGIOF1

e ANGIOR1, segundo o protocolo descrito por Qvarnstrom et al., (2007).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose (1%) em tamp&o de corrida TAE 1X (Tris 4,84 g/L, Acido acético
1,14 mL, EDTA 0,379g). A eletroforese foi realizada a 100V/50mA durante 30
minutos, fazendo-se uso de um marcador molecular de 100 pares de base, bem
como de controles positivo e negativo para servirem de parametros para
melhor caracterizacdo dos produtos amplificados. As amostras testadas e
controles foram coradas utilizando-se 0,5uL de corante Blue Green. Apos as
corridas, os geis foram visibilizados e analisados por meio de um
transiluminador ultravioleta acoplado a um computador com programa de

analise de imagens.
2.5.1 Controles positivos e negativos

O controle positivo utilizado nas PCR’s foi obtido a partir de DNA de
helmintos da espécie A. cantonensis, gentiimente cedido pelo Laboratério de
Parasitologia Molecular da Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do

Sul - PUCRS. Como controle negativo, foi utilizada agua ultrapura.
3. RESULTADOS

Foram capturados 94 roedores sinantrépicos comensais provenientes de
13 cidades de diferentes mesorregioes do estado de Pernambuco, Brasil. Entre
eles, 60,6% (57/94) eram da espécie Rattus norvegicus (ratazana) e 39,4%

(37/94) da espécie R. rattus (rato-preto).

Na Regido Metropolitana do Recife, foram capturados roedores somente
da espécie R. norvegicus, sendo 47,87% (45/94) proveniente do municipio de
Olinda, 3,19% (3/94) de Camaragibe e 2,12% (2/94) da Cidade do Recife,
totalizando 53,2% (50/94) dos animais. A frequéncia de animais infectados
por A. cantonensis foi de 29,78% (28/94) (Tabela 1).
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Tabela 1. Ocorréncia de Angiostrongylus cantonensis em roedores nhas

diferentes mesorregides do estado de Pernambuco. Recife, 2018.

Roedores Frequéncia

Mesorregido Municipio Espécie .
(n) relativa (%)
REGIAO Olinda 45 57,7%
METROPOLITANA Recife R. norvegicus 2 50,0%
DO RECIFE Camaragibe 3 33,3%
Vitéria de S. Antdo 1 -
ZONA DA MATA R. rattus
Barreiros 7 -
Bodoc6 11 -
Exu R. rattus 2 -
SERTAO Ouricuri 4 -
Flores 3 -
R. norvegicus
Carnaiba 4 _
. 5 Petrolandia R. rattus 5 -
SERTAO DO SAO
Manari R. rattus 4 -
FRANCISCO
Inaja R. rattus 3 -
R. rattus e R.
TOTAL 13 . 94 29,78%
norvegicus

Nas mesorregides Zona da Mata, Sertdo e Sertdo do S&o Francisco
foram capturadas as espécies R. norvegicus e R. rattus (Tabela 1), totalizando
46,8% (44/94) dos animais capturados e examinados, sem entretanto

positividade para A. cantonensis.

Durante os meses de margco a agosto, quando ocorre naturalmente
elevacdo do indice pluviométrico (PIETROBON e BARROS, 2002), foi
registrada nas fichas de identificacdo dos roedores a presenca de moluscos
gastropodes da espécie Ac. fulica na Regidao Metropolitana do Recife, proximos

aos locais onde foram dispostas as armadilhas.

A caracterizacdo morfolégica dos helmintos adultos foi realizada em
todos o0s espécimes encontrados, onde observou-se que as fémeas foram

maiores e mais robustas que os machos, com tamanho médio de 33 x 0,5mm.
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Os machos tiveram em média 23 x 0,3mm, com estruturas reprodutivas e
digestivas de aspecto mais linear.

Foram observadas as principais caracteristicas morfolégicas que

diferenciam A. Cantonensis, presentes na bolsa copuladora (Figura 2).

‘GB

Figura 2. Bolsa copuladora de Angiostrongylus cantonensis macho, apresentando Gubernaculo
(GB), Raios Ventrais (RV), Raio Ventrolateral (RVL), Raio Mediolateral (RML), Raio Postolateral
(RPL) e Raio Externodorsal (RED).

As fémeas do parasito apresentaram utero preenchido por ovos e o tubo
digestivo de coloracdo avermelhada, devido ao habito hematéfago do parasito,
podendo ser observados através da cuticula transparente, assim como
observado por Gardiner e Poyton (1999) e também Chikweto et al. (2009).

Em algumas amostras foi observada a presenca de exsudato

pulmonar dos roedores, contendo ovos e larvas de primeiro estadio (Figura 3).
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Figura 3. Exsudato pulmonar de Rattus norvegicus. (A) ovo de Angiostrongylus cantonensis;
(B): Ovo e Larva de primeiro estadio (L1) de A. cantonensis. Objetiva de 40x.

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) amplificou fragmentos de
DNA com 1.134 pares de bases do gene 18S do rDNA do parasito
(QVARNSTROM et al, 2007), confirmando a identificacdo do
género Angiostrongylus.

4. DISCUSSAO

O presente estudo revelou a frequéncia de 33,3% a 57,7% de R.
norvegicus infectados por A. cantonensis. Este é o primeiro relato de infec¢éo
natural de R. norvegicus por A. cantonensis em areas urbanas no estado de

Pernambuco, nordeste do Brasil.

O resultado descrito nas diferentes mesorregides do presente trabalho
foi inferior aqueles encontrados em R. norvegicus do estado do Rio de Janeiro
(SIMOES et al., 2011; SIMOES et al., 2014), que descreveram uma média de
71 a 74% de roedores infectados (n= 27 e n= 114), porém, foram incluidas
areas com e sem o historico da presenca do parasito, aumentando assim a
abrangéncia da area de estudo, diferindo da metodologia adotada no estudo
realizado Rio de Janeiro, apenas em areas com registro da presenca do

parasito.
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Por outro lado, analisando isoladamente o municipio de Olinda, foi
observada uma frequéncia de 57,7% de animais infectados por A. cantonensis.
Neste local, foi coletado um maior nimero de animais (n=45) e foram
realizadas coletas periddicas durante os dois anos de estudo, em fungédo da
existéncia de oObito por meningite eosinofilica no periodo de 2007-2008 (LIMA
et al., 2009). Vale salientar que ao longo de todo o periodo foi registrada na
area a presenca de R. norvegicus naturalmente infectados por A. cantonensis,
com frequencia alta e constante (>50,0%), o que demonstrou a
transmissao continua no local estudado, semelhante ao descrito por Simdes et
al., (2014), no Rio de Janeiro, onde foram realizadas coletas periodicas em
locais com registro do parasito e foi observada uma prevaléncia alta e estavel,

sugerindo uma transmissao alta e continua na area estudada.

A frequéncia aqui encontrada foi superior ao descrito por Moreira et al
(2013) que reportaram uma média de 10% (n=42) de ocorréncia de A.
cantonensis entre os roedores (R. rattus e R. norvegicus) em Belém, estado do

Para, no Norte do Brasil.

O roedor R. norvegicus tem sido apontado como um dos principais
hospedeiros definitivos do parasito, apresentando frequentemente maior
prevaléncia e carga parasitaria quando comparado a outras espécies de
roedores em diversos paises, entre eles: Porto Rico (ANDERSEN et al., 1986),
Austrdlia (PROCIV e CARLISLE, 2001), Haiti (RACCURT, BLAISE e
DURETTE-DESSET, 2003), China (LV et al., 2008) e Granada (CHIKWETO et
al., 2009). Porém, Wang et al (2008) sugeriram que a prevaléncia de roedores

da espécie R. norvegicus infectados € altamente variavel.

Este achado representa um risco de infeccdo para a populacdo devido a
importancia do hospedeiro definitivo na epidemiologia da meningite eosinofilica
e pela auséncia de condicdes sanitarias adequadas e presenca dos
hospedeiros intermediarios do parasito, favorecendo a ocorréncia de novos
casos. Adicionalmente, diversos autores descreveram que a propagacao de A.
cantonensis em areas costeiras e portuarias, ocorre devido ao fato de os
roedores infectados serem transportados em navios de carga e transporte
(KLIKS e PALUMBO, 1992; CARVALHO et al., 2012).
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A ocupacdo desordenada em areas urbanas proximo aos canais e
corregos, a precaria rede de saneamento basico e as altas infestacbes por
roedores em areas de vulnerabilidade social, favorecem a presenca de
roedores e, consequentemente, a transmissédo de doencas (HHMSWORTH et
al.,, 2013). Deste modo, torna-se necessaria a deteccdo de areas de
vulnerabilidade para doencas transmitidas por roedores e moluscos, para
realizagdo do adequado manejo ambiental e controle de suas populagdes, na
elaboracdo de um plano integrado das a¢fes da vigilancia em saude e demais
orgdos responsaveis, com a finalidade de prevenir surtos de meningite

eosinofilica no Estado.

Na Zona da Mata e Sertdo do Sao Francisco ndo houve deteccédo de
roedores infectados, porém, a maioria dos animais capturados foram da
espécie R. rattus, que historicamente apresenta menores taxas de infeccao,
devido aos seus habitos de ficarem longe do solo (JARVI et al., 2017). Tal dado
pode ser ocasionado pela preferéncia do roedor em se aninhar em locais altos,
longe do solo o que leva a espécie a ser conhecida popularmente como rato-
do-telhado (JARVI et al., 2017), enquanto R. norvegicus tem maior acesso ao
solo (MEANEY e STEWART, 1981; HIMSWORTH et al, 2013)e

conseguentemente aos hospedeiros intermediarios e/ou paraténicos.

Apesar de os fatores climaticos serem importantes para a ocorréncia do
ciclo do parasito, este fator pode ndo ser determinante para sua auséncia. Nas
mesorregides Sertdo e Sertdo do Sao Francisco, apesar da auséncia de
roedores infectados, pois o clima semiarido dificulta a sobrevivéncia de
hospedeiros intermediarios, ha registro de um caso de Meningite Eosinofilica
no municipio de Manari (dados ndo publicados da Secretaria Estadual de
Saude).

A andlise morfolégica dos espécimes machos indicou que a cepa de A.
cantonensis circulante na Regido Metropolitana do Recife corresponde ao
haplétipo ac8, que possui na bolsa copuladora com diferenga no nivel entre as
bifurcagdes dos raios bursais. Os raios ventrais sdo menores e mais finos e
raios dorsais mais proeminentes, quando comparados a espécimes de outros
isolados do Brasil (MONTE, 2014).
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Este achado é semelhante ao descrito por Monte et al (2012) que
descreveram o encontro do haplétipo ac8, porém, representou um diferente
clado no estado de Pernambuco, determinado pela anélise do sequenciamento
genético. Este haplétipo corresponde ao isolado mais comumente encontrado

no Brasil.

A Reagcdao em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os primers
AngioF1 e ANGIOR1 foi descrita para deteccdo de DNA larval de A.
cantonensis em hospedeiros intermediarios, detectando amostras com carga
parasitaria minima de 10 larvas/mL (QVARNSTROM et al., 2007; KIM et al.,
2014; CHAN et al., 2015). Porém, este é o primeiro registro do uso dos primers
AngioF1l e AngioR1 para ampliacdo de fragmentos de DNA de espécimes

adultos provenientes de roedores.

CONCLUSAO

Com base nos resultados, observa-se que a Regidao Metropolitana do
Recife encontra-se endémica para Angiostrongylus cantonensis.
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ANEXO 1
FICHA DE IDENTIFICACAO DE ROEDORES
Data._ / /|  Horério: Responsavel (is):
1. LOCAL DE COLETA
Endereco

Presenca de Achatina fulica: () NAO () SIM
Casos humanos de Meningite Eosinofilica: ()NAO () SIM
2. FICHA DE IDENTIFICACAO DO ROEDOR
Espécie: Sexo: ()M ()F
Idade estimada: () Jovem () Adulto () Idoso
3. AVALIACAO CLINICA

Condicao fisica \J/M} ﬁr&;,ﬂxj
® \;\[ =
= |

; A
FC A

4. PROTOCOLO ANESTESICO

Peso: (gramas)

Anestésico:

Dose:

5. AMOSTRA COLETADA

Tipo de Amostra | Sim N&o Resultado Parasitoldgico
POSITIVO NEGATIVO

Sangue

Pulméo

Coracéao

Observacoes:
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CAPITULO Il

ALTERACOES ESTRUTURAIS NO PULMAO DE Rattus
norvegicus (Berkenhout, 1769) NATURALMENTE INFECTADOS
POR Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) (NEMATODA,

ANGIOSTRONGYLIDAE)
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RESUMO

Angiostrongylus cantonensis € um parasito que naturalmente infecta roedores,
porém, apresenta baixa especificidade parasitaria sendo descrito em infeccées
acidentais em poneis, Iémures, marsupiais, tatus, aves, primatas e
acidentalmente o homem, sendo o principal agente etiolégico responséavel
pela Meningite Eosinofilica. No Brasil, estudos em roedores naturalmente
infectados por A. cantonensis ainda sao pontuais, sendo a maioria pautada em
areas de ocorréncia de casos humanos de Meningite Eosinofilica. Entre os
roedores, a infeccdo foi descrita principalmente em Rattus norvegicus e R.
rattus, onde os helmintos adultos se localizam nas artérias pulmonares. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes morfolégicas no pulméo
de Rattus norvegicus naturalmente infectados por A. cantonensis. Para tanto
foram capturados 12 roedores da espécie Rattus norvegicus, nos quais foi
realizada a eutanasia, coleta e analise histopatoldgica do tecido pulmonar. Na
analise morfolégica macroscopica observou-se que 0 paréngquima
apresentava edema, congestao e presenca de exsudato pulmonar e dilatacéo
das artérias pulmonares. No estudo histologico dos pulmdes foram observados
pneumonite subaguda a crénica, fibrose pulmonar, além da presenca de ovos e
larvas. Apesar do processo inflamatério presente no parénquima pulmonar
do hospedeiro, 0s animais apresentavam bom escore corporal e néo
demonstravam sinais clinicos de alteracdes cardiorrespiratérias, sugerindo que
a infecgdo por A. cantonensis ndo induziu sofrimento e morte dos roedores

infectados, em funcéo do processo de adaptagao parasito e hospedeiro.

Palavras chave: Meningite Eosinofilica, roedores, histopatologia, lesdes

pulmonares, Angiostrongylus cantonensis.
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ABSTRACT

Angiostrongylus cantonensis is a parasite that naturally infects rodents.
However, it presents low parasitic specificity, being described in accidental
infections in ponies, lemurs, marsupials, armadillos, birds, primates and
accidentally man, being the main etiological agent responsible for Eosinophilic
Meningitis. In Brazil, studies on rodents naturally infected by A. cantonensis are
still punctual, with most of them occurring in human cases of Eosinophilic
Meningitis. Among rodents, the infection was described mainly in Rattus
norvegicus and R. rattus, where adult helminths are located in the pulmonary
arteries. The objective of this work was to evaluate the morphological
alterations in the lung of R. norvegicus naturally infected by A. cantonensis.
Twelve rodents of the R. norvegicus species were captured, in which
euthanasia, collection and histopathological analysis of the lung tissue were
performed. In the macroscopic morphological analysis, it was observed that the
parenchyma presented edema, congestion and presence of pulmonary exudate
and dilation of the pulmonary arteries. In the histological study of the lungs,
chronic subacute pneumonitis, pulmonary fibrosis, and the presence of eggs
and larvae were observed. Despite the inflammatory process present in the lung
parenchyma of the host, the animals presented good body score and did not
show clinical signs of cardiorespiratory alterations, suggesting that A.
cantonensis infection did not induce suffering and death of infected rodents, due

to the parasite adaptation process and host.

Key words: Eosinophilic Meningitis, rodents, histopathology, lung lesions,

Angiostrongylus cantonensis.
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1. INTRODUCAO

Angiostrongylus cantonensis foi descrito pela primeira vez por Chen
(1935), parasitando nas artérias pulmonares e coracdo de roedores das
espécies Rattus rattus e R. norvegicus na cidade de Guangzhou (Cantdo),
China (MACKERRAS E SANDARS, 1955; SPRATT, 2015). Apresentando
baixa especificidade, o parasito tem sido descrito em pbéneis (COSTA et al.,
2000), Iémures, marsupiais, tatus (KIM et al., 2002; DALTON et al., 2017), aves
(SPRATT, 2015), primatas (DUFFY et al., 2004), e acidentalmente no homem,
sendo neste Ultimo o agente etioldgico responsavel pela meningite eosinofilica,
também denominada angiostrongiliase cerebral (ROSEN, LAIGRET e BOILS,
1961; LIMA et al., 2009).

Entre os roedores, a infeccdo tem sido descrita em sete espécies de
murideos, notadamente Rattus norvegicus e R. Rattus (VITTA et al., 2011;
HOLLINGSWORTH et al., 2013; JI et al., 2017), que atuam como hospedeiros
definitivos tendo um importante papel em sua perpetuacdo, através da
eliminacdo das larvas de primeiro estadio (L1) em suas fezes, tanto os roedores
machos, quanto as fémeas (SIMOES et al., 2014; BARRATT et al., 2016).

Na biologia parasitaria, apds a ingestdo de hospedeiros crus ou mal
cozidos ou de alimentos contaminados com a larva infectante (Ls), ocorre a
penetracdo na mucosa gastrica e por via hematogénica atinge o Sistema
Nervoso Central (SNC), onde realiza mudas para larva de quarto e quinto
estadio (L4 e Ls). A Ls retorna a circulacdo sanguinea, atingindo as artérias
pulmonares e posteriormente realiza a oviposicdo no parénquima pulmonar, a

gual € acompanhada de resposta inflamatoéria no local (BHAIBULAYA, 1979).

Durante sua evolucdo nos roedores, o parasitismo por A. cantonensis
pode causar lesdes de grau variado, de acordo com a espécie de roedor
infectada, carga parasitaria, tempo de infeccdo e resposta individual do
hospedeiro. Mesmo em hospedeiros permissivos, durante a migracdo do
parasito ocorrem lesfes no Sistema Nervoso Central, na dependéncia do
namero de larvas utilizados na infeccdo experimental (WANG et al., 2015; JI et
al., 2017).
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No Brasil, estudos em roedores naturalmente infectados por A.
cantonensis ainda sdo pontuais, sendo a maioria realizada em areas de
ocorréncia de casos humanos de Meningite Eosinofilica. Em Pernambuco, h&a
relatos de casos humanos de Meningite Eosinofilica (LIMA et al., 2009;
THIENGO et al., 2010). Porém, ainda ndo ha registros sobre a infeccdo em
roedores e seus aspectos patologicos. Diante disso, 0 objetivo do presente
trabalho € descrever as alteragdes estruturais no pulméo de Rattus norvegicus

naturalmente infectados por A. cantonensis.

1. MATERIAL E METODOS

1.1. Animais e local de estudo

Foram capturados 12 roedores da espécie Rattus norvegicus no periodo
de 2015 a 2017, na Regido Metropolitana do Recife (Figura 1). Esta area
apresenta clima tropical, altitude média de 10m, com alta umidade relativa do
ar e temperatura média anual de 25°C (NOBREGA e LEMOS, 2011).
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Figura 1. Regido de captura dos roedores.
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1.2. Captura dos animais e coleta de material biolégico

Os roedores foram capturados utilizando armadilhas do tipo Tomahawk,
para captura viva (Live Trap) segundo descrito por Pereira et al. (2013). Os
animais capturados foram contidos inicialmente de forma fisica, com luvas de
raspa de couro e sacos de algodéo e posteriormente foi realizada a contencao
guimica e eutanasia, conforme protocolo recomendado pelo CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal). Em seguida, foi

realizada a necropsia, para coleta de fragmentos de pulméo.

Os pulmdes foram analisados macroscopicamente e fragmentos foram
coletados sendo acondicionados em formalina tamponada a 10% para posterior
realizacdo de analise histopatoldgica.

1.3. Processamento histolégico

Os fragmentos de pulméo foram mantidos em solucdo de formalina
tamponada a 10% para fixagao por 48 horas. Em seguida, foram submetidas
ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina. Por fim,
cortes de 5 um foram montados em lamina e corados por Hematoxilina e
Eosina (HE) (TOLOSA et al., 2003). Na analise histopatoldgica, os fragmentos

foram analisados e descritos de acordo com o tipo de lesdo observada.
1.4. Aspectos éticos

O estudo foi realizado com autorizacdo para atividades com finalidade
cientifica pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO), sob o nimero: 50588-3, aprovado também pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) — UFRPE sob licenca de n® 120/2015.

2. RESULTADOS

Na analise morfolégica macroscopica, durante o momento da necropsia
observou-se que o parénquima pulmonar dos animais apresentava-se friavel
com areas de edema, manchas irregulares de coloracao variavel na superficie

do 6rgéo e alterag6es hemodinamicas caracterizadas por congestéo (Figura 2)
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e petéquias, além da presenca de exsudato no interior dos bronquios e

dilatacédo das artérias pulmonares.

Figura 2: Pulméo e coracdo de R. norvegicus alteragcbes de coloragdo na superficie do 6rgdo e alteragdes
hemodinamicas.

Em um dos animais, foi observada também a presenca de abscessos
multiplos que ocupavam quase 1/3 da superficie pulmonar esquerda e direita
(Figura 3). Na area do abscesso havia adesédo pleural e o 6rgdo apresentava
sua arquitetura completamente alterada, com poucas areas funcionais e
presenca de fibrose e necrose. Ao corte, 0 abscesso apresentava grande

guantidade de secrecéo purulenta.

0

Figura 3: Pulmé&o de R. norvegicus com presenca de abscessos multiplos e areas de fibrose e necrose.

Em todos os animais analisados foi observada a presenca de helmintos
adultos da espécie A. cantonensis, identificados de acordo com parametros

morfologicos e morfométricos descritos por Chen, (1935), Mackerras e
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Sandars, (1955) e Uberlaker, (1986). A carga parasitaria variou de trés a 25

helmintos, com média 10,2 helmintos/roedor.

No estudo histolégico dos pulmdes foram observados pneumonite
subaguda a cronica, com presenca de macrofagos, linfécitos e varios
eosindfilos (Figura 4 - A), assim como areas de infiltrado inflamatério crénico
(Figura 4 -B), presenca de espesso tecido conjuntivo (fibrose pulmonar); areas
de hiperplasia de tunica média vascular, com lesdo de endotélio além da
presenca de ovos (Figura 4 - C) e larvas em desenvolvimento nas artérias e

capilares (Figura 4 - D).
4. DISCUSSAO

As lesbes macroscoépicas observadas no parénquima pulmonar foram
compativeis com hipertensdo pulmonar, em decorréncia da presenca dos
helmintos adultos e consequente obstrucdo das artérias pulmonares. A
dilatacdo dos vasos e sobrecarga cardiaca originam uma insuficiéncia cardiaca
congestiva, com o aparecimento de alteracbes hemodinamicas, areas de
hemorragias puntiformes e edema congestdo pulmonar, estes achados
corroboram com o descrito por Mackerras e Sandars (1955), em infeccdes

experimentais por A. cantonensis em roedores.

A presenca de R. norvegicus com dilatacdo das artérias pulmonares
devido a infeccdo por A. cantonensis sem a ocorréncia de espessamento da
parede arterial foi descrita em literatura (SPRATT, 2015). O encontro de
helmintos adultos tem sido facilmente visibilizado em infecgbes experimentais
(MONTE et al., 2014) e naturais (AGHAZADEH et al., 2015), particularmente
pela sua aparéncia de coloracdo branco e vermelho entrelagados (LINDO et al.,
2002; THOMAS, THANGAVEL e THOMAS, 2015).

A carga parasitaria pode influenciar na ocorréncia de alteracdes
hemodinamicas, particularmente a congestdo pulmonar que pode estar
presente em infecgcbes com grande quantidades de helmintos adultos
(MACKERRAS e SANDARS, 1955; JI et al., 2017). Quando a carga parasitéria

atinge uma média de 40 helmintos, foi observado em infec¢cdes experimentais
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gue a congestdo pulmonar se intensifica, com o preenchimento dos alvéolos
com infiltrado mononuclear/neutrofilico misto, além de infiltrado eosinofilico
peri-arterial (MACKERRAS e SANDARS, 1955; Jl et al., 2017).

A presenca de exsudato observado no interior dos brénquios é provéavel
gue seja decorrente da reacao inflamatéria direcionada a presenca de ovos e
larvas de primeiro estagio de A. cantonensis. Neste sentido, a ocorréncia
destes estagios de desenvolvimento dos helmintos € comum em funcdo da
biologia parasitaria no interior do compartimento vascular, funcionando como
émbolos, onde as larvas de primeiro estadio (L1) eclodem, rompendo pequenos
capilares e alvéolos, intensificando a reagdo inflamatoria no local (NEW,
LITTLE e CROSS, 1995; LAI, 2014).

Abscessos multiplos tem sido reportados em roedores infectados por A.
cantonensis (MACKERRAS e SANDARS, 1955), porém, pode néo ter relacéo
direta com a ocorréncia do helminto, podendo estar ainda relacionada a
infeccdo por outros agentes que podem causar pneumonia e formacao de
abscessos em roedores (FOURIEZ-LABLEE et al., 2017).

Frequentemente também tem sido relatado em infecgBes por A.
cantonensis lesdes do tipo granulomatosa relacionada a presenca de larvas e
ovos embrionados nos alvéolos, além de tromboses causadas pela obstrucdo
da artéria pulmonar (CHIKWETO et al., 2009).

As alteracbes microscopicas descritas no parénquima pulmonar S&o
indicativas de resposta inflamatoria subaguda a crénica caracterizada por
infiltrado de macrofagos, linfocitos e eosindéfilos nas areas onde ha presenca de
ovos e larvas em desenvolvimento, sendo este achado frequente em infeccdes
parasitarias por helmintos no parénquima pulmonar (JI et al.,, 2017). Sendo
assim, o tecido funcional pulmonar € gradativamente substituido por tecido
fiboroso (MACKERRAS e SANDARS, 1955; TU e LAI, 2006), como observado

em Pernambuco.

Por outro lado, as areas dilatacdo e hiperplasia de tunica média vascular

observadas podem ser decorrentes da lesdo da parede vascular e hipertenséo
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pulmonar, pela presenca de A. cantonensis, sendo este aumento do niumero de
células, uma resposta adaptativa normal das artérias ao estresse
hemodindmico causado pela presenca e dilatacdo das artérias pulmonares
(DAVIES e HAGEN, 1994).

Vale salientar que R. novergicus é considerado permissivo a infeccéo,
indicando que o parasito e o hospedeiro sofreram adapta¢cdes num processo de
coevolucdo, o que torna a infeccdo mais toleravel nessa espécie, sendo
comum a presenca de células inflamatdrias em menor quantidade (OUYANG,
WEI e ZHONGDAO, 2012).

5. CONCLUSAO

Embora R. norvegicus seja considerado hospedeiro permissivo do
parasito, o parasitsmo induz a formacdo de lesdes inflamatérias no

parénquima pulmonar.
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Figura 4. A: Rattus norvegicus. Pulmdo. Seta: Pneumonite subaguda a cronica constituida por macréfagos, linfécitos e
véarios eosindfilos, observando-se ainda espesso tecido conjuntivo (fibrose pulmonar). Aum. 1000x; B: Rattus
norvegicus. Pulmdo. Seta: Infiltrado inflamatério perivascular constituido por eosinéfilos e alguns macréfagos.
Pneumonite eosinofilica focal. Aum. 1000x.
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Figura 4. C: Rattus norvegicus. Pulm&o. Ponta de seta: Ovos de Angiostrongylus sp. cortados longitudinalmente no
interior de capilares. Aum. 400x. D: Rattus norvegicus. Pulméo. Seta: Larvas de Angiostrongylus sp. cortadas
longitudinalmente circundadas por escassas células inflamatérias. Aum. 400x.
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SHORT COMMUNICATION
Ultrastructural aspects of the intestinal cells surface of Angiostrongylus

cantonensis by using of transmission electron microscopy

GUERRA, H.M.MS.; MAIA, C.S.; GUERRA, N.R.; MONTEIRO, M.F.M.; SILVA, E.M,;
ALVES, L.C.

ABSTRACT
The rat lungworm Angiostrongylus cantonensis is a zoonotic parasite and the
main cause of eosinophilic meningitis in the world. The intermediate hosts are
terrestrial snails and rats are the definitive hosts. Its main source of nutrients
originates from the degradation of host hemoglobin in blood-feeding helminths,
such as A. cantonensis. Although the helminth was described for more than
eighty years, the digestion process of this nematode is still not clearly
understood. The purpose of this study was to observe the surface of the
intestinal cells by using of transmission electron microscopy (TEM). A.
cantonensis worms obtained from Rattus norvegicus (norway rats) from
endemic area were used for TEM. The ultrastructural analysis was performed
using fragments cut from the middle part of the worms, and the TEM study
revealed the cells with microvilli and nuclei containing areas of loose and
condensed chromatin and the presence of macrovesicles and microvesicles of
digestion and it was observed in this study that intestinal epithelium is look like
a syncytium. The ultrastructural aspects of the intestinal cells surface of A.
cantonensis showed the intricate function of the multinucleated mosaic in

nutrition mode of this nematode.

Key words: Angiostrongylus cantonensis, Rattus norvegicus, eosinophilic

meningitis, Pernambuco, Brazil

Angiostrongylus cantonensis or rat lungworm inhabit the pulmonary
arteries of rodents, primarily synanthropic commensals species. Terrestrial
snails serve as intermediate hosts until they are ingested by definitive hosts
(RAMIREZ-AVILA et al., 2009). Humans can be incidentally infected by eating
poorly cooked or raw intermediate snails where some of them developed the
eosinophilic meningitis (THIENGO et al., 2010).
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A. cantonensis digests large amount of haemoglobin in order to obtain
amino acids (HUTTEMANN et al., 2007), and the degradation process occurs in
a lysosome-type digestive vacuole (HALLIWELL and GUTTERIDGE, 2015)

The nematode digestive system is divided into three parts include the
stomodeum, intestine, and proctodeum. The stomodeum consists of a buccal
cavity and esophagus. The intestine is a simple tubular structure formed by just
a one-layered epithelium and the third part incorporates in male cloaca and
female the rectum. However, the internal surface of the intestinal cells may be
variable depend on the species of nematodes compounded by cilia associated
with basal granules (HETHERINGTON, 1924), or have a brush border lining the
gut lumen (CHITWOOD and CHITWOOD, 1938).

Although A. cantonensis was described for more than eighty years, the
digestion process of this nematode is still not clearly understood. The purpose
of this study is to observe the surface of the intestinal cells by using of
transmission electron microscopy (TEM).

A. cantonensis worms obtained from Rattus norvegicus from endemic
area were used for TEM. The ultrastructural analysis was performed using
fragments cut from the middle part of the worms, not more than 1 mm in length,
which were fixed in Karnovsky solution in 0.1M sodium cacodylate buffer, pH
7.4. Some pieces were fixed in 2% osmium tetroxide and inclusion medium
(Epoxy/Sigma resin) was performed. The material was placed in an oven at 60
° C for 72 hours for polymerization of the resin. The obtained blocks were
sectioned in ultramicrotome with the use of glass razors. The sections were
stained with toluidine blue 1l and after drying, examined under a light
microscope.

After selecting the area to be studied, the blocks were made in ultra thin
sections with a thickness of 40 nm, using diamond razors. The obtained cuts
were placed in copper grids and contrasted with alcohol solution of 5% uranyl
acetate and final treatment with lead citrate. After these procedures, the
screens were taken to the MET (Tecnai G2 200 kV / FEI) and the
electromicrographs were obtained. The study was approved by the Research
Ethics Committee of UFRPE, under #120/2015.

It was observed in this study that intestinal epithelium is look like a

syncytium, e.g. multinucleated pattern resulted from multiple cellular fusion
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showed no limit between these cells (Fig. 1 - A). This aspect was only reported
by Byers and Anderson (1972) when studied the morphology and ultrastructure
of the phytophagous nematode Tylenchorhynchus dubius.

The TEM study revealed the cells with microvilli and nuclei
containing areas of loose and condensed chromatin and the presence of
macrovesicles and microvesicles of digestion (Fig. 1 — A and C). The presence
of many vesicles suggests a vesicular transport of the material as describe in A.
cantonensis by Huttemann et al., (2007). The cytoplasm of the intestinal cells
showed a moderate number of mitochondria that are concentrated in the basal
portion of the cells.

The lumen, including the spaces between the microvilli, is filled with a
granular material, which sometimes contains a few intermixed membranous,
vesicles and partial digested red blood cells originating from host blood (Fig. 1-
B). These aspects were reported by Byers and Anderson (1972) and

Huttemann et al., (2007) in different nematodes respectively.

Part of the epithelium showing a brush border composed of short
microvilli of different sizes. The microvilli have central filaments which extend a
short distance into the submicrovillar cytoplasm (Fig. 1 - D). The microvilii
aspects was also observed by Hittemann, Schmahl and Mehlhorn (2007) in A.
cantonensis by light and electron microscopic studies in order to clarify the
mode of nutrition of this nematode.

The ultrastructural aspects of the intestinal cells surface of A.
cantonensis showed the intricate function of the multinucleated mosaic in

nutrition mode of this nematode.
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FIG. 1: (A) TEM of the intestinal epithelium of A. cantonensis. Part of the intestinal epithelium showing a brush border
composed of microvilli (Mi) and the presence of macrovesicles (red arrow) and microvesicles (blue arrow) of digestion;
Intestinal cells look like a syncytium, e.g. multinucleated (N) pattern showed no limit between these cells and the
presence of basal lamina (BL);

(B): The lumen is filled with a granular material, which sometimes contains a few intermixed membranous structures,
vesicles and partially digested red blood cells (BC) originating from host blood feeding;

Y FN T R,
| — L)

(C): TEM of the intestinal epithelium of A. cantonensis. The epithelial cells with microvilli (Mi), nuclei (N) and nucleolus
(Nu) containing areas of loose and condensed chromatin. The presence of macrovesicles (larger arrow) and
microvesicles (smaller arrow) of digestion;

(D): Macrovesicles of digestion (red arrow) and short microvilli of different sizes. The microvilli have central filaments

that extend a short distance and the presence of macrovesicles (red arrow) of digestion.
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5. CONCLUSOES GERAIS

e Com base nos resultados, observa-se que a Regido Metropolitana do
Recife encontra-se endémica para Angiostrongylus cantonensis, sendo
este o primeiro relato de infeccdo natural de R. norvegicus por A.
cantonensis em areas urbanas no estado de Pernambuco, nordeste do
Brasil.

e Embora R. norvegicus seja considerado hospedeiro permissivo do
parasito, o parasitismo induz a formacao de lesdes inflamatdrias no seu
parénquima pulmonar.

e Os aspectos ultraestruturais da superficie das células intestinais de A.
cantonensis mostram a intrincada funcdo do mosaico multinucleado no

modo nutritivo desse nematoide.



