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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Fernanda Bittencourt de Oliveira

A paca (Cuniculus paca), roedor nativo da América do Sul, € bastante cacada para
subsisténcia nas regibes de floresta amazonica. E hospedeira de uma série de
parasitos, como o0s helmintos Echinococcus vogeli e Calodium hepaticum, que
podem se estabelecer no figado. O objetivo desse trabalho foi descrever as
alteracdes histopatoldgicas em figados de pacas dos estados do Acre (AC) e Mato
Grosso do Sul (MS) e identificar os helmintos encontrados por meio de analises
parasitolégicas e/ou moleculares. Um total de 35 figados de pacas foi analisado
(AC=34; MS=1), onde 25 figados ndo apresentaram lesdes aparentes, enquanto 10
figados evidenciaram les@es, através de analise macroscoépica, compativeis com C.
hepaticum (Xapuri-AC=6) e Echinococcus sp. (Xapuri-AC=3; Corguinho-MS=1). Em
todas as amostras que aparentavam infeccdo por Echinococcus sp., a espécie E.
vogeli foi confirmada como agente etiolégico (n=4), mediante analises morfométricas
e/ou moleculares. Para a verificacdo e descricdo das leses microscopicas, todos 0s
figados do estudo (n=35) foram submetidos a analise histopatolégica, onde 27
figados apresentaram lesfes: sete figados (Sena Madureira-AC=3; Xapuri-AC=3;
Corguinho-MS=1) continham cistos hidaticos de Echinococcus sp., incluindo aquelas
mesmas amostras com E. vogeli (n=4), Unicas dotadas de lesdes macroscoépicas. A
definicdo da espécie nao foi possivel nas outras trés amostras restantes (Sena
Madureira-AC); cinco (Bujari-AC=3; Sena Madureira-AC=2) continham ovos
bioperculados de C. hepaticum (identificados por andlise morfométrica) provenientes
de amostras que nao apresentaram lesdes macroscopicas, contrapondo a nao
evidenciacdo de formas evolutivas de C. hepaticum nas amostras inicialmente com
lesbes macroscoOpicas caracteristicas de capilariose (n=6); uma (Sena Madureira-
AC) foi encontrada com co-infeccdo entre C. hepaticum e Echinococcus sp.; e
quinze figados (Xapuri=9; Bujari=6) apresentaram lesfes histopatologicas que foram
descritas, porém sem confirmacdo de associagdo a agentes infecciosos. O presente
trabalho demonstrou um potencial risco de transmissédo da equinococose policistica
e capilariose em municipios do Acre, além de enfocar a descricdo detalhada das
lesdes histopatoldgicas causadas pelos helmintos C. hepaticum e E. vogeli no tecido
hepatico de pacas. Enfatizamos também um importante achado, pois pela primeira
vez foi encontrado E. vogeli em paca do Mato Grosso do Sul, evidenciando a
presenca do ciclo silvestre do helminto na regido Centro-Oeste, ampliando o
conhecimento de sua distribuicdo geogréfica, antes somente relacionada com a
regido Norte do Brasil.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Fernanda Bittencourt de Oliveira

Paca (Cuniculus paca), a native rodent of South America, is used for subsistence
hunting in the regions of the Amazonic rainforest. It is host for a large number of
parasites, such the helminths Echinococcus vogeli and Calodium hepaticum, which
can establish themselves in the liver. The aim of this study was to describe the
histopathological changes in the livers of pacas from the States of Acre (AC) and
Mato Grosso do Sul (MS), Brazil, and identify the helminths which were found by
parasitological and / or molecular analysis. A total of 35 livers of pacas was analysed
(AC=34; MS=1), where 25 livers showed no apparent lesions, while 10 livers showed
lesions, through macroscopic analysis, compatible with C. hepaticum (Xapuri-AC=6)
and Echinococcus sp. (Xapuri-AC=3; Corguinho-MS=1). In all samples which
presented macroscopic characteristics of Echinococcus sp. infection, E. vogeli
species was confirmed as the etiologic agent (n=4) by morphometric and / or
molecular analysis. All livers of this study (n=35) were submitted to histopathology
analysis for certification and description of microscopic lesions, and it was detected
27 injured livers: seven livers (Sena Madureira-AC=3; Xapuri-AC=3; Corguinho-
MS=1) containing Echinococcus sp. hydatid cysts, including those same samples
with E. vogeli (n=4), which presented macroscopic lesions. However, the species
definition was not possible in the other three remaining samples (Sena Madureira-
AC); five (Bujari-AC=3; Sena Madureira-AC=2) presented C. hepaticum
bioperculated eggs (identified by morphometric analysis) from samples with no
macroscopic lesions, in contrast to evolutionary forms of C. hepaticum absence in
samples which had macroscopic lesions similar to capillariasis (n=6); one (Sena
Madureira-AC) was found with coinfection between C. hepaticum and Echinococcus
sp.; and fifteen livers (Xapuri=9; Bujari=6) showed histopathological lesions which
were described, but not reportedly associated with infectious agents. This study
showed a potential risk of polycystic echinococcosis and capillariasis transmission in
municipalities of the Acre State, besides focusing on the detailed description of the
histopathologic lesions caused by helminths C. hepaticum and E. vogeli in tissues of
liver of pacas. We also highlighted the description of the sylvatic cycle of E. vogeli
found for the first time in paca from Mato Grosso do Sul, Midwest region, expanding
the knowledge of their geographical distribution, previously only related to North
region of Brazil.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cuniculus paca

Cuniculus paca, popularmente denominada paca, € o terceiro maior roedor do
Brasil. E um tipico herbivoro silvestre da regido neotropical, sendo originario da
América do Sul (Queirolo et al., 2008). A tabela 1 apresenta a classificacdo

taxon6mica de Cuniculus paca.

Tabela 1 - Classificagdo taxondémica de Cuniculus paca

TAXON PACA
Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Mammalia
Ordem Rodentia
Familia Cuniculidae
Género Cuniculus
Espécie Cuniculus paca
Sindnimo Agouti paca

Fonte: Queirolo et al., 2008.

1.1.1 Caracteristicas morfolégicas de Cuniculus paca

A paca (Figura 1) apresenta porte médio, corpo pesado e robusto, cabeca
grande e larga, sendo proporcional ao tamanho do corpo, onde destacam-se suas
macas do rosto, especialmente nos machos. Seus membros anteriores séo curtos,
com quatro dedos alongados para frente e 0s membros posteriores sdo mais longos

com cinco dedos, dos quais o0 primeiro e o quinto sdo rudimentares. A paca é um



animal muito rapido e flexivel para corrida por possuir membros curtos, dedos
alongados providos de garras e cauda reduzida. (Matamoros, 1985; Gonzélez &
Rios, 2002; Trujillo et al., 2005; Bonvicino et al., 2008). O corpo é coberto por pelos
grossos e curtos de cor pardo escuro ou marrom claro, contendo quatro fileiras de
manchas esbranquicadas longitudinais nas costas e peitoral pardo amarronzado
com dois pares de seios ou mamilos, um par de cada lado do membro locomotor
(Emmons, 1990; Perez, 1992; Gonzalez & Rios, 2002; Rinas et al.,, 2004). Os
machos adultos medem entre 60 e 80 centimetros de comprimento do focinho a
ponta da cauda, as fémeas entre 55 a 70 centimetros, e os adultos saudaveis pesam
até 13,5 quilogramas (Mondolfi, 1972; Valsecchi et al., 2014). A paca, como qualquer
roedor, tem grande extensdo dos incisivos do maxilar inferior e superior, com

prognatismo permanente (Perez, 1992).

Figura 1 — Imagem da paca (Cuniculus paca). Fonte: Servico de Referéncia Nacional
em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ).



1.1.2 Distribuicdo geografica de Cuniculus paca

A presenca da paca € relatada do Sul do México ao leste do Paraguai, além do
nordeste da Argentina (Eisenberg & Redford, 1989) e distribuicdo marginal no
Uruguai (Mones et al., 2003). E nativa na Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Colémbia,
Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras,
México, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai
e Venezuela. C. paca também é encontrada em Cuba, pais em que foi introduzida
(Queirolo et al., 2008; Varona, 1974) (Figura 2).

~~~~~

@® Introduzida

| —
500 km

@® Nativa

Figura 2 — Mapa da distribuicdo geografica de Cuniculus paca. Fonte: llustracdo de

Ricardo Smidth do Servico de Producéo e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.



1.1.3 Habitat de Cuniculus paca

Pacas sao tipicas de florestas tropicais apresentando habitos noturnos e podem
ser encontradas em ambientes modificados ou integros. Apesar de viverem em
diferentes ambientes, as suas atividades tem mais proximidade com colecdes
d’agua (Michalski et al., 2015), construindo suas tocas em torno de zonas ribeirinhas
(Michalski & Norris, 2011; Huanca-Hurachi et al., 2011) onde encontram vias de
refugio contra predadores ou cacadores (Emmons & Feer, 1999).

A paca passa o dia na sua toca. A profundidade destas ndo costuma ultrapassar
2 metros. Ao anoitecer exploram a area em busca de frutos caidos. As pacas nao
vocalizam muito, porém quando o fazem utilizam o arco zigomatico, uma estrutura
como camara de ressonancia, que € ampliado lateral e dorsalmente (Mauro et al.,
2004).

Ameacas a espécie sdo a perda do habitat, a fragmentacao florestal, a caca
indiscriminada e a introducdo de espécies domeésticas (Ergueta & Morales 1996,
Emmons & Feer 1999). Sua densidade populacional € determinada pela presenca e
abundancia de arvores frutiferas, abundancia de frutos no chao, presenca de
predadores, tipo de floresta e presenca de agua (Rodriguez-Ruiz et al., 2011). C.
paca influencia a distribuicdo e riqueza das comunidades vegetais, visto que se
alimenta, principalmente, de frutas caidas no chéo, embora possa comer folhas ou
tubérculos (Asquith et al., 1999).

Em nivel do risco de extincdo, C. paca € listada como pouco preocupante, tendo
em vista sua ampla distribuicdo, grande populacdo, ocorréncia em um ndamero
consideravel de areas protegidas, e por isso é improvavel que esteja em crescente
declinio, sendo estes importantes critérios necessarios para qualificar este roedor na
categoria de espécies ameacadas. No entanto, extingdes locais tém ocorrido devido
a fragmentacgé&o de habitat (Chiarello et al., 2008; Queirolo et al., 2008).



1.1.4 Reproducéo de Cuniculus paca

As pacas podem viver entre 10 e 12 anos e as fémeas chegam a maturidade
sexual entre 0 8° e 0 12° més de idade com a gestacdo compreendendo um periodo
de 115 a 120 dias. Machos alcancam a maturidade sexual no periodo de um ano e
0s machos adultos apresentam um pénis de 5 a 7 centimetros de comprimento
(Barrera & Gonzalez, 1999; Gonzalez & Rios, 2002).

Para que ocorra o cruzamento entre machos e fémeas, é necessario que o
macho urine proximo a fémea para que ele identifique o cio e este periodo, também
chamado de ciclo estral, dura 31 dias (Matamoros, 1985). Apesar do baixo potencial
reprodutivo das pacas, as fémeas ovulam espontaneamente, sem a necessidade da
presenca do macho, enquanto a producdo de esperma nos machos € continua. O
periodo fértii compreende os meses de dezembro a janeiro e 0S nascimentos
ocorrem dentro de tocas escavadas pelas fémeas (Matamoros & Pashov, 1984;
Smythe & Brown de La Guanti, 1995; Mauro et al., 2004; Guzman, 2008).

Se em vida livre este animal tende a ser sazonal e o nascimento concentrado em
épocas de maior disponibilidade alimentar, no Brasil, em cativeiro, reproduzem-se ao
longo do ano e isso em termos de producdo é um fator favoravel, pois garante o
aumento do plantel (Guimarées et al., 2008).

Um filhote de paca pesa em torno de 0,7 quilogramas, porém, ocasionalmente,
uma paca pode gerar até dois filhotes, uma situacdo mais rara (Barrera & Gonzalez,
1999).

1.1.5 Alimentacdo de Cuniculus paca

A paca é considerada generalista quanto a dieta e alimenta-se principalmente de
frutos disponiveis no decorrer das estagbes (Perez, 1992; Beck-King et al., 1999).
Uma forma de obter informacgfes sobre a dieta das pacas de vida livre € através da
identificacdo das marcas deixadas nos restos alimentares dispersos no ambiente,
por se tratar de um método que ndo necessita da visualizacdo do roedor, que possui

habitos discretos e noturnos. Porém este método pode ser questionavel,



principalmente, quando se nota a presenca de outros roedores com marcas de
dentes incisivos semelhantes a de pacas juvenis, como cutias (Dasyprocta spp). e
capivara (Hidrochaeris hidrochaeris) (Beck-King et al., 1999). Entretanto, é um
consenso que marcas acima de quatro milimetros séo atribuidas a pacas adultas
(Collet, 1981).

E importante ressaltar que pacas sdo incapazes de abrir frutos com exocarpo
(casca) duro e por isso podem consumir agueles que sao previamente abertos por
outros animais (Perez, 1992; Gonzalez & Rios, 2002). Sendo assim, trabalhos
relataram que pacas se alimentam de sapucaia (Lecythis lanceolata), sapucainha
(Carpotroche brasiliensis), caja (Spondias mombin), cacau (Theobroma cacao),
urtiga-de-mamao (Cnidoscolus pubescens), laranja (Citrus sinensis), limdo (Citrus
limon), tangerina (Citrus deliciosa), jaca (Artocarpus heterophyllus), banana-da-terra
(Musa paradisiaca), abacate (Persea americana), mamey (Pouteria sapota), janita

(Brosimum alicastrum) e jataipeva (Dialium guianense) (Zuracatto et al., 2010).

1.1.6 Criacao de Cuniculus paca

O termo “domesticar” tem sido definido de varias formas, porém, € um consenso
entre cientistas que um animal domesticado seja diferente de seus semelhantes
silvestres, principalmente, no que diz respeito ao manejo (Smythe & Brown de La
Guanti, 1995).

Existem projetos em diversos paises com o objetivo de explorar a paca de forma
comercial ou experimental. A criacdo de pacas para o consumo de sua carne € uma
alternativa de preservacdo da espécie, pois gera aumento de seu estoque
populacional e também diminui a pressdo sobre sua caca e, consequentemente,
trafico, o que contribui para a conservacdo das areas marginais as florestas ou
reservas (Smythe, 1987; Beck-King et al., 1999; Laska et al., 2003; Sabatini & Costa,
2006; Lourenco et al., 2008; Ribeiro et al., 2015).

Em cativeiro, € comum pacas serem alimentadas com racao comercial de coelho
ao invés de frutas para a obtencdo de taxas de crescimento mais rapidas
(Matamoros & Pashov, 1982; Nogueira-Filho & Nogueira, 1999). Esse tipo de

alimentacdo se da pela falta de informacdes sobre as necessidades nutricionais da
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paca e porque ambas as espécies apresentam semelhangcas nas caracteristicas
anatdmicas e fisioldgicas (Carabafio & Piquer, 1998).

Nesse sentido, estudos tém sido desenvolvidos também com o objetivo de
conhecer a conduta e ecologia de pacas para melhorar suas condicbes em cativeiro
e assim facilitar o manejo dos animais (Fowler, 1986; Aquino et al., 2009; Ribeiro et
al., 2015). Na maioria dos casos um casal de individuos é colocado em recintos com
caracteristicas especificas que buscam reproduzir as condicbes em que 0S animais
vivem no ambiente silvestre (Matamoros & Pashov, 1984).

A conduta social da espécie deve ser considerada, pois em ambiente silvestre:
as pacas apresentam comportamentos peculiares como, por exemplo, a convivéncia
como casais permanentes, apesar de Collet (1981) e Moreira & Macdonald (1997)
relatarem que pacas vivam solitarias; uma fémea ndo receptiva pode ser
perigosamente agressiva com um macho que faca avancos indesejados (Moreira &
Macdonald, 1997). Quando em presenca de seus filhotes, a fémea néo tolera outras
pacas em seu territério. As pacas que, depois de nascidas, vivem por mais de 40
dias sem contato humano sdo aparentemente impossiveis de domesticar, pois 0s
animais silvestres crescem com um instinto agressivo e perigoso. Por motivos como
esses, € necessario muito cuidado ao manejar pacas que ndo estdo completamente
domesticadas. Sendo assim, as pacas que sdo manejadas apropriadamente durante
o periodo critico de aprendizagem, tornam-se mansas e faceis de lidar (Smythe &
Brown de La Guanti, 1995).

Nesse sentido, diferentes estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
analisar os periodos de nascimentos de pacas criadas em cativeiro. Pesquisas
desenvolvidas na Venezuela e na Costa Rica sugerem gue 0s hascimentos ocorram
entre os meses de marco a maio (Mondolfi, 1972; Matamoros & Pashov,1984). No
Panama, pacas criadas em cativeiro apresentam maior numero de nascimentos em
duas épocas do ano, entre 0s meses de marco e maio e posteriormente entre 0s
meses de agosto e setembro (Smythe & Brown de La Guanti, 1995). Na regido
sudeste do Brasil, verificou-se que 0s nascimentos em cativeiro foram mais
abundantes nos meses de julho e entre novembro e janeiro, respectivamente,
inverno e verao, porém ndo houve nascimentos nos meses de fevereiro, marco e

agosto (Nogueira, 1997).



Um exemplo de manejo de pacas em cativeiro € visto no Criatério de Animais
Caboclinho da Mata, como € mais conhecido o Programa de Pesquisa e Criacdo de
Animais Silvestres, da Universidade Federal do Acre e da Secretaria de
Agropecuaria do Governo do Estado do Acre. Neste criatorio, 0s recintos,
geralmente, de dimensdes até 12 m2 possibilitam a acomodacdo de um macho e trés
fémeas. Disp6em de uma area semicoberta com palha e contem uma piscina, um
comedouro, tocas e ninhos. As pacas séo alimentadas com alimentos naturais, sem
racado industrializada e a cada refeicdo € fornecida uma fonte de carboidrato,
proteina, vitamina e sais minerais. A limpeza das baias que possuem piso é feita
diariamente com retirada das fezes e lavagem do local, escovacdo das piscinas e
desinfeccdo com hipoclorito de sédio. As baias de chdo batido ndo sao lavadas
diariamente, porém as fezes sado retiradas. Nestas baias é feito o polvilhamento de
cal virgem no chéo a cada 15 dias. A cada semestre € realizado exame das fezes
com a administracdo de vermifugo (Oxfendazole ou Fenbendazole na dosagem de
0,6mL/Kg), caso seja detectada infeccbes por parasitos intestinais (Ribeiro &
Zamora, 2008).

Alguns problemas de saude que acometem pacas em cativeiro sdo mortalidade
infantil (pode estar associada ao estresse, infeccdo por endoparasitos e infeccbes
respiratérias), bernes, mordidas e feridas, problemas dentais e doencas como
aflatoxicoses, coccidiose, desidratacao/diarréia, mastite e pneumonia (Smythe &
Brown de La Guanti 1995).

1.1.7 A cacade Cuniculus paca para subsisténcia

Na regidao Neotropical, principalmente na Amazénia, a caca de animais silvestres
representa uma importante fonte proteica para as populacdes indigenas e rurais
(Redford, 1997; Cullen et al., 2000; Peres & Lake, 2003; Constantino et al., 2008;
Botelho, 2013). Além de ser a principal forma de manutencédo das popula¢bes que
habitam ambientes florestais isolados, a caga, praticada nas florestas tropicais de
todo o mundo, também representa fonte de recursos para o comércio dessas carnes
silvestres (Robinson & Bodmer, 1997; Bodmer & Pezo, 1999; Fonseca & Lourival,
2001).



Estudos demonstram que a maioria dos animais selecionados para caca é
aquela que apresenta porte médio ou que pesa mais de 1 Kg (Robinson et al.,
1999). Em confirmacdo com esses dados, estudos relatam que animais como cutias
(Dasyprocta punctata Gray, 1842), tatus (Dasypus novemcintus Linnaeus, 1758),
pacas, porcos-do-mato (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) e veados-mateiros (Mazama
americana Erxleben, 1777) sdo os animais mais cacados nessa regiao (Valsecchi et
al., 2014; Mayor et al., 2015). Porém, ungulados, grandes primatas, assim como
cracideos e quelbnios, que sdo encontrados em ambientes alagados, também séo
citados como principais espécies capturadas por cacadores amazonicos (Peres,
2000; Valsecchi & Amaral, 2009). Um estudo realizado no Acre revelou que pacas,
porcos-do-mato e veados-mateiros sao animais que correspondem a,
aproximadamente, 60% da biomassa abatida na Reserva Extrativista do Alto
Tarauaca e que cada pessoa tinha um consumo médio anual de 51,82 kg de carne
de caca (Botelho, 2013).

A paca é citada como a espécie preferida dos moradores que praticam a caca de
subsisténcia, principalmente por causa de sua carne, cotada como a mais apreciada
entre todas as de caca (Valsecchi & Amaral, 2009).

Ao que parece, 0 comportamento humano apresenta um impacto negativo
levando a um declinio sobre a populacao de pacas. Isso foi estudado em paisagens
fragmentadas (Espinosa et al., 2016) e tem sido sugerido como resultado da sua
caca, como subsisténcia (Valsecchi et al., 2014) ou para atender a demanda por
carnes exoticas em populagdes urbanas (Silva-Neto et al., 2016). A frequente caca
de pacas ocorre em areas rurais na regido amazonica colombiana (D’Alessandro et
al., 1981), brasileira (D’Alessandro & Rausch, 2008), venezuelana (Noya-Alarcon et
al., 2011), peruana (Mayor et al., 2015) e no México (Santos-Fita et al., 2012).

A paca tem sido estudada nos contextos da helmintofauna (Vizcaychipi et al.,
2013; Baguedano Santana, 2014; Ribeiro et al., 2015); aspecto morfolégico (Isola et
al., 2013; Mayor et al., 2013); nutricional (Nogueira-Filho et al., 2016, Zucaratto et al.,
2010); ecolégico (Aquino et al.,, 2009; Gudinho et al.,, 2011); da caca para
subsisténcia (Peres, 2000; Valsecchi et al., 2014); histopatoldgico (Almeida et al.,
2013; Mayor et al., 2015), porém, muitos estudos estédo relacionados a animais de
cativeiro e nédo de vida livre, pela dificuldade na obtencdo das amostras e falta de

infraestrutura na area estudada (Goncalves et al., 2006).
9



Estudos realizados na regido amazobnica revelaram que cacadores possuem
abordagens especificas no momento da caca, que ocorre, preferencialmente, no
periodo noturno, proximo a rios e lagos ou até sob uma canoa. Nesses locais,
cacadores ficam a espera de sua presa. A estratégia mais utilizada envolve o
método da focagem, onde o cacador utiliza uma lanterna para ofuscar ou confundir o
animal por um momento para que possa realizar o abate, utilizando, principalmente,
uma espingarda. Quando a caca ocorre durante o dia, frequentemente, cées
farejadores sao utilizados para auxiliar na identificacdo das tocas, onde as pacas se
encontram. Nesse caso, os cacadores fazem uma busca ativa no local utilizando seu
céo para localizar a presa, em vez de esperar seu aparecimento (Valsecchi, 2005;
Valsecchi et al., 2014.).

1.1.8 Caracteristicas anatémicas do figado de Cuniculus paca

O figado da paca localiza-se na porcao cranial do abdome, abaixo do diafragma
e anterior ao estdbmago. Além da relagcdo com o diafragma e o estdmago, o figado
também mantém contato com o duodeno. Anatomicamente, o figado apresenta lobo
lateral direito (LLD), lobo medial direito (LMD), lobo quadrado (LQ), lobo medial
esquerdo (LME) e lobo lateral esquerdo (LLE), além do lobo caudado formado pelo
processo papilar do lobo caudado (PPLC) e pelo processo caudado do lobo caudado
(PCLC). A vesicula biliar encontra-se entre os lobos quadrado e medial direito
(Figuras 3 e 4) (Carvalho et al., 2012).
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Figura 3 - Imagem fotografica da face visceral do figado da paca (Cuniculus paca).
(LLD) lobo lateral direito; (LMD) lobo medial direito; (LQ) lobo quadrado; (LLE) lobo
lateral esquerdo; (PPLC) processo papilar do lobo caudado; (PCLC) processo
caudado do lobo caudado; (D) parte do diafragma; (V) vesicula biliar. Fonte:

Carvalho et al. (2012).

Figura 4 — Imagem fotografica da face parietal do figado da paca (Cuniculus paca).
(LLD) lobo lateral direito; (LMD) lobo medial direito; (LQ) lobo quadrado; (LLE) lobo
lateral esquerdo; (LME) lobo medial esquerdo; (PCLC) processo caudado do lobo
caudado; (D) parte do diafragma; (V) vesicula biliar; (LT) além do ligamento
triangular; (LF) ligamento falciforme; (LR) parte do ligamento redondo. Fonte:

Carvalho et al. (2012).
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1.1.9 Caracteristicas histoldgicas do figado de Cuniculus paca

O figado da paca apresenta-se revestido por células mesoteliais (epitélio simples
pavimentoso), sobrepostas a um escasso tecido conjuntivo que constitui a capsula
do oOrgdo (capsula de Glisson). E formado por corddes de hepatécitos que se
intercalam com sinusodides. Os sinusdides abrem-se liviemente na veia central
localizada no centro do I6bulo hepatico, apresentam células de Kupffer e no espaco
porta sdo encontrados ramos da artéria hepatica e da veia porta, além do ducto biliar
(Carvalho et al., 2012) (Figura 5).

Figura 5 - Fotomicrografias de figado de paca (Cuniculus paca). (A) Capsula do
orgao constituida de células mesoteliais (*) apoiadas em escasso tecido conjuntivo
e ceélulas de Kupffer (—». Coloracdo Tricrobmico de Masson; (B) Corddes de
hepatécitos organizados () confluindo para as veias centrolobulares (vc).
Coloracdo Hematoxilina-floxina; (C) Espaco porta na qual se encontra a ramo da
veia porta (p) e da artéria hepética (h), além de ductulo bilifero (b). Coloragéo
Hematoxilina-floxina; (D) Epitélio colunar simples (=) do ddctulo bilifero (b).
Coloracdo Hematoxilina-floxina.
12



1.2 Helmintofauna de Cuniculus paca

Além da paca, animais silvestres, como um todo, apresentam uma diversidade

na helmintofauna, o que pode representar risco para a saude humana (Jenkins et al.,

2005). A tabela 2 demonstra os helmintos ja relatados em pacas (Tabela 2).

Tabela 2 - Helmintos descritos em Cuniculus paca

HELMINTOS

LOCALIZACAO PAIS

REFERENCIAS

FILO PLATYHELMINTHES
CLASSE CESTODA

Familia Anoplocephalidae
Cleberia oligorchis

Familia Taeniidae

Echinococcus oligarthrus
Echinococcus vogeli

Taenia sp.

Familia Davaineidae

Raillietina demerariensis

Raillietina (R.) trinitatae
Tabela 2: continuagéo.

Familia Hymenolepidae

Hymenolepis diminuta

CLASSE TREMATODA

Familia Cladorchidae

Stichorchis giganteus

Intestino delgado Peru

Intestino delgado  Brasil (PA)

Baco Colémbia
Figado, pulméao Peru
* Costa Rica

Intestino delgado  Venezuela

Intestino delgado  Brasil (AM)

* Brasil (AC)

Intestino delgado, Peru
Intestino grosso
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Rego (1967)

D’Alessandro et al. (1981)

Mayor et al. (2015)

Matamoros et al. (1991)

Sato et al. (1988)

Gongalves et al. (2006)

Ribeiro et al. (2015)

Baquedano Santana (2014)



Tabela 2: continuacéo.

HELMINTOS LOCALIZAGAO  PAIS REFERENCIAS
FILO NEMATODA
CLASSE SECERNENTEA
Ordem Ascaridida
Superfamilia Ascaroidea * Costa Rica Matamoros et al. (1991)
Familia Ascarididae
Ascaridia sp. * Peru Baquedano Santana (2014)
Familia Aspidoderidae
Paraspidodera uncinata * Brasil (RJ) Travassos (1914)
Ordem Rhabditida
Familia Haemonchidae
Boehmiella wilsoni Estbmago Peru Baquedano Santana (2014)
Familia Strongylididae
Strongyloides sp. * Costa Rica Matamoros et al. (1991)
Ordem Strongylida * México Ramirez et al. (2001)
Superfamilia Strongyloidea * Costa Rica Matamoros et al. (1991)
Familia Ancylostomatidae
Ancylostoma sp. * Peru Reétegui et al. (2001)
Familia Heligmonellidae
Durettestrongylus ojastii Intestino delgado  Brasil (AM) Gongalves (2003)
Freitastrongylus angelae  Intestino delgado Peru Baquedano Santana (2014)
Hehgm_ostror_]gylus Intestino delgado  Brasil (AM) Gongalves (2003)
sedecimradiatus
Familia Heligmosomidae
Longistriata brevispicula Intestino delgado  Brasil (MG) Macedo et al. (2005)
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Tabela 2: continuacéo.

HELMINTOS LOCALIZAGAO  PAIS REFERENCIAS
Familia Strongylidae
Eucyathostomum Intestlno delgado, Peru Baquedano Santana (2014)
copulatum Intestino grosso
Familia Viannaiidae
Avellaria avellari Intestino delgado  Brasil (RJ) Freitas & Lent (1934)
Oswaldonema cruzi Intestino delgado  Brasil (AM) Gongalves (2003)
Oswaldonema skrjabini Intestino delgado  Brasil (AM) Gongalves (2003)
Vianella sp. Intestino delgado  Brasil (AM) Gongalves (2003)
Ordem Spirurida
Familia Physalopteridae
Physaloptera sp. Intestino delgado  Brasil (AM) Gongalves (2003)
Familia Spirocercidae
Physpcephglus Estdbmago Brasil (AM) Gongalves et al. (2006)
mediospiralis
CLASSE ADENOPHORA
Ordem Enoplida
Familia Trichuridae
Calodium hepaticum Figado Brasil (AC) Almeida et al. (2013)
Capillaria sp. * Costa Rica Matamoros et al. (1991)
Trichuris gracilis Intestino grosso Peru Baquedano Santana (2014)

Legenda: (*) Fezes de pacas coletadas em cativeiro; (PA) Para; (AM) Amazonas; (AC)
Acre; (RJ) Rio de Janeiro; (MG) Minas Gerais.
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1.2.1 Helmintos encontrados no figado de Cuniculus paca

1.2.1.1 Echinococcus vogeli

O cestoda E. vogeli é exclusivo da regido neotropical e no Brasil tem circulagéo
relacionada a regido amazonica. A maioria dos estudos evidencia o encontro da
forma metacestodide (forma larval) em paca e no homem, hospedeiros intermediarios,
natural e acidental, do parasito, respectivamente (D’Alessandro et al., 1981;
D’Alessandro & Rausch, 2008; Noya-Alarcén et al., 2011; Vizcaychipi et al., 2013;
Mayor et al., 2015; Stijnis et al., 2015; Almeida et al., 2015; Debourgogne et al.,
2015).

Na paca, E. vogeli se desenvolve no figado como numerosos cistos com
diferentes dimensGes e aspecto semelhante a bolhas, caracterizando a
equinococose policistica (Almeida et al., 2013). O verme adulto é encontrado no
intestino delgado do cachorro-vinagre (Speothos venaticus) e do cdo doméstico,
sendo estes o0s hospedeiros definitivos.

A forma adulta de E. vogeli (Figura 6) pode chegar a 12 mm, desenvolvendo até
6 proglotes. O helminto possui o maior estrébilo quando comparado com outras
espécies do género Echinococcus, chegando a medir de 3,9 a 5,6 mm. As
proglétides gravidas sdo longas e cilindricas, representando metade do tamanho do
estrobilo e podendo reter cerca de 90 ovos no Utero (Rausch et al., 1981; Rausch,
1995; Rausch, 1997; D’Alessandro & Rausch, 2008).

Na regido Norte do Brasil, a equinococose policistica é considerada endémica,
além de ser a principal doenca descrita em pacas (hospedeiros intermediarios).
Estas se infectam ao ingerirem alimentos contaminados por ovos (Figura 7) de E.
vogeli eliminados juntamente com fezes de canideos silvestres (hospedeiros
definitivos), seus predadores naturais. As camadas externas dos ovos sédo digeridas
no duodeno dos hospedeiros intermediarios, local onde séo liberados os embrides
ou oncosferas. Estas atravessam a parede intestinal, ganham a circulacao porta e
finalmente alojam-se no figado (Moraes & Arnaud, 1997; D’Alessandro & Rausch,
2008). Eventualmente, conseguem atingir a circulacao sistémica alcancando outros
orgaos, frequentemente os pulmdes (Almeida et al., 1997). O figado da paca uma

vez infectado acaba, juntamente com o restante de suas visceras, por servir de fonte
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de infeccao para cdes domésticos, quando cagadores os ofertam como alimento. Os
cdes, por sua vez, sd0 O0S responsaveis pela contaminacdo do ambiente
peridomicliar ao eliminarem ovos do helminto em suas fezes, criando condicfes para

a infeccdo humana (D’Alessandro & Rausch, 2008).
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Figura 6 — Representacdo esquematica do verme adulto de Echinococcus vogeli.

Fonte: Servigo de Referéncia Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ).

Embriéforo

Embrido hexacanto com 3 pares de aculeos

Figura 7 — Representacdo esquematica do ovo de Echinococcus sp. Fonte:
llustracdo de Bruno Eschenazi do Servico de Producgao e Tratamento de Imagem —
IOC/Fiocruz-RJ.
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O ciclo bioldgico de E. vogeli (Figura 8) foi primeiramente relatado por Cabrera et
al. (1960). Esses autores observaram que o cachorro-vinagre cacava em bandos
sua presa preferida, a paca, perseguindo-a na terra e na agua. Embora o cachorro-
vinagre e a paca possuam tamanhos semelhantes, um unico cachorro pode, as
vezes, ser capaz de superar esses roedores. Hoje, este predador é o Unico
hospedeiro definitivo natural conhecido de E. vogeli. (D’Alessandro & Rausch, 2008;

do Carmo Pereira Soares et al., 2014).

CACHORRO-VINAGRE

Figura 8 — Representacdo esquematica do ciclo biolégico do Echinococcus vogeli.
(a) ovo; (b) ovo ingerido pela paca, hospedeiro intermediario; (c) metacestéide; (d)
ingestdo de metacestoide pelo cachorro vinagre, hospedeiro intermediario; (e)
escélice desenvaginado; (f) verme adulto; (g) ingestdo de ovo pelo homem,
hospedeiro acidental; (h) metacestoides. Fonte: llustracdo de Bruno Eschenazi do

Servigo de Producédo e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.
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Os cistos hidaticos (estagio metacestoide) (Figura 9) de E. vogeli séo
caracterizados como vesiculas esféricas continuas ou esporadicamente isoladas, de
aspecto esbranquicado e, por vezes translicido, com cada uma sendo capaz de
albergar de 10 a 500 protoescoélices do helminto. Situam-se no parénquima, sendo
que a maioria fica perto da superficie, contrastando com a coloracdo escura do
figado, quando estabelecidos neste 6rgdo nos hospedeiros intermediarios, incluindo
o homem (D’Alessandro et al., 1981; D’Alessandro & Rausch, 2008; Almeida, 2012).

=—P» Membrana adventicia

—p Membrana anista
Membrana germinativa

Areia hidatica
Vesicula proligera
Protoescolice

Figura 9 — Representacdo esquematica do metacestbide de Echinococcus sp. Fonte:

Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose (SRNH-IOC/Fiocruz-RJ).

Os protoescolices, presentes no interior do cisto hidatico, medem entre 150 e
203 um, e apresentam seus 6rgdos (ventosas e ganchos rostelares) invaginados,
que, no futuro, apds a desinvaginacao, constituirdo a extremidade anterior do verme
adulto no intestino do céo (Bourée, 2001; D’Alessandro & Rausch, 2008). No
protoescélice ha dois tipos de ganchos: os da fileira superior, que sdo maiores
(grandes ganchos) e possuem uma guarda arredondada e robusta; e os da fileira
inferior, que s&o menores (pequenos ganchos) e possuem uma guarda achatada
(Hobbs et al., 1990; Antonious & Tselentis, 1993). As diferencas encontradas na
morfologia dos ganchos correspondem as diferentes funcdes que exercem. Os
grandes ganchos possuem movimentos mais livres responsaveis pela locomocéo,

enquanto os pequenos ganchos sdo responsaveis pela fixacdo do helminto
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(Antonious & Tselentis, 1993). Os ganchos variam em numero, tamanho e forma e
normalmente sado encontrados livres no interior dos cistos, sendo formados por um
cabo, guarda e lamina, além de uma polpa central amorfa (Almeida et al., 2007).

A identificacdo parasitologica do Echinococcus spp. € realizada através das
medidas dos ganchos rostelates (Tappe et al., 2008) que possuem comprimento de
33 a 41 um. Outro aspecto de importancia refere-se a forma do gancho, pois E.
vogeli tem a lamina curva e mais longa que o cabo (2/3 do total) (Rausch et al.,
1978; Moraes & Arnaud, 1997). Esse aspecto refere-se a plasticidade fenotipica
entre isolados de Echinococcus sp., que ocorre quando determinado genaétipo tem a
capacidade de produzir diferentes fendtipos, em resposta, por exemplo, a
modificacdes no ambiente (Watson & Pike, 1993; Neves et al., 2003).

1.2.1.2 Calodium hepaticum

Calodium hepaticum (syn. Capillaria hepatica), agente etiolégico da capilariose
hepatica, foi descrito pela primeira vez em 1850 no figado de rato (Cross, 1998).
Esse helminto é um nematddeo recorrente em figados de roedores silvestres como
Cuniculus paca, Aestuans Sciuris, Cavia spp., Rattus norvegicus, Mus musculus,
Rattus rattus, Sciurus aestuans, Apodemus sylvaticus e Cricetomys gambianus (Ilha
& Barros, 2000; Almeida et al., 2013; Davoust et al., 2014; Fuehrer, 2014a; Millan et
al., 2014; Rothenburger et al., 2014).

Os helmintos adultos de C. hepaticum séo finos e longos com estreitamento da
parte anterior do corpo e a parte posterior sendo gradualmente mais espessa.
Apresenta dimorfismo sexual onde as fémeas medem entre 27 e 100 mm e machos
entre 15 e 50 mm. Possuem um longo es6fago que ocupa metade do corpo nas
fémeas e um tergo do corpo nos machos (Hamir & Rupprecht, 2000).

Os ovos do parasito (Figura 10) assemelham-se aos ovos de Trichuris sp. em
formato de barril com opérculos bipolares, porém, diferem-se no tamanho pois
variam entre 40 e 67 mm de comprimento e 27 e 35 mm de largura (Fuehrer,
2014b). A casca dos ovos consiste de quatro camadas, sendo uma mais externa
muito fina que recobre o ovo inteiro, apresentando inldmeros pequenos poros; uma

segunda muito espessa, nao cobrindo apenas os dois opérculos; a terceira em tom
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acastanhado, formando os opérculos nos polos; e a quarta, transparente que cobre

a parte germinativa do ovo (Pereira, 2009).

Figura 10 — Ovos de Calodium hepaticum depositados no parénquima hepético de
Cuniculus paca. Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose (SRNH-
IOC/Fiocruz-RJ).

C. hepaticum tém distribuicdo mundial com baixa especificidade de hospedeiro
apresentando elevada afinidade pelo figado de muitas espécies de mamiferos,
especialmente roedores das subfamilias Murinae e Arvicolinae. Além disso, o
helminto foi documentado em pelo menos 69 espécies de 25 familias de mamiferos
nao roedores incluindo Insectivora, Chiroptera, Lagomorpha, Artiodactyla,
Perissodactilos, Hyracoidea, Marsupialia, Carnivoro, e Primatas, considerando,
raramente, 0 homem (Choe et al., 1993; Kohatsu et al., 1995; Fuehrer, 2014 a, b).

Os ovos embrionados de C. hepaticum ao passarem pelo ceco do hospedeiro,
eclodem, liberando as larvas, que migram para o figado onde permanecem até a
fase adulta. No parénquima hepatico, as fémeas adultas depositam seus ovos nao
embrionados que permanecem encapsulados. Apos a deposicdo dos ovos no
figado, os vermes adultos morrem e sdo desintegrados pelo sistema imune do

hospedeiro, enquanto 0s ovos imaturos conservam-se no tecido hepatico. Os ovos
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embrionados sdo posteriormente dispersos no ambiente apds morte do hospedeiro,
desintegracéo da carcaca ou através da predacéo/canibalismo quando um predador
ingerir o figado infectado e eliminar os ovos nas fezes. Uma vez no ambiente, em
condicbes adequadas (temperatura e umidade) os ovos se tornam infectantes para
outros hospedeiros e nesse estagio, 0 homem também podem se infectar ingerindo
ovos do helminto presentes na agua, solo ou planta¢cdes contaminadas (Galvao,
1981; Fuehrer et al., 2011) (Figura 11).

Figura 11 - Representacdo esquematica do ciclo biolégico do Calodium hepaticum.
(1) ovos e vermes adultos no figado; (2) ovos ndo embrionados no ambiente apds
morte e decomposicdo do hospedeiro; (3) hospedeiro morre por canibalismo ou
predacao; (4) ovos embrionados liberados nas fezes ap0s canibalismo ou predacéo;
(5) ovos embrionados no ambiente; (6) ovos embrionados ingeridos pelo hospedeiro
definitivo; (7) ovos embrionados ingeridos pelo homem. Fonte: llustracdo de Ricardo

Schmidt do Servigo de Producgao e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.
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Com relacdo a capilariose hepética, considera-se que a ingestdo de poucos ovos
embrionados de C. hepaticum nado altere funcionalmente o figado e, portanto, a
infeccdo tende a transcorrer de forma subclinica ou como uma sindrome
inespecifica. A fisiopatologia se desenvolve a partir da invasao de helmintos adultos
e ovos no figado, sendo estes Ultimos os responsaveis pelo surgimento dos
granulomas hepéticos. A doenca se torna grave, com risco de morte, quando ha
presenca macica de formas evolutivas do helminto no figado (Hernandez et al.,
2001).

1.2.2 Analise molecular na identificacdo de helmintos encontrados em figado

de Cuniculus paca

A identificacdo especifica do agente etiolégico de uma parasitose é importante
em estudos epidemiolégicos, para diferenciacdo entre parasitos de animais e
humanos, além de ser fundamental nas estratégias de controle (Falavigna et al.
2005; Yong et al. 2007). O DNA parasitario utilizado nas analises moleculares é
geralmente extraido de vermes adultos, larvas ou de formas evolutivas presentes em
fezes, que, quando provenientes de animais silvestres, a obtencdo desse material
pode ser muito dificil ou demorada (Bundy et al.1985). Nesse contexto, a
diferenciacéo e deteccdo de parasitos e o diagnostico de infec¢des parasitarias tem
sido realizados por varios meios, que vao desde técnicas morfologicas e bioldgicas,
a ensaios moleculares. Esses ultimos, em muitos casos, melhoraram a sensibilidade
e especificidade do processo de deteccdo e reduziram a possivel subjetividade
inerente a interpretacdo dos dados morfolégicos e bioldgicos. O uso da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir do desenvovimento de primers
espécie-especificos, teve importante impacto na interpretacdo do estabelecimento e
desenvolvimento de helmintoses e este avango € devido a integridade do DNA do
parasito, que se mostra essencialmente invariavel ao longo de seus varios estagios
do ciclo de vida e nao sofrem, em curto prazo, alteracdes por fatores de estresse
ambiental, que poderiam alterar sua composicdo genética. Sendo assim, a

importancia desta analise estd relacionada também a analise do DNA
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independentemente do estagio de desenvolvimento do parasito (Zarlenga & Higgins,
2001).

Estudos envolvendo a aplicacdo de técnicas moleculares na identificacdo de
helmintos de paca sdo escassos na literatura, sobretudo relacionados com parasitos
isolados do figado desse roedor. A recente utlizagdo dessas metodologias vem
permitindo que novos conhecimentos sejam adquiridos, porém, ndo se observam na
literatura estudos que utilizaram a biologia molecular para deteccéo e identificacao
de C. hepaticum oriundos de figados de pacas. Com relacdo ao género
Echinococcus, por mais que estudos moleculares estejam ganhando importancia na
taxonomia, ecologia da transmissao de espécies com ciclo silvestre, diagndstico e
controle (McManus & Bowles, 1996; Grosso et al., 2012; McManus, 2013; Zhang et
al., 2014; Al-Jawabreh et al., 2015; Liu et al., 2015; Romig et al., 2015), estes ainda
nao foram utilizados com o objetivo de deteccdo de helmintos como E. vogeli em
hospedeiros intermediarios, incluindo C. paca. Santos et al. (2012) até utilizaram
metodologias moleculares envolvendo metacestéides de E. vogeli e Echinococcus
oligarthrus isolados de pacas, cutias, tatus e humanos da regido Amazodnica do
Brasil, porém objetivaram a verificagdo de variabilidade genética entre eles. Os
dados moleculares fornecidos pelo estudo vieram a corroborar com as informacdes
obtidas por meio de analises parasitologicas utilizadas previamente na identificacdo
dos préprios isolados utilizados.

Por sua vez, o diagnéstico de C. hepaticum € limitado a biépsias hepéticas e
necropsias e assim a verdadeira prevaléncia deste helminto em roedores e outros
mamiferos permanece obscura. Em infec¢cbes espurias, cuidados devem ser
tomados para ndo haver confusées com outros helmintos da familia Trichuridae e
Capillaridae, pois a morfologia dos ovos dos helmintos dessas familias sé&o
semelhantes (Bork-Mimm & Rinder, 2011, Di Cesare et al., 2011, Stuart et al., 2013;
Traversa et al., 2011). Por esse motivo, se faz necessaria a utilizacdo de

ferramentas moleculares para adequada classificacdo das espécies.
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1.3 Justificativa

Sabe-se que a paca € hospedeira de uma diversidade de parasitos, como 0s
helmintos Echinococcus vogeli e Calodium hepaticum. Com relacdo ao papel desse
animal para a equinococose policistica humana, doenca grave para o homem,
estudos prévios em areas endémicas da doenca, assinalaram a infeccdo do
metacestoide de E. vogeli em pacas da regido amazonica colombiana, brasileira,
venezulana, do norte da Argentina e peruana.

No Brasil, devido & grande importancia alimentar da paca na regido Amazonica,
sendo um dos principais animais abatidos para a subsisténcia de humanos e de
animais domésticos, e pela possibilidade de o roedor albergar formas evolutivas de
diferentes helmintos, o estudo do figado de paca podera: evidenciar a presenca de
helmintos com potencial zoondético, alertando para a dindmica bioldgica dos
parasitos e, consequentemente, para 0 risco de infeccbes humanas; propiciar
analises histopatologicas; e possibilitar estudos morfolégicos, morfométricos e de
caracterizacdo molecular dos parasitos que se estabelecam nesse 6rgao.

Sob o ponto de vista da possibilidade de infeccbes helminticas em Cuniculus
paca, este trabalho busca a realizacdo de andlises histopatologicas hepéticas em
pacas provenientes de ambientes silvestres do estado do Acre, cujas localidades
das expedicdes foram baseadas nos relatos de casos humanos de equinococose
policistica previamente registrados nas regifes de estudo; e pela primeira vez, em
paca oriunda do estado do Mato Grosso do Sul, regido relacionada ao bioma
Cerrado. Adicionalmente, a utilizacdo de metodologias parasitolégicas e/ou
moleculares (complementares ao estudo histopatologico) torna-se necesséaria na
identificacdo dos helmintos associados com lesfes teciduais, uma vez que as
infecgbes hepaticas podem diferir de acordo com as espécies envolvidas nas
doencas, bem como, nas fases de desenvolvimento das doencas e suas
manifestacdes clinicas, o que dificultaria a determinagdo da espécie envolvida na

infeccéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Descrever as alteracdes histopatolégicas hepaticas em pacas (Cuniculus paca)
oriundas dos municipios de Bujari, Sena Madureira e Xapuri, no estado do Acre e do
municipio de Corguinho, no estado do Mato Grosso do Sul e identificar os helmintos

encontrados por meio de analises parasitologicas e/ou moleculares.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar os helmintos encontrados por analises parasitologicas, descrevendo a

sua morfologia e morfometria;

- Descrever as lesdes histopatologicas ocasionadas pelas formas evolutivas dos
helmintos presentes nos tecidos hepéticos;

- Descrever as lesfes histopatolégicas encontradas nos tecidos hepaticos que néo

apresentaram formas evolutivas que identifiguem o agente causador;

- Reproduzir protocolo de PCR para um fragmento do gene mitocondrial da
subunidade 1 do citocromo c oxidase (cox 1) em material genético extraido de

metacestoides de Echinococcus sp. presentes nas amostras;
- Realizar o sequenciamento automatico dos amplicons obtidos para a confirmacéo

das espécies na comparacdo com sequéncias de Echinococcus sp. depositadas na
base de dados do NCBI (GeneBank).
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

Esse trabalho foi realizado apds aprovacdo do Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) do Ministério do Meio Ambiente (MMA)
de acordo com a Instrugdo Normativa Ibama 154/07, sob a numeragédo 13373-1 da
licenca permanente (Anexo A) emitida em 19/11/2007 para a coleta e transporte de

material zooldgico dos taxon(s) Rodentia e Didelphimorphia.

3.2 Areas de estudo

As amostras de figado de pacas provenientes do estado do Acre (AC) (n=34)
foram coletadas por meio de expedicdes realizadas em areas florestais dos
municipios de Bujari (n=9), Sena Madureira (n=10) e Xapuri (n=15) entre 0os anos de
2011 e 2015 (Tabela 3). Adicionalmente, também foi analisada uma amostra de
figado de paca proveniente do municipio de Corguinho do estado do Mato Grosso
do Sul (MS) enviada em novembro de 2015 para o Servico de Referéncia Nacional
em Hidatidose do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz (SRNH-IOC/Fiocruz). Os
municipios de estudo estao representados nos mapas das figuras 12 e 13.

Tabela 3 - Localidade, coordenadas geograficas e ano das coletas nos estados do

Acre e Mato Grosso do Sul, Brasil.

Localidade Coordenadas geograficas Ano de coleta
Bujari-AC -67°57°08”W / -9°49'50”S 2011
Sena Madureira-AC -68°39'28"W / -09°04°02"S 2012
Sena Madureira-AC -68°39'28"W / -09°04°02"S 2013
Bujari-AC -67°57°08”W / -9°49'50”S 2014
Xapuri-AC -68°3016”W / -10°39°'06”S 2015
Corguinho-MS -54°49'45”W [ -19°49°57”S 2015
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Figura 12 — Mapa do estado do Acre evidenciando os municipios de estudo. Fonte:

llustragdo de Heloisa Diniz do Servigco de Produgéo e Tratamento de Imagem -

IOC/Fiocruz-RJ.

Figura 13 - Mapa do estado do Mato Grosso do Sul evidenciando o municipio de

estudo. Fonte: llustracdo de Heloisa Diniz do Servico de Producao e Tratamento de

Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.
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De acordo com dados do Portal do Governo do Acre, o estado do Acre foi
incorporado ao Brasil em 1903 e possui 88% de cobertura florestal. Ele € 0 15° em
extensao territorial, com uma superficie de 164.221,36 km?, correspondente a 4,26%
da Regido Norte e a 1,92% do territério nacional. O Estado esta situado num
planalto com altitude média de 200 metros, localizado no sudoeste da Regido Norte,
entre as latitudes de -7°06'56"N e longitude de -73°48'05"N, latitude de -11°08’41"S
e longitude -68°42'59"S. Os limites do Estado s&o formados por fronteiras
internacionais com Peru e Bolivia e por divisas estaduais com os estados do
Amazonas e Rondonia. As cidades mais populosas sédo: Rio Branco, Cruzeiro do
Sul, Feij6, Tarauaca e Sena Madureira (Portal do Governo do Acre. O Estado, 2016).

O municipio de Bujari situa-se as margens da BR 364, rodovia de 4.324,6 km
que liga o Acre a Sao Paulo, e sua origem esta relacionada ao comeércio e ao
extrativismo vegetal. A urbanizacdo ocorreu paralelamente a constru¢do do trecho
da BR 364 entre Rio Branco e Sena Madureira. A sede municipal de Bujari fica a 21
km da capital Rio Branco. Sua area é cortada por dois rios: o Antimari e o Andira,
gue sao de suma importancia para a vida da populacdo que vive nas suas margens.
Bujari possui hoje a décima nona (192) populacédo do Estado e ocupa o décimo sexto
(16°) lugar em tamanho de &rea. A economia local baseia-se no comércio, no
extrativismo vegetal, na pecuaria e na agricultura de subsisténcia, com destaque
para a piscicultura e a producao de hortalicas. Apresentando 6.543 habitantes, o
municipio abrange uma area de 3.037 kmz2. Bujari limita-se ao norte, com o estado
do Amazonas; ao sul, com o municipio de Rio Branco; a leste, com o municipio de
Porto Acre e a oeste, com o municipio de Sena Madureira (Portal do Governo do
Acre. Bujari, 2016).

Sena Madureira, atualmente, € o terceiro municipio mais populoso do estado do
Acre e 0 segundo em extensao territorial. Ele representa o polo econémico da
regional Alto Purus e possui uma conexao muito intensa com Rio Branco, situada a
uma distancia de 136 km. Apresentando 34.230 habitantes, o municipio abrange
uma éarea de 23.732 km2. Sena Madureira limita-se ao norte com o estado do
Amazonas; ao sul, com o municipio de Assis Brasil; a leste, com os municipios de
Bujari, Rio Branco, Xapuri e Brasiléia; a oeste com o municipio de Manoel Urbano e
a sudoeste, com a Republica do Peru (Cenamo et al., 2011). Uma parte da Floresta
Estadual do Antimary (FEA) estd localizada no municipio de Sena Madureira,

abrigando cerca de 80 familias nesta regido. A FEA foi criada em 1988, para
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promocao da conservacao e do uso sustentavel dos recursos florestais, como parte
de uma politica de uso do solo que pudesse ser utilizada como modelo para outras
regides da Amazbnia. Com exceg¢do das primeiras atividades de exploracéo
realizadas em 2003 e 2004, a FEA né&o sofreu nenhuma forma de exploracéao
madeireira, seja sobre planos de manejo ou de forma convencional. Entretanto, ha
muitos anos que a populagdo local vem utlizando recursos florestais néo
madeireiros como forma de subsisténcia (Aquino et al., 2011).

Xapuri localiza-se ao sul do estado do Acre a 106 km da capital Rio Branco.
Fundada oficialmente em marco de 1904 teve seu surgimento diretamente
relacionado a expansdo do extrativismo da borracha no final do século XIX, que
resultou na fundagéo dos seringais amazo6nicos. O municipio ocupa o nono (9°) lugar
em populacdo no Estado e a décima segunda posicdo em area. E o municipio mais
visitado do estado por conta, principalmente, dos monumentos historicos da época
da Revolucdo Acreana e da casa onde residia Chico Mendes. Xapuri limita-se ao
norte com Rio Branco; ao sul, com o municipio de Epitaciolandia; a leste, com o
municipio de Capixaba; a oeste, com 0 municipio de Sena Madureira e a sudoeste,
com o municipio de Brasiléia. Apresentando 14.314 habitantes, 0 municipio abrange
uma area de 5.347 km? (Portal do Governo do Acre. Xapuri, 2016).

O Estado do Mato Grosso do Sul possui, aproximadamente, 2,62 milhdes de
habitantes. E constituido por uma é&rea territorial que atinge uma extensédo de
357.145,4 km2 que se estende até as fronteiras internacionais com as Republicas do
Paraguai e da Bolivia na sua parte sul e sudoeste do Estado, onde é banhado pela
bacia do Rio Paraguai. Na fronteira leste e norte/nordeste é banhado pela bacia do
Rio Parana e seus afluentes, fazendo divisa com cinco estados brasileiros: Parana,
Séo Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso (Governo do Estado de Mato Grosso
do Sul, 2015; IBGE, 2016).

O municipio de Corguinho esta situado na regido norte de Mato Grosso do Sul.
A area do municipio compreende 2.632,2 km? e populacéo de 3.689 habitantes. Com
pouca pratica de caca, a economia de subsisténcia baseia-se no cultivo de arroz,
milho, feijiio, mandioca e a pecuéria, destacando-se a bovinocultura. E grande a
devastacdo de suas reservas, que foram substituidas por pastagens artificiais. O
municipio compreende o distrito de Baiandpolis, o patriménio de Taboco, o povoado
de Fala Verdade e pequenos aglomerados, dentre estes o de Boa Sorte (IBGE,

2016).
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A figura 14 demonstra imagens representativas de aeras florestais do municipio
de Corguinho-MS. As figuras 15 e 16 apresentam imagens das areas das
expedicdes realizadas ao Acre bem como a manipulacao de paca abatida e ossadas

de outros animais silvestres do municipio de Xapuri-AC.

Figura 14 - Imagens representativas de areas florestais do municipio de Corguinho-
MS. Fonte: Servi¢co de Referéncia Nacional em Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.
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Figura 15 - Imagens representativas dos municipios de estudo do estado do Acre.
(A) (B) Bujari — AC; (C) (D) Sena Madureira — AC; (E) (F) Xapuri — AC. Fonte:
Servigo de Referéncia Nacional em Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.
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Figura 16 - Imagens representativas de pacas e outros animais silvestres abatidos

no municipio de Xapuri — AC. (A) retirada das visceras de paca pela proprietaria
rural; (B) ossos de animais abatidos. Fonte: Servico de Referéncia Nacional em
Hidatidose — I0OC/Fiocruz — RJ.

3.3 Obtencdo das amostras de figado de pacas

Apods explicar o objetivo e a importancia do trabalho para os agroextrativistas de
cada moradia visitada, foi solicitado que, quando ocorresse o abate das pacas para
consumo préprio da sua carne, o figado ndo fosse descartado como de costume.
Apés informacdo sobre a existéncia de figados de pacas disponiveis, houve
deslocamento de nossa equipe até o local para o recolhimento do material.

Como os abates aconteciam no periodo da noite ou madrugada, essas coletas

foram realizadas tdo logo o contato dos cacadores.

33



3.4 Anélise macroscopica dos figados obtidos

Primeiramente, os figados foram lavados com solucao fisiologica (0,9%) e em
seguida, foram analisados macroscopicamente a fim de identificar areas
aparentemente modificadas ou diferentes, seja em termos de coloracdo ou pela
presenca de cistos ou massas consistentes ou ndo. Os drgados foram fotografados
em diferentes angulos, sobretudo as &reas com lesGes. Foram realizadas medicdes
do comprimento e largura de cada figado e suas leses, quando presentes.

Para facilitar o estudo, todos os que ndo apresentaram lesées macroscopicas
foram classificados como “figados sem alteracbes” (Figura 17). Os figados que
apresentaram lesdes macroscopicas foram classificados como “figados com

alteracdes” (Figuras 18 e 19).

Figura 17 - Imagem representativa das caracteristicas dos figados de paca sem
lesbes macroscopicas observadas; Fonte: Servico de Referéncia Nacional em
Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.
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Figura 18 - Imagens representativas das caracteristicas dos figados de paca “com
alteracdes”, enfatizando as lesdes esféricas compativeis com infeccdo por
Echinococcus sp.; Fonte: Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose -
IOC/Fiocruz — RJ.
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Figura 19 - Imagens representativas das caracteristicas dos figados de paca “com
alteracdes”, enfatizando perfil com lesdes esbranquicadas semelhantes a lesdes
caracteristicas de infeccdo por Calodium hepaticum. Fonte: Servico de Referéncia

Nacional em Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.
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3.5 Processamento das amostras de tecido coletadas

As areas de tecido que apresentaram lesdes foram selecionadas apds analise
macroscopica dos “figados com alteracdes”, sendo clivadas em fragmentos de até
1/2 cm e armazenadas em tubos de 50 mL contendo formalina a 10%. Desses
mesmos o6rgaos, também foram coletadas aleatoriamente duas regiées de tecido
sem lesdes macroscopicas aparentes.

Para os 6rgdos que ndo apresentaram lesdes macroscopicas, quatro amostras
de tecido, escolhidas aleatoriamente, também foram coletadas, clivadas e
armazenadas da mesma forma.

Os “figados com alteracdes” que, na analise macroscopica, apresentaram lesdes
esféricas compativeis com infeccdo causada por Echinococcus sp., foram
submetidos ainda a extracdo do conteudo interno das lesbes com auxilio de uma
seringa de 1mL para a possivel visualizagdo de ganchos rostelares e protoescolices
do parasito. Uma parte desse conteddo foi colocada entre lamina e laminula e
visualizado em microscopio de campo claro. O numero de lesbes esféricas
presentes nos 0rgaos, assim como a medida dessas lesdes (com auxilio de régua),
também foram, respectivamente, contabilizados e anotados.

Todas as areas dos o6rgaos selecionadas referentes as amostras obtidas em
2015 tiveram fragmentos de tecidos também conservados em etanol a 70%
objetivando a realizacdo de abordagem molecular, com a aplicacdo do método
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) associada ao sequenciamento automatico

na necessidade da caracterizacdo dos isolados de Echinococcus sp.
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3.6 Estudo histopatoldgico

As amostras foram retiradas da formalina a 10%, colocadas em cassetes e
lavadas em agua destilada. Em seguida, os tecidos foram desidratados com quatro
banhos de etanol absoluto, clarificados em trés banhos de xilol e submetidos ainda a
dois banhos de parafina a temperatura de 60°C. Cada uma dessas etapas teve
duragao de quarenta minutos. Os tecidos foram submetidos ao processo de inclusao
com parafina também a temperatura de 60°C e esses blocos foram colocados em
freezer a temperatura de -20°C por, aproximadamente, 15 minutos, para que
solidificassem. A partir de entdo foram realizados os cortes histolégicos com auxilio
de micrétomo (Leica, China) e a montagem de laminas para a coloracdo do material.
Foram confeccionadas laminas de cada fragmento processado para a realizacdo das
coloracbes Hematoxilina e Eosina (H&E) (Junqueira & Carneiro, 2004), Lennert’s
Giemsa (Lennert, 1978), Picrosirius (Junqueira et al., 1979) e Tricomico de Masson
(Junqueira & Carneiro, 2004). Este protocolo foi adaptado as necessidades das
amostras, devido as dificuldades encontradas no processamento histolégico de
rotina descrito por Caputo et al. (2010).

A analise histolégica do material foi realizada em microscépio de campo claro
(Nikon — modelo Eclipse E200, China) e os registros fotograficos das formas
evolutivas dos helmintos encontrados e das alteracfes histopatoldgicas hepaticas
foram obtidos por meio de camera digital (Nikon — modelo DS-Fil, China) com as
imagens sendo processadas em um analisador digital de imagens equipado com o
software Nis Elements AR (Nikon, USA).
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3.7 Anélises morfologica e morfométrica

Quando houve gquantidade suficiente de liquido hidatico no interior dos cistos
hepéticos, e quando ganchos rostelares de Echinococcus sp. estavam dispersos
nesse liquido, o material também foi analisado a fresco entre lamina e laminula, em
microscopio de campo claro (Nikon — modelo Eclipse E200, China), quanto a
morfologia e morfometria dos grandes e pequenos ganchos. As imagens foram
obtidas em camera digital (Nikon — modelo DS-Fil, China) e processadas em um
analisador digital de imagens equipado com o software Nis Elements AR (Nikon -
USA). Para a analise morfométrica em aumento de 400x foram utilizados os
seguintes caracteres: comprimento e largura totais (Adaptado de Rausch et al.
(1978) (Figura 20).

A
v

Lamina —» «— Cabo

T

Guarda

Figura 20 - Desenho esquematico do grande gancho rostelar de E. vogel
evidenciando os caracteres utilizados na morfometria (A - comprimento total, B -
largura total) e as caracteristicas morfolégicas dos ganchos. Fonte: adaptado de
Rausch et al. (1978).
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Todos os ovos de C. hepaticum encontrados apds andlise histopatolégica
também foram submetidos a analise morfométrica com a afericdo dos mesmos
caracteres (comprimento e largura totais) (Figura 21). Esta andlise foi realizada a
partir de cortes longitudinais dos ovos depositados no tecido hepatico. Apenas 0s

0oVvOoS que apresentaram opérculos nitidamente visiveis foram medidos.

Figura 21 — Ovos de Calodium hepaticum em corte longitudinal de tecido hepatico de
Cuniculus paca. Coloragdo Tricromico de Masson. (A) comprimento; (B) largura;
Fonte: Servigo de Referéncia Nacional em Hidatidose — IOC/Fiocruz — RJ.
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3.8 Caracterizacdo molecular de Echinococcus sp.

Os cistos hidaticos de Echinococcus sp. encontrados nas amostras com lesdes
macroscopicas e armazenados em etanol a 70%, tiveram parte (25 mg) de sua
membrana externa submetidas a extracdo do DNA total.

O DNA total foi extraido com a utilizacdo do kit QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN,
Alemanha), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Os conteudos extraidos foram
armazenados a -20°C até serem utilizados na PCR. Uma regido parcial de 450 pb do
gene mitocondrial codificador da subunidade 1 do citocromo c¢ oxidase (cox 1) foi
amplificada utilizando os iniciadores direto 5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3’
(CO1f) e reverso 5-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3' (CO1r) (Bowles et al.,
1992). As reacdes foram realizadas com um volume final de 50 pyL contendo
aproximadamente 25-50 ng de DNA extraido na presenca de tampéo apropriado
com a adicéo de 200 puM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 1 pmol de cada iniciador
e 1,5 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). Os controles positivos
utilizados foram os DNAs de Echinococcus granulosus sensu stricto (G1) e
Echinococcus ortleppi e o controle negativo foi uma reacao isenta de aplicacao de
DNA de qualquer origem. As amplificacdes foram feitas em termociclador (Thermo
Electron Corporation, PCR SPRINT SPRTO001, USA) com uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94°C por 90 segundos, seguida por 35 ciclos de 60 segundos a
94°C, 60 segundos a 55°C e 60 segundos a 72°C, com uma extensao final de 72°C
que perdurou por 5 minutos (Sanchez et al., 2010; Santos et al., 2012). Os produtos
de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% por coloracao
com GelRed (Biotium, EUA). Uma imagem do gel foi registrada sob luz UV utilizando
um sistema de documentacao de gel (BioRad, EUA).

Os produtos resultantes da PCR (amplicons) foram purificados utilizando o kit
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Reino
Unido), seguindo as instrugbes do fabricante. Ambas as fitas de DNA foram
sequenciadas utilizando os mesmos iniciadores da PCR e o kit comercial ABI Prim™
Big Die Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, EUA), de acordo com o
estabelecido pelo fabricante. A analise da sequéncia obtida foi realizada no
sequenciador automatico Analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA),
da subunidade RPTO1A de Sequenciamento Automatico — IOC/RJ da Rede de

Plataformas Tecnologicas Fiocruz. As duas sequéncias nucleotidicas obtidas (senso
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e antisenso) foram analisadas, alinhadas e editadas com o auxilio da versao 4.9 do
programa Sequencher™ (Gene Codes Corporation, EUA) e, posteriormente,
comparadas com as sequéncias de Echinococcus sp. depositadas na base de dados
GenBank-NCBI (National Center for Biotechnology Information dos EUA), com o
auxilio da ferramenta BLAST-NCBI.

Amostras anteriores a 2015 (armazenadas exclusivamente em formalina a 10%),
nas quais o estudo histopatolégico veio a confirmar a presenca de cistos hidaticos
também tiveram 25 mg do tecido hepatico (recolhidos aleatoriamente) submetidos a

extracdo de DNA, na tentativa de determinacéo da espécie envolvida.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao das amostras e analise macroscopica

Foram obtidos 35 (trinta e cinco) figados de pacas para analise. A quantidade de
figados obtidos apresentando lesdes ou nao, e suas respectivas regides de coleta

estao descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Localidade, quantitativo e analise macroscopica dos figados de
pacas provenientes do Acre e do Mato Grosso do Sul, Brasil.

Figados sem Figados com
. Total
Localidade alteracoes alteracoes (n=35)
n=
(n=25) (n=10)

Bujari-AC 9 0 9

Sena Madureira-AC 10 0 10

Xapuri-AC 6 9 15

Corguinho-MS 0 1 1

Legenda: AC — Acre; MS — Mato Grosso do Sul

Das 10 amostras que apresentaram lesdes macroscopicas (figados com
alteracdes), 6 figados provenientes de Xapuri-AC apresentaram um mesmo perfil de
lesBes contendo inimeras regides esbranquicadas em alto relevo caracterizadas por
pontos isolados de aproximadamente 0,2 cm espalhados em diferentes areas dos
orgdos, sendo semelhantes a lesdes compativeis com infeccdo por Calodium
hepaticum (Figura 22). As outras 4 amostras (3 de Xapuri-AC e 1 de Corguinho-MS),
apresentaram lesdes esféricas, semelhantes a bolhas translicidas, medindo até 2,0
cm compativeis com infecgdo por Echinococcus sp. (Figura 23). As demais 25
amostras ndo apresentaram alteracfes macroscopicas (6 de Xapuri-AC, 9 de Buijari-
AC e 10 de Sena Madureira-AC).
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Figura 22 - Figados de pacas provenientes de Xapuri-AC com lesdes macroscopicas

compativeis com infeccdo por Calodium hepaticum (setas).

Figura 23 - Figado de paca proveniente de Xapuri-AC com lesdes macroscopicas

compativeis com infec¢do por Echinococcus sp. (setas).
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As medidas dos oOrgaos que apresentaram lesbes com perfil compativel com
infeccdo por C. hepaticum (n=6) variaram entre 17,0 e 18,8 centimetros para o
comprimento e entre 14,2 e 16,5 centimetros, para a largura. As médias das
medidas de comprimento e largura desses 6rgdos foram 17,9 £ 0,6 e 154 £ 0,7
centimetros, respectivamente. As medidas das lesGes presentes nessas amostras
nao foram realizadas, pois elas se apresentaram sobrepostas e a impossibilidade de
individualizag&o das lesbes ndo permitiu que a medicao fosse concretizada.

Com relacdo as amostras com lesGes compativeis com Echinococcus sp. (n=4),
o comprimento dos figados variou entre 17,7 e 18,8 centimetros e a largura, entre
15,3 e 16,7 centimetros. As médias do comprimento e largura desses figados foram
18,3 + 0,4 e 16 + 0,5 centimetros, respectivamente. Estes 6rgdos apresentaram de
12 a 15 lesGes esféricas dispersas em sua superficie e 0 tamanho dessas lesdes
variou entre 0,1 e 2,0 centimetros.

O comprimento dos figados sem alteragcdes (n=25) variou entre 16,5 e 18,8
centimetros e a largura variou entre 14,7 e 17,5 centimetros. J4 as médias dos
valores de comprimento e largura foram 18,0 + 0,6 e 15,9 + 0,8 centimetros,

respectivamente.
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4.2 Anélise microscopica

4.2.1 Diagnoéstico parasitologico de Echinococcus sp.

A presenga de Echinococcus sp. foi confirmada inicialmente em trés (2 de
Xapuri-AC e 1 de Corguinho-MS) das quatro amostras que apresentaram lesdes
compativeis com infeccdo por Echinococcus sp. a partir da visualizacao
microscopica de protoescélices e ganchos rostelares presentes nos liquidos
extraidos das lesfes (Figura 24). Em uma amostra de Xapuri-AC com o0 mesmo perfil
de lesdes ndo foram encontrados protoescolices e ganchos rostelares no

diagndstico parasitolégico.
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Figura 24 — Liquido hidatico de metacestoide de Echinococcus sp. proveniente do

municipio de Corguinho-MS. (A) Ganchos rostelares ( —=); (B) Protoescdlices (= ).
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4.2.2 Morfologia e morfometria de ganchos rostelares de Echinococcus sp.

A analise morfologica e morfométrica ndo pdde ser realizada em uma das trés
amostras confirmadas com infeccdo por Echinococcus sp. devido ao contetdo
insuficiente de liquido hidatico extraido das lesdes.

A analise morfologica realizada nas duas amostras (uma de Xapuri-AC e uma de
Corguinho-MS) que apresentaram protoescoélices e ganchos rostelares de
Echinococcus sp. desmonstrou a presenca de coroas de ganchos compostas por
grandes e pequenos ganchos dispostos no arranjo 1:1. Ambos os ganchos
apresentaram pequenas variagdes morfologicas, apesar de todos possuirem uma
lamina, um cabo e uma guarda, além da polpa central amorfa. Nos pequenos
ganchos, a guarda se apresentou mais robusta e nos grandes ganchos a lamina se
apresentou curvada e mais longa do que o cabo (2/3 do comprimento total) (Figura
25).

Para analise morfométrica foram medidos 50 ganchos rostelares de
Echinococcus sp. de cada uma das duas amostras analisadas. O comprimento total
dos grandes ganchos rostelares variou entre 42,5 e 47,5 um e a largura total entre
12,5 e 15,0 um, com médias de 43,8 + 1,4 um e 14,1 + 1,2 ym, respectivamente.
Com relacdo aos pequenos ganchos, o comprimento total variou entre 30,0 e 37,5
um e a largura total entre 10,0 e 12,5 pm, com médias de 34,2+ 1,8 ume 11,3+ 1,2
pum, respectivamente. Essas medidas estdo de acordo com a espécie Echinococcus

vogeli.
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Figura 25 - Ganchos rostelares e protoescélices de Echinococcus vogeli em liquido
hidatico proveniente de Xapuri-AC. (A) (B) Lamina do grande gancho curvada e mais
longa do que o cabo ( »); guardas dos pequenos ganchos mais robustas ( —s). (C)
(D) Protoescélices com presenca de duas fileiras de ganchos, evidenciando o

arranjo 1:1 na coroa (—).
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4.2.3 Morfologia e morfometria de ovos de Calodium hepaticum

A anélise morfoldgica dos ovos de C. hepaticum evidenciou a forma de barril
com opérculos bipolares ndo protusos e capsula estriada (Figura 26). A morfometria
dos ovos que apresentaram extremidades visiveis (n=26) produziu medidas de
comprimento que variaram entre 45,0 e 52,5 um, com média de 49,4 + 1,7
micrdmetros. Ja para a largura, as mediadas variaram entre 17,5 e 27,5 um, com

média de 24,9 + 2,3 micrbmetros.

Figura 26 - Ovos de Calodium hepaticum em tecido hepético de Cuniculus paca
oriunda de Sena Madureira-AC. Ovos elipticos ndo embrionados com opérculos
bipolares (=). Coloracao H&E.
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4.2.4 Histopatologia hepéatica

Considerando as 35 amostras do estudo, a andlise histopatolégica demonstrou

alteracdes hepaticas em 27 amostras (77,1%). Dentre estas amostras, alteracdes

hepaticas associadas a presenca de formas evolutivas de helmintos foram

identificadas em 12 (34,3%), incluindo mais trés amostras de Sena Madureira-AC

cuja analise histopatoldégica demonstrou a presenca de cistos hidaticos. Essas

amostras, porém, ndo apresentaram lesfes macroscépicas e uma delas também

apresentou ovos de C. hepaticum, evidenciando uma co-infeccao (Tabela 5). Em 8

amostras (22,9%) ndo foram encontradas lesfes histopatolégicas.

Tabela 5 - Localidade e quantitativo das amostras de figados de Cuniculus paca

que apresentaram lesGes microscopicas.

Total por localidade

Caracteristicas das

amostras do estudo Bujari
(n=9)

Xapuri Corguinho

Madureira (n=12) (n=1)

(n=5)

Total
(n=27 1 77,1%)

Amostras com

lesbes associadas a - - 1* 1* (5 5% )
Echinococcus vogeli '
Amostras com 4
lesbes associadas a - 2 2* - (11,4%)
Echinococcus sp. ’
Amostra com co-infecgéo 1
por Echinococcus sp. e - 1 - - (2,8%)
Calodium hepaticum o7
Amostras com 5
lesGes associadas a 3 2 - - 0
Calodium hepaticum (14,3%)
Amostras com lesdes 15
L ) " i
sem a determinacgao 6 9 (42,9%)

do agente causador

* Amostras que também apresentaram leses macroscopicas.
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Nos figados de pacas sem lesBes histopatologicas foram observados
hepatocitos organizados em corddes e dispostos entre eles estavam os sinusoides,
0 sistema porta hepatico (composto por uma vénula, arteriola e ducto biliar) e a veia

centro lobular, todos isentos de alterages estruturais (Figura 27).

Figura 27 - Parénquima hepatico livre de altera¢des estruturais. (A) Sinusoéides (=),
corddes de hepatocitos ({). Coloracédo H&E; (B) Veia centro lobular (=). Coloragéo
H&E; (C) Sistema porta hepatico: Ramo da veia hepéatica ( @), ducto biliar ( =),
arteriola ( = ). Coloracao Picrosirius; (D) Sistema porta hepatico ( 3 ), veia centro
lobular (= ).
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Dentre as doze amostras que apresentaram formas evolutivas de helmintos no
tecido hepatico, em cinco (trés de Bujari-AC e duas de Sena Madureira-AC) foi
demonstrada a presenca de ovos bioperculados, caracteristicos do helminto
Calodium hepaticum (Figura 28); em seis (trés de Xapuri-AC, duas de Sena
Madureira-AC e uma de Corguinho-MS) foram encontrados cistos, protoescolices
e/ou ganchos rostelares de Echinococcus sp., incluindo as amostras de E. vogeli
confirmadas pela anélise morfométrica (Figura 29); e em uma amostra (de Sena
Madureira-AC) foi demonstrada co-infeccdo com a presenca de ovos de C.
hepaticum e protoescolices de Echinococcus sp.. Nenhum helminto adulto de C.

hepaticum foi encontrado nas amostras do estudo.

Figura 28 — Ovos de Calodium hepaticum no parénquima hepético de Cuniculus
paca oriundas de Sena Madureira-AC e Bujari-AC. (A) Coloragdo H&E; (B)
Coloragéao Tricrdmico de Masson.
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Figura 29 — Protoescélices de Echinococcus sp. ( ») em tecido hepético de
Cuniculus paca oriunda de Sena Madureira—AC. (A) Coloracdo Tricrdmico de

Masson. (B) Coloracao Picrosirius.

Em todas as amostras com C. hepaticum foram encontrados aglomerados de
ovos cercados por reagdo granulomatosa e fibrosa em diferentes regibes do
parénquima hepatico, principalmente em regides perivasculares. Também foram
encontrados infiltrados inflamatorios compostos, principalmente por
polimorfonucleares, com a predominancia de eosinoéfilos. Depdsitos de fibras de
coldgeno em diferentes concentracbes também foram observados envolvendo

aglomerados de ovos sobrepostos (Figura 30).
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Figura 30 — Alteracdes histopatolégicas hepéaticas em Cuniculus paca infectadas
com Calodium hepaticum provenientes de Sena Madureira-AC e Bujari-AC. (A)
Reacdo fibrosa (=) ao redor do aglomerado de ovos de C. hepaticum depositado
proximo a vaso sanguineo ( ). Coloracao Picrosirius; (B) Trés aglomerados de ovos
de C. hepaticum com depésito de fibras de colageno (—>). Coloracao Picrosirius; (C)
Infiltrado inflamatorio com predominancia de eosindfilos ( —). Coloracdo H&E; (D)
Reacdo fibrosa com diferentes concentracdes de colageno (—) envolvendo

aglomerados de ovos sobrepostos. Coloracéo Picrosirius.
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Nas amostras com Echinococcus sp. (incluindo aquelas com E. vogeli
identificados por analise morfométrica), exceto a amostra com co-infeccédo por C.
hepaticum (que apresentou apenas protoescolices com auséncia de cistos), foram
encontrados cistos hidaticos apresentando membranas anista e adventicia, porém
pouco se observou a presenca de cistos com caracteristica trilaminar, que inclui a
membrana germinativa. Em nenhuma amostra foi identificada a presenca de
capsulas proligeras em brotamento. A membrana anista sempre se apresentou
espessa e, por vezes, com a presenca de infiltrado inflamatério. Sua organizacao foi
caracterizada pela formacao de policistos e foram observados diferentes gradientes
de concentracdo de coladgeno, com maior depdsito na face voltada para o interior do
cisto e uma menor concentracao na regiao de interface com a membrana adventicia.
Ja a membrana adventicia se apresentou vascularizada com moderado depoésito de
fiboras de colageno, caracterizando a regido fibrosada do cisto, além de infiltrado
inflamatdrio composto principalmente por eosinofilos, plasmécitos, células de Kupffer
e células gigantes multinucleadas (Figura 31).

Protoescélices em diferentes estagios de desenvolvimento dotados de coroa de
ganchos foram visualizados repletos de corplsculos calcarios presentes em sua
periferia que, por sua vez, também estavam dispostos como aglomerados no interior
do cisto. Também foi constatada a presenca de ganchos rostelares depositados no

interior dos cistos (Figura 32).
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Figura 31 — Caracteristicas dos cistos hidaticos de Echinococcus sp. e Echinococcus

vogeli no tecido hepatico de Cuniculus paca oriundas de Xapuri-AC e Corguinho-MS.
(A) Membrana anista (—), membrana adventicia (4). Coloracdo Picrosirius; (B)
Membrana germinativa ( p). Coloracdo H&E; (C) Membrana anista com diferentes
concentragdes de deposito de colageno ( —). Coloracdo Picrosirius; (D) Formacao
de policistos (== ). Coloracdo Picrosirius; (E) Presenca de vascularizacdo na
membrana adventicia. Coloracéo Picrosirius; (F) Membrana adventicia com intenso

infiltrado inflamatdrio ( ). Coloragéo Picrosirius.
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Figura 32 — Protoescoélices e ganchos rostelares de Echinococcus sp. e E. vogeli no
parénquima hepatico de Cuniculus paca oriundas de Sena Madureira-AC e
Corguinho-MS. (A) (B) (C) Protoescélices com coroa de ganchos ( 4) e corptsculos
calcarios na periferia ( =®). (A) Coloracdo Giemsa. (B) (C) Coloracdo H&E; (C)
Aglomerado de corpusculos calcarios em inicio de formacdo de protoescolices
(—). (D) Protoescolices em diferentes estagios de desenvolvimento ( —). Coloracdo
H&E.
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A analise histopatologica dos seis figados com lesGes macroscopicas
semelhantes a infeccdo com C. hepaticum ndo evidenciou a presenca de formas
evolutivas do helminto que confirmasse a suspeita. Em decorréncia disso, as
alteracbes macroscopicas identificadas nessas amostras ndo puderam ser
elucidadas pela analise histopatologica.

Sendo assim, alteracBes histopatoldégicas sem a determinagdo das causas ou
dos agentes etioldgicos envolvidos foram encontradas no parénquima hepatico de
15 amostras do estudo, incluindo as seis com alteracfes semelhantes a infec¢éo por
C. hepaticum. Por vezes, foram constatadas regides com infiltrado inflamatério com
predominancia de eosindfilos, plasmocitos, células de Kupffer, células gigantes
multinucleadas e consequente depdsito de fibras de colageno. Além disso, foram
identificadas regibes do parénquima hepatico apresentando infiltrado inflamatério

caracterizando o processo de diapedese a partir do espaco porta (Figura 33).
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Figura 33 — Infiltrado inflamatdrio ndo relacionado a presenca de formas evolutivas
de helmintos no parénquima hepatico de Cuniculus paca. (A) Dois polos de infiltrado
inflamatério (—). Coloracdo H&E; (B) Células inflamatorias: eosindfilos (—),
plasmaécitos (), células de Kupffer ( Q). Coloracdo H&E; (C) Células gigantes
multinucleadas (—). Coloracéo Picrosirius; (D) Deposito de fibras de colageno (—).
Coloracdo Picrosirius; (E) (F) Migragdo de células inflamatérias (processo de

diapedese). Coloracdo H&E.
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Algumas amostras apresentaram regides com hiperemia, microesteatose

hepatica e hemécias hipocrémicas no interior de vasos sanguineos (Figura 34).

Figura 34 - Alteracdes sanguineas no parénquima hepatico de Cuniculus paca. (A)
Sangue acumulado nos sinusoides ( —s). Coloragcdo H&E; (B) Hemécias nos
sinusdides ( ) e microesteatose hepatica ( —). Coloracdo H&E; (C) (D) Hemacias

hipocrémicas nos sinusoides ( —). (A-D) Coloracao H&E.
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Em todas as amostras que apresentaram lesdes histopatolégicas, sejam aquelas
com presenca de cistos hidaticos, ovos de C. hepaticum, ou alteracdes sem
determinacdo do agente agressor, foram observadas areas do parénquima hepatico
com processo de necrose (cariopicnose (nucleo picnético), cariorrexe (nucleo
fragmentado) e caridlise (lise nuclear)), bem como regides de regeneracdo com

hepatocitos binucleados (Figura 35).

oA

Figura 35 — Areas de necrose no parénquima hepatico de Cuniculus paca. (A)

Cariopicnose ( —s), cariorrexe ( Y), caridlise ( »). Coloracdo H&E; (B) Areas de

regeneracao com hepatdcitos binucleados ( —). Coloracao H&E.
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4.3 Analise molecular

Quatro (trés de Xapuri-AC e uma de Corguinho-MS) das sete amostras do
estudo cuja presenca do metacestoide de Echinococcus sp. e E. vogeli foi
demonstrada em pelo menos uma das analises (diagndstico parasitologico,

morfometria e/ou histopatologia), foram positivas ha PCR (Tabela 6).

Tabela 6 — Identificacdo, localidade e resultados das andlises realizadas nas sete
amostras de figados de Cuniculus paca infectadas por Echinococcus sp. e
Echinococcus vogeli.

. _ o Analise
Andlises microscopicas
ID _ Lesdes molecular
Localidade o
(n=7) macroscopicas PCR e
DP M H .
sequenciamento
Sena
02 _ - N.A. N.A. + -
Madureira
Sena
08 _ - N.A. N.A + -
Madureira
Sena
09 . - N.A. N.A. + -
Madureira
07 Xapuri + + ++ + ++
08 Xapuri + + N.R.* + ++
20 Xapuri + - - + ++
01 Corguinho + + ++ + ++

(ID) identificacdo da amostra; (DP) diagnéstico parasitoldgico; (M) morfometria; (H)
histopatologia; (N.A.) ndo se aplica; (+) amostra positiva para Echinococcus sp.; (-)
amostra negativa; (N.R.*) analise ndo realizada devido a quantidade de liquido

hidatico insuficiente; (++) confirmacéo da espécie Echinococcus vogeli.

62



A Figura 36 demonstra a imagem da foto-documentagédo de um gel de agarose a
1% com os resultados obtidos na PCR. Os sinais de amplificagdo nas amostras
positivas foram os esperados de acordo com a visualizacdo dos amplicons obtidos
na regiao entre 400 e 500 pb (450 pb).

E—
—
—
—

—

—
—

|

Figura 36 — Resultados da PCR com as amostras do estudo. Amplicons da PCR
corados com GelRed em gel de agarose a 1%. Legenda: (1) Marcador de peso
molecular: 100 bp DNA Ladder; (2) Controle positivo: DNA de E. granulosus sensu
stricto (G1); (3) Controle positivo: DNA de E. ortleppi; (4) Controle negativo: reacéo
com auséncia de DNA,; (5) Amostra 07 (Xapuri-AC); (6) Amostra 08 (Xapuri-AC); (7)
Amostra 20 (Xapuri-AC); (8) Amostra 01 de Corguinho-MS.

O seguenciamento automatico dos amplicons purificados confirmou a espécie
Echinococcus vogeli nas quatro amostras positivas na PCR. A Tabela 7 relne as
informacdes da analise realizada na ferramenta BLAST com relagdo ao percentual
de identidade entre as sequéncias nucleotidicas obtidas com as sequéncias de E.
vogeli de referéncia depositadas na base de dados NCBI (GenBank) até maio de
2016.
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Tabela 7 — Percentuais de identidade entre as sequéncias nucleotidicas de
Echinococcus vogeli obtidas nas amostras do estudo e as sequéncias do gene cox 1
de E. vogeli depositadas na base de dados GenBank-NCBI até maio de 2016.

Referéncias Amostra Amostra Amostra Amostra de
no GenBank* 07 de 08 de 20 de Corguinho-
(n=4) Xapuri-AC ~ Xapuri-AC  Xapuri-Ac MS
KM588266.1 100% 100% 99% 99%
AB208546.1 99% 99% 99% 99%
JX315616.1 99% 99% 99% 99%
M84670.1 99% 99% 99% 99%

* Numero de acesso no GenBank-NCBI das sequéncias nucleotidicas do gene cox 1

de Echinococcus vogeli utilizadas como referéncia no presente estudo.

As Figuras 37, 38, 39 e 40 demonstram as sequéncias de nucleotideos de E.
vogeli obtidas nas amostras do estudo.

1 ATCCTGAGGT TTATGTGTTA ATTTTGCCTG GGTTTGGTAT AATTAGTCAT 50
51 ATATGTTTGA GGGTTAGTGC TAATTTGGAT GTGTTTGGTT TTTATGGGTT 100
101 ATTGTTTGCT ATGTTTTCTA TAGTATGTTT AGGAAGTAGG GTTTGAGGGC 150
151 ATCATATGTT TACTGTTGGG TTGGATGTGA AGACGGCTGT TTTTTTTAGT 200
201 TCTGTTACTA TGATTATAGG GGTTCCTACT GGTATAAAGG TGTTTACTTG 250
251 GTTGTATATG TTGTTGAATT CGAGTGTGAA TAAGGGTGAT CCGGTTTTAT 300
301 GGTGAGTGGT TTCTTTTATA GTGTTGTTTA CGTTTGGTGG TGTTACTGGT 350
351 ATAGTTTTGT CTGCTTGTGT ATTGGATAAT GTTTTGCATG ATACTTGGTT 400
401 TGTGGTAGCT CATTTTCATT ATGTT

Figura 37 - Sequéncia nucleotidica de parte (425 bp) do gene mitocondrial cox 1 de

Echinococcus vogeli obtida em figado de paca oriunda de Xapuri-AC (amostra 07).
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ATCCTGAGGT TTATGTGTTA ATTTTGCCTG GGTTTGGTAT AATTAGTCAT 50
ATATGTTTGA GGGTTAGTGC TAATTTGGAT GTGTTTGGTT TTTATGGGTT 100
ATTGTTTGCT ATGTTTTCTA TAGTATGTTT AGGAAGTAGG GTTTGAGGGC 150
ATCATATGTT TACTGTTGGG TTGGATGTGA AGACGGCTGT TTTTTTTAGT 200
TCTGTTACTA TGATTATAGG GGTTCCTACT GGTATAAAGG TGTTTACTTG 250
GTTGTATATG TTGTTGAATT CGAGTGTGAA TAAGGGTGAT CCGGTTTTAT 300
GGTGAGTGGT TTCTTTTATA GTGTTGTTTA CGTTTGGTGG TGTTACTGGT 350
ATAGTTTTGT CTGCTTGTGT ATTGGATAAT GTTTTGCATG ATACTTGGTT 400
TGTGGTAGCT CATTTTCATT ATGT

Figura 38 - Sequéncia nucleotidica de parte (424 bp) do gene mitocondrial cox 1 de

Echinococcus vogeli obtida em figado de paca oriunda de Xapuri-AC (amostra 08).
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ATCCTGAGGT TTATGTGTTA ATTTTGCCTG GGTTTGGTAT AATTAGTCAT 50
ATATGTTTGA GGGTTAGTGC TAATTTGGAT GTGTTTGGTT TTTATGGGTT 100
ATTGTTTGCT ATGTTTTCTA TAGTATGTTT AGGAAGTAGG GTTTGAGGGC 150
ATCATATGTT TACTGTTGGG TTGGATGTGA AGACGGCTGT TTTTTTTAGT 200
TCTGTTACTA TGGTTATAGG GGTTCCTACT GGTATAAAGG TGTTTACTTG 250
GTTGTATATG TTGTTGAATT CGAGTGTGAA TAAGGGTGAT CCGGTTTTAT 300

301 GGTGAGTGGT TTCTTTTATA GTGTTGTTTA CGTTTGGTGG TGTTACTGGT 350

ATAGTTTTGT CTGCTTGTGT ATTGGATAAT GT

Figura 39 - Sequéncia nucleotidica de parte (382 bp) do gene mitocondrial cox 1 de

Echinococcus vogeli obtida em figado de paca oriunda de Xapuri-AC (amostra 20).
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CATCCTGAGG TTTATGTGTT AATTTTGCCT GGGTTTGGTA TAATTAGTCA 50

TATATGTTTG AGGGTTAGTG CTAATTTGGA TGTGTTTGGG TTTTATGGGT 100
TATTGTTTGC TATGTTTTCT ATAGTATGTT TAGGAAGTAG GGTTTGAGGG 150
CATCATATGT TTACTGTTGG GTTGGATGTG AAGACGGCTG TTTTTTTTAG 200
TTCTGTTACT ATGATTATAG GGGTTCCTAC TGGTATAAAG GTGTTTACTT 250
GATTGTATAT GTTGTTGAAT TCGAGTGTGA ATAAGGGTGA TCCGGTTTTA 300
TGGTGAGTGG TTTCTTTTAT AGTGTTGTTT ACGTTTGGTG GTGTTACTGG 350
TATAGTTTTG TCTGCTTGTG TATTGGATAA TGTTTTGCAT GATACTTGGT 400
TTGTGGTAGC TCATTTTCAT TATG

Figura 40 - Sequéncia nucleotidica de parte (424 bp) do gene mitocondrial cox 1 de

Echinococcus vogeli obtida em figado de paca oriunda de Corguinho-MS (amostra

01).

65




5 DISCUSSAO

Estudos envolvendo pacas da regido Amazonica do Brasil sdo escassos diante
da importancia alimentar que este roedor possui nesta regido, sobretudo os que
analisam o tecido hepatico, ja que o figado de C. paca € o 6rgdo de maior ocorréncia
de helmintos como Echinococcus vogeli, capaz de causar grave doenca no homem
(Meneghelli et al., 1990; Almeida et al., 2013; Espinosa et al., 2016; Nogueira-Filho
et al., 2016; Silva-Neto et al., 2016).

Considerando todas as amostras de figados do presente estudo (n=35), foram
evidenciadas alteracbes hepéaticas em vinte e sete (77,1%), sendo que 0s oito
figados (22,9%) onde ndo foram encontradas lesbes macro e microscopicas,
apresentaram as caracteristicas esperadas compativeis com as relatadas por
Carvalho et al. (2012) quando descreveram 0s aspectos macro € microscopicos do
figado de paca.

Com relacéo aos perfis de lesbes macroscopicas encontradas nas amostras do
estudo (n=10), em quatro (trés de Xapuri-AC e uma de Corguinho-MS) foram
observadas lesdes esféricas compativeis com Echinococcus sp. e as caracteristicas
dessas lesGes estavam de acordo com as descricdes encontradas na literatura
(Almeida et al., 2013; Vizcaychipi et al., 2013; Mayor et al., 2015). Adicionalmente,
em seis amostras de Xapuri-AC foram encontradas lesbes esbranquicadas
caracteristicas de infeccdo por C. hepaticum e embora a andlise histopatologica
tenha demonstrado alteracdes teciduais sem a evidenciacao de formas evolutivas de
Calodium hepaticum, estudos recentes relacionaram esse perfil de lesdes
macroscopicas comumente atreladas a presenca de ovos e helmintos adultos de C.
hepaticum nos tecidos analisados (Kataranovski et al., 2010; Simo0es et al., 2014;
Sinniah et al., 2014).

No caso das quatro amostras com lesdes macroscopicas compativeis com
Echinococcus sp., o diagnostico parasitologico revelou a presenca de protoescolices
e ganchos rostelares do helminto em apenas trés (duas de Xapuri-AC e uma de
Corguinho-MS). Adicionalmente, a quantidade insuficiente de liquido hidatico
presente nos cistos em uma das trés amostras de Xapuri-AC impossibilitou a
realizacdo da analise morfométrica, embora tenha permitido a visualizacdo do

parasito. Em outra amostra, a analise morfométrica ndo p6de ser realizada devido a
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auséncia de ganchos rostelares no liquido hidatico. Resumidamente, a identificacdo
da espécie envolvida por meio da morfometria, importante método de caréater
taxonomico, ficou impossibilitada em duas (Xapuri-AC) das quatro amostras do
estudo com lesdes compativeis com Echinococcus sp. D’Alessandro (2010) relatou a
mesma dificuldade para definir o agente etiolégico de um metacestéide que nao
apresentou ganchos e protoescolices no conteudo do liquido interno das lesdes,
considerando-o uma forma atipica de E. granulosus na ocasido do diagnostico, uma
vez que E. vogeli ainda ndo havia sido descrito. Apesar da auséncia de ganchos
rostelares de Echinococcus sp. em duas amostras, a analise morfologica e
morfométrica realizada nas outras duas (uma de Xapuri-AC e outra de Corguinho-
MS) evidenciou caracteres taxondmicos compativeis com os descritos na literatura
para a espécie Echinococcus vogeli (Somocurcio et al., 2004; Knapp et al., 2009;
Almeida et al., 2013; Vizcaychipi et al., 2013; Almeida et al., 2015; Mayor et al.,
2015).

E. vogeli, principal cestdide envolvido na etiologia da equinococose policistica,
apresenta a paca como hospedeiro intermediario principal (D’Alessandro et al.,
1996; D’Alessandro, 1997). Considerando todas as analises do presente estudo e o
total de figados de pacas analisados (n=35) na busca de les6es macro e
microscopicas, 0S nossos resultados assinalaram infeccdo por Echinococcus spp.
em sete (20%) amostras, estando quatro delas associadas a figados com lesdes
macroscopicas bem caracteristicas como ja discutido e as outras trés relacionadas
com amostras onde ndo foram observadas lesGes macroscopicas. A espécie E.
vogeli, por sua vez, foi confrmada em quatro amostras (11%). Em duas dessas,
essa evidenciacdo se deu por analise morfométrica e nas outras duas amostras, a
presenca da espécie foi demonstrada por analise molecular. Sendo assim, nossos
resultados corroboram com estudos que também assinalaram a infec¢cdo do
metacestoide de E. vogeli em pacas da regido Amazdnica colombiana (D’Alessandro
et al., 1981), brasileira (D’ Alessandro & Rausch, 2008), venezulana (Noya-Alarcon
et al., 2011), do norte da Argentina (Vizcaychipi et al., 2013) e peruana (Mayor et al.,
2015). Nas outras trés amostras, a confirmacédo da infeccédo por Echinococcus sp. foi
determinada apenas pela analise histopatologica.

A impossibilidade da realizacdo da andlise morfométrica em algumas das
amostras com Echinococcus sp., abriu caminho para a realizacdo de metodologias

moleculares que viessem suprir a necessidade de identificar a espécie envolvida.
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Mesmo que a identificacdo da espécie tenha sido possivel em quatro amostras (trés
de Xapuri-AC e uma de Corguinho-MS), ndo tivemos 0 mesmo sucesso com as trés
amostras com Echinococcus sp. oriundas de Sena Madureira-AC, mesmo com a
aplicacdo de abordagens moleculares. No caso dessas amostras que nao foram
conservadas em etanol a 70% (coletadas antes de 2015), esse insucesso se deu,
muito provavelmente, pelo trabalho desenvolvido com material biolégico fixado
apenas em formalina, a qual é prejudicial para a estrutura dos materiais genéticos
e/ou é capaz de inibir as reacfes da PCR.

Sequéncias curtas de DNA mitocondrial podem ser uteis para distinguir
individuos de espécies diferentes, incluindo helmintos (Hajibabaei et al., 2007). O
gene mitocondrial codificador da subunidade 1 do citocromo ¢ oxidase (cox 1), por
exemplo, é bastente utilizado em analises moleculares por PCR com o intuito de
detectar e identificar as variantes genéticas existentes nas espécies do género
Echinococcus, porém, o sequenciamento automatico sempre complementa esses
protocolos (Bowles et al., 1992; Santos et al., 2012; Cucher et al., 2016). Nossos
resultados permitiram a confirmacdo da espécie E. vogeli por meio da PCR
associada ao sequenciamento automatico e estdo de acordo com Santos et al.
(2012), unico estudo brasileiro que realizou a caracterizagdo molecular do material
genético de metacestoides de E. vogeli e Echinococcus oligarthrus, trabalhando com
42 amostras obtidas de hospedeiros intermediarios da regido Amazénica do Brasil,
entre pacas, cutias, tatus e isolados humanos. A abordagem também envolveu a
deteccdo por PCR e analise por sequenciamento utilizando o marcador mitocondrial
cox 1.

O presente estudo evidenciou um caso de co-infecgao (2,8%) por E. vogeli e C.
hepaticum em um amostra de figado de paca oriunda de Sena Madureira-AC. Este
resultado esta de acordo com Almeida et al. (2013) que, associando as informacgdes
obtidas por meio de analises macroscopica e microscopica dos tecidos hepaticos,
juntamente com o diagnéstico parasitolégico fornecido pela analise do conteddo
extraido das lesbes e pela morfologia e morfometria das formas evolutivas
encontradas, descreveram o primeiro caso de infecgdo mista causada por E. vogeli e
C. hepaticum em paca oriunda de area florestal da mesma regido no Acre.

Com relacdo a analise histopatologica das amostras com Echinococcus sp.
(n=7), incluindo aquelas com a espécie E. vogeli, foram visualizados cistos hidaticos

em todas elas. Entretanto, as caracteristicas das membranas desses cistos se
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apresentaram em contraste com as de estudos anteriores, que demonstraram cistos
constituidos de trés membranas (germinativa, anista e adventicia) (Meneghelli et al.,
1990; Mayor et al., 2015). Nossos resultados, porém, descreveram a membrana
germinativa em apenas uma amostra (Xapuri-AC), apresentando-se como um
fragmento muito delgado. Trabalhos anteriores relatam que cistos com membrana
germinativa muito fina sdo, geralmente estéreis e ndo possuem ganchos ou
protoescolices (Bortoletti & Ferretti, 1978; da Silva, 2011). Porém, esta informacgéo
nao se aplica por completo em nossos resultados, ja que das quatro amostras que
apresentaram liquido hidatico, em apenas uma delas foi visualizado um resquicio de
membrana germinativa. Adicionalmente, nas amostras em que encontramos
ganchos e protoescolices, a membrana germinativa do cisto também n&o foi
visualizada. Apesar dessas evidéncias, ndo pode ser descartada a possibilidade de
rompimento desta membrana em decorréncia do processamento histolégico.

Os nossos resultados descreveram a espessa membrana anista presente nos
cistos, com diferentes concentracdes de depdsito de colageno e com a presenca de
infiltrados inflamatdrios compostos principalmente por eosinéfilos e plasmdécitos.
Entretanto, a existéncia de infiltrado inflamatdrio nesse tipo de membrana é pouco
relatada na literatura (D’Alessandro & Rausch, 2008; Mayor et al., 2015; Mihaila et
al., 2016), sendo associado principalmente a membrana adventicia. Por sua vez, a
membrana adventicia visualizada com suas caracteristicas fibrosa, vascular e com
infiltrado inflamatério e fibras de colageno, tiveram a descricdo no nosso estudo
corroborando com os da literatura (D’Alessandro & Rausch, 2008; Mihaila et al.,
2016). Ja a presenca de protoescélices em diferentes estagios de desenvolvimento,
bem como o depdsito de ganchos rostelares no interior dos cistos, infere a atividade
produtiva do cisto e a presenca de vesiculas proligeras, ainda que estas nao
estivessem visiveis na organizagdo da membrana germinativa (D’Alessandro &
Rausch, 2008, da Silva, 2011).

A literatura a respeito da equinococose policistica ndo contempla o
estabelecimento e desenvolvimento inicial do cisto hidatico de E. vogeli desde a
entrada da oncosfera no figado. Porém, € relatado que, macroscopicamente, 0
metacestoide do helminto se desenvolve como numerosos cistos no figado de C.
paca (Almeida et al., 2013; Vizcaychipi et al., 2013; Mayor et al., 2015). As
descri¢cdes dos estagios de desenvolvimento dos cistos hidaticos sdo realizadas a

partir do acompanhamento da evolucdo de metacestoides presentes no homem,
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porém, ndo sdo voltadas para os estagios iniciais, uma vez que 0S pacientes,
geralmente, recorrem ao atendimento médico na ocasido da doencga sintomatica, por
sua vez, caracterizada por significativo acometimento do figado, com a presenca de
cistos internos e externos bem estabelecidos (D’Alessandro & Rausch, 2008).
Nossos resultados evidenciaram trés amostras de figados de pacas de Sena
Madureira-AC contendo cistos internos e/ou microscépicos nao vistos na andlise
macroscopica, pela auséncia de lesbdes aparentes. Em contrapartida, trabalhos
anteriores que analisaram figados de pacas ndo descreveram os procedimentos
adotados para a investigacdo dos figados que nao apresentaram lesdes
macroscopicas (D’Alessandro & Rausch, 2008; Mayor et al., 2015). O presente
trabalho optou por analisar histologicamente todos os figados obtidos a despeito da
auséncia de alteracbes macroscopicas. Sendo assim, estudos que nao procederam
dessa maneira podem ter deixado de evidenciar a presenca de cistos internos,
supostamente em estagios iniciais, quando optaram por realizar anélises
histopatoldgicas de figados exclusivamente com leses macroscopicas.

A presenca de ovos bioperculados imaturos de C. hepaticum encontrados no
parénquima hepético de C. paca e outros roedores é recorrente na literatura
(Matamoros et al., 1991; Almeida et al., 2013, Simdes et al., 2014; Rocha et al.,
2015). Além de encontrar ovos de C. hepaticum em seis (17%) amostras do estudo
(trés de Sena Madureira-AC e trés de Bujari-AC), foram evidenciadas medidas de
comprimento e largura dos ovos semelhantes as anteriormente descritas
(Matamoros et al., 1991; Almeida et al., 2013, Simdes et al., 2014; Rocha et al.,
2015). Embora nas amostras com lesBes macroscopicas ndo tenham sido
encontradas formas evolutivas de C. hepaticum, nossos resultados demonstraram a
presenca de ovos do helminto em amostras que ndo apresentaram lesdes
macroscopicas como ja relatado em estudos prévios (Nascimento & Sadigursky,
1986). Do Carmo Pereira Soares et al., (2011) também evidenciaram a presenca de
ovos de C. hepaticum apds processamento e analise histolégica do material
proveniente de animais silvestres do noroeste do Mato Grosso. Os figados obtidos
de Tayassu pecari (queixada) e de Ateles paniscus (macaco-aranha) que possuiam
0s ovos do parasito também n&o apresentavam lesdes aparentes na analise
macroscopica.

Ainda com relacéo a presenca de ovos de C. hepaticum no parénquima hepatico

de C. paca, o presente estudo identificou aglomerados de ovos cercados por reacéo
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granulomatosa e fibrosa como relatado por Simdes et al. (2014) ao analisar figado
de Rattus norvergicus de area urbana. A presenca desses aglomerados de ovos foi
encontrada principalmente em regides perivasculares, sugerindo uma estratégia do
helminto adulto em promover condi¢cdes nutricionais mais favoraveis para seu
desenvolvimento. Todas as alteracdes hepaticas encontradas em decorréncia da
presenca de ovos de C. hepaticum caracterizadas como infec¢cdes agudas (quando
em presenca de pouco depédsito de coldgeno e células polimorfonucleares) e
cronicas (quando em presenca de intenso depdsito de fibras de colageno e células
mononucleares) foram compativeis com descricoes relatadas para infeccbes agudas
e cronicas causadas por C. hepaticum em outros roedores e mamiferos (Simdes et
al., 2014, Sinniah et al., 2014; Rocha et al., 2015).

Nenhum verme adulto de C. hepaticum foi encontrado nos figados analisados,
sugerindo que na ocasido do abate das pacas, os vermes adultos do helminto ja
haviam sido mortos e desintegrados pelo sistema imunologico do animal, como
relatado para o préprio ciclo natural do helminto (Sawamura et al., 1999; Fuehrer et
al.,, 2011; Quadros et al., 2016). Apesar dos vermes adultos ndo terem sido
identificados nem mesmo em decomposi¢ao no parénquima hepatico, a presenca de
alguns focos inflamatérios discretos compostos por fibrose, macréfagos, eosinofilos
e plasmacitos fazem referéncia a degeneracdo de vermes adultos de C. hepaticum,
como relatado por Rocha (2014). Nessas amostras, a presenca de regides do
parénquima hepatico apresentando necrose, condizem com as observadas por
Sawamura et al. (1999), que relataram a necrose hepatica causada pela
desintegracdo dos parasitos e liberacdo dos ovos no figado. As regides de necrose
relatadas no presente estudo também concordam Palma et al. (2009), quando
observaram numerosos ovos bioperculados de C. hepaticum em tecido hepético de
cdes e associados a eles, areas de necrose multifocal.

Alteracbes hepaticas sem a determinacdo da(s) possivel(is) causa(s), até
mesmo pela auséncia de formas evolutivas de parasitos nos locais lesionados foram
relatadas em quinze (42,8%) amostras do estudo, incluindo seis que também
apresentaram lesbes macroscopicas. Nossos resultados inferiram algumas
informacdes a respeito da dindmica hepatica nas pacas que apresentaram amostras
com essas lesdes nao explicadas de forma determinada. Infiltrados inflamatérios,
predominantemente compostos por eosinofilos, plasmaocitos, células de Kupffer e

células gigantes multinucleadas, com consequente depdsito de fibras de colageno,
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foram observadas em muitas regides do parénquima hepatico e pareciam migrar
para o local de maior concentracdo a partir do espaco porta, evidenciando o
processo de diapedese. A partir destas observagdes pode-se sugerir a ocorréncia de
infeccdo ativa e talvez recorrente devido a presenca de células mononucleares e
polimorfonucleares, caracteristicas de infec¢des crénicas e agudas, respectivamente
(Almeida, 2012).

Regifes do parénquima hepéatico com marcadores de necrose (Resendes et al.,
2009) também foram observadas sem determinacéo especifica de causa, e podem
estar relacionadas com infeccbes parasitarias, assim como sugerido por Rocha et
al., 2015. Além dessas alteracdes estruturais nos hepatdcitos, nossos resultados
evidenciaram a presenca de hepatdcitos binucleados (Almeida, 2012), sugerindo
uma regeneracao do parénquima hepatico.

Heméacias hipocrébmicas também foram identificadas no interior dos vasos
sanguineos dessas amostras e embora as relacfes entre hemécias hipocrémicas e
infeccbes por E. vogeli ou C. hepaticum ndo estejam relatadas na literatura, a
presenca de hemacias hipocrémicas pode sugerir que o0 animal esteja respondendo
as consequéncias de infeccbes pelo fato de apresentar um padrdo desordenado na
producéo e proliferacdo de heméacias. Nesse caso, as hemécias sdo produzidas e
liberadas rapidamente sem que as hemoglobinas estejam adequadamente
formadas, caracterizando um descompasso entre a sintese de hemoglobina e a
proliferacdo das hemacias. Isso pode fazer com que o animal apresente deficiéncias
de oxigénio e ferro (Hotez et al., 2010; Bethony et al., 2011; Dracz et al., 2014).
Hemécias hipocrdmicas também foram encontradas a partir de analises
hematoldgicas realizadas em cées infectados com Angiostrongylus vasorum,
Ancylostoma caninum e com ambos os helmintos. A presenca dessas hemacias foi
relatada na infecgéo exclusiva com A. caninum, sugerindo que uma das causas para
a presenca de hemacias hipocrémicas possa ser infeccdo por helmintos (Dracz et
al., 2014). Esses autores sugeriram ainda que a presenca de eosinofilia, sem a
presenca de agente agressor pode estar relacionada com a resposta inflamatoria
gerada durante as fases migratorias que ocorrem antes que o helminto atinja a
maturidade sexual.

O presente trabalho também identificou regides do parénquima hepéatico com
microesteatose e congestdo em uma amostra (sem a determinacdo do agente

causador) proveniente de Xapuri-AC. A presenca de microesteatose hepatica em
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pacas nao é relatada na literatura, porém a partir desses achados histopatolégicos
pode-se inferir que estes processos ocorram em decorréncia da deficiéncia na
oxigenacdo hepatica (hipdxia), podendo ser comprovada pela ma circulacao
sanguinea no oOrgao (congestao). Enjoji et al. (2012) relataram que a esteatose
hepatica se relaciona com estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e inflamacéo, o
que acaba por causar danos ao figado. Nesse processo hi acumulo de
triacilglicerdis e acidos graxos livres no figado devido a mudancas no fluxo, sintese,
oxidacdo e transporte de &cidos graxos. Em decorréncia disso, € desencadeada
uma disfuncdo mitocondrial resultando num desequilibrio oxidativo e diminuicdo da
producdo de ATP que acaba por afetar o processo natural de metabolizacdo de
acidos graxos livres no figado (Rolo et al., 2012; Than & Newsome, 2015). A
mitocondria por ser responsavel pelo metabolismo de lipideos é amplamente
reconhecida como importante mediador na doenca e na progressdo da esteatose
(Begriche et al., 2006; Serviddio et al., 2008; Galloway et al., 2014). Entretanto, os
parametros que caracterizam uma disfungdo mitocondrial, incluindo as alteragdes no
consumo de oxigénio, atividade do complexo respiratorio e a oxidacdo dos acidos
graxos, diferem amplamente na literatura.

O papel zoonédtico que pacas desempenham como fonte de infeccdo na
capilariose hepética e equinococose policistica foi também relatado por Almeida
(2012) ao estudar cinco figados de pacas de vida livre provenientes do municipio de
Bujari-AC, onde se verificou a alta prevaléncia de infeccdo por E. vogeli em trés
figados (60%) e um desses em co-infeccdo com C. hepaticum (20%). Da mesma
forma, nossos resultados também demonstram a infeccéo por C. hepaticum em trés
figados de pacas do mesmo municipio, assim como co-infeccdo com Echinococcus
sp. e C. hepaticum em uma amostra de Sena Madureira-AC. Nesse sentido,
observa-se que o contato de seres humanos com roedores e caes, devido ao carater
zoonotico de helmintos parasitos, pode ser considerado um risco a saude coletiva,
especialmente em criangas (llha & Barros, 2000).

Casos humanos de capilariose hepatica sao raros e pouco relatados, sobretudo
na regido Amazonica do Brasil, onde € comum a ocorréncia da caga de roedores
silvestres e a partilha das visceras desses animais com cées domésticos, sendo este
um habito que favorece o desenvolvimento da doenca no ambiente domiciliar
(Goncalves et al.,, 2012). No presente estudo, o relato de amostras de figados

infectados com ovos de C. hepaticum de pacas cacadas por moradores de areas
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florestais do estado do Acre, aponta para um risco potencial da transmissao da
capilariose humana no municipio de Sena Madureira. Estudo semelhante foi
desenvolvido por Gongalves et al. (2012) que relataram uma taxa de 6,7% (nove
casos) de infeccdo espuria em uma comunidade rural da Amazbdnia com 135
individuos, um dos mais altos registros da literatura. Essa taxa foi semelhante ao
estimado para os povos indigenas da regido Amaz6nica, como os do noroeste do
estado de Mato Grosso (8,6%) (do Carmo Pereira Soares et al.,, 2011) e da etnia
Surui em Rondbénia (5,2%) (Palhano-Silva et al., 2009), indicando que a regido
Amazobnica tem uma das maiores incidéncias de infec¢do espuria em todo o0 mundo.
Este trabalho ainda enfatiza o habito da ingestdo de figados de animais silvestres
cacados, inclusive de C. paca (85%), animal também considerado como o mais
cacado na regido. Esta informacdo demonstra o alto risco de humanos ingerirem
figados contaminados com ovos imaturos de C. hepaticum. Dessa forma o homem
passa a contribuir para a contaminacdo do peridomicilio eliminando ovos imaturos
livres no ambiente que estardo propensos a maturacdo e continuacdo do ciclo
natural do helminto, visto que essas regides sao carentes de saneamento basico e
condicGes adequadas de higiene.

Embora regides da Floresta Amazo6nica do Brasil sejam consideradas endémicas
para a equinococose policistica, poucos sdo os estudos realizados envolvendo o
helminto E. vogeli em seus hospedeiros, definitivos e intermediarios, naturais
(Meneghelli et al., 1990; Santos et al., 2012; Almeida et. al, 2013; do Carmo Pereira
Soares et al., 2014; Neves, 2016). No estado do Acre, por exemplo, estao presentes
os fatores epidemioldgicos que caracterizam a endemicidade da doencga, tais como:
cachorro vinagre (D’Alessandro & Rausch, 2008; do Carmo Pereira Soares et al.,
2014), caes domésticos (Neves, 2016) e pacas infectados (Meneghelli et al., 1990;
Almeida et al., 2013), além de pacientes com histérico de caca para subsisténcia e 0
habito da alimentacdo de cdes domésticos com visceras cruas de pacas (Meneghelli
et al., 1986; Siqueira et al., 2007; Sigueira et al., 2013; Neves, 2016). Figados de
pacas infectados com E. vogeli analisados no nosso estudo foram provenientes dos
municipios de Sena Madureira-AC e Xapuri-AC, locais que a literatura apontou
previamente para a ocorréncia de casos clinicos humanos confirmados de
eqguinococose policistica e/ou individuos com sorologia positiva residentes em areas
urbanas e rurais (Pastore et al., 2003a,b; Pereira, 2014), além de pacas (Almeida et

al., 2013) e cao domestico (Neves, 2016) infectados.
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No Brasil, os registros de pacas infectadas por E. vogeli sdo referentes a animais
oriundos da regiao Norte (Meneghelli et al., 1990; Almeida et al., 2013). No presente
estudo, um figado de paca proveniente do estado do Mato Grosso do Sul, regido
Centro Oeste do pais, apresentou alteragbes macroscopicas sugestivas de
equinococose policistica. Porém, ainda que o estado do Mato Grosso do Sul retna
as condi¢cBes ecoldgicas necessarias para a circulagdo e transmissao do helminto,
como a ocorréncia de cachorro vinagre, cdes domeésticos e paca (Alho et al., 2011),
ainda nao havia sido registrada a infec¢éo por E. vogeli em pacas no estado. Apesar
disso, a literatura aponta para a ocorréncia da equinococose cistica em bovinos no
estado do Mato Grosso do Sul, porém, a prevaléncia encontrada (0,46%) para a
hidatidose foi bastante inferior a média brasileira (3,44%) (Schenk & Schenk, 1982).
Consideramos esse achado um resultado muito notavel, pois pela primeira vez, o
encontro da infeccdo natural de E. vogeli em pacas no Mato Grosso do Sul
demonstra o ciclo silvestre do helminto em uma relacao tréfica ecoldgica predatoria
no municipio de Corguinho (D’Alessandro & Rausch, 2008; Raoul et al., 2015);
amplia a sua distribuicdo geogréafica atualmente conhecida, ndo estando restrita a
regido norte do Brasil; e sinaliza para o potencial desenvolvimento do ciclo

doméstico do E. vogeli colocando em risco a populacdo humana da regido.
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6 CONCLUSOES

Diante da importancia alimentar de Cuniculus paca para 0 homem e seus
animais domesticos, sobretudo em regides de floresta, pesquisas que visem analisar
as condi¢Oes fisiolégicas deste roedor ganham importancia uma vez que podem
ampliar o conhecimento sobre a dindmica bioldgica entre os parasitos que a utilizam

como hospedeira. Nesse sentido, analisando o figado de pacas, o presente trabalho:

- identifica a presenca de helmintos com potencial zoonético como o Echinococcus
vogeli e o Calodium hepaticum (por meio de analises morfolégica e morfométrica

e/ou molecular) parasitando pacas de areas florestais do Acre;

- descreve a interacdo de helmintos a nivel tecidual, sobretudo de E. vogeli,

somando-se aos poucos estudos que enfatizaram esse aspecto;

- alerta para uma presente interacdo desses parasitos com as pacas mesmo nos

casos de auséncia de lesdes macroscopicas no 6rgao;

- evidencia que o descarte inadequado das visceras das pacas abatidas nestas
regides pode propagar o ciclo biolégico desses parasitos, promovendo infeccoes,

gue mesmo consideradas acidentais, podem ser graves para o homem;
- amplia o conhecimento sobre a distribuicdo geografica de parasitos, como a

primeira descricdo do helminto E. vogeli em pacas oriundas na regido Centro-Oeste

e portanto, fora da regido Norte do Brasil, como sempre fora relatado.
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8 ANEXO

ANEXO A - LICENCA PERMANENTE PARA A COLETA ETRANSPORTE DE
MATERIAL ZOOLOGICO.

¥, Ministério do Meio Ambiente - MMA
~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizag&o e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 133731 [ Data da Emissao: 19/11/2007 17:02 J
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituigao : FUNDACAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observagdes, ressalvas e condicionantes
4 ) i nas ativi previstas nesta i depende de 1Zaca pedida pelo Mini de Ciéncia e

A il do(a)
Tecnologia (CNPg/MCT);
Alicenga permanente nao é valida para:

a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingao;
b) manutengao de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

2 | ¢) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e

d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagéo federal ou em caverna.

A restricio prevista no item d ndo se aplica as ias Reserva do imdnio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de Protegao
Ambiental constituidas por terras privadas;
O pesquisador titular da licenga quando “devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua

equipe, bem como dados da expedicdo, que constarao no comprovante de registro de expedicao para eventual ¢80 2 fiscalizagdo;
Esta licenga permanente n&o exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do

responsavel pela drea, publica ou privada, onde seré realizada a atividade.
Esta licenca permanente n&o podera ser utilizada para fins ials, i iai ou para 40 de ativi i aop de li

3
4
8 ambiental de empreendimentos.

6 Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instru¢do Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
=

8

9

Nacional de Anilhamento de Aves Silveslres.
uisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equi uando for o caso;
O érgdo gestor de unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca edas izaco i pelo Ibama,

estabelecer outras para a realizagéo de pesquisa nessas unidades de conservagéo.

O titular de licenca ou autorizagao € os membros da sua equipe deveréo optar por métodos de coleta e i de captura dit sempre que possivel,
a0 grupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que n&o comprometa a viabilidade
| | de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condicao in situ.

10 O titular da licenca devera ap relatorio de ativi a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de
emissao da licenca
O titular de ou de licenca “assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislago vigente, ou quando da inadequagao,

11 | omissdo ou falsa icao de i que a icéo do ato, podera, decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenga
suspensa ou re’ da pelo Ibama e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

12 ‘Alicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da

solicitagao.
13 Este n&o dispe a obtengao de i de acesso a0 do i io genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da
|~ |legislacao vigente.
14 As ativi nesta i NAO ‘espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingdo, tadas ou ameacadas de sobreexplotaggo.
Taxons autorizados
[#F]1 Nivel | Taxon(s!
[7_| ORDEM | Rodentia, Didelphimorphia
2] I 1

Destino do material biolégico coletado

[#T Nome local destino 1| Tipo Destino
{7 Museu Nacional (UFRJ) colecdo |
Este to (Licenca p para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugao Normativa Ibama n°154/2007. . Através

do cédigo de autenticag@o abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagédo: 91827146 Hmwmmw
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis - IBAMA
Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zool6gico

r Numero: 13373-1 Data da Emissao: 19/11/2007 17:02 J
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituicdo : FUNDACAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biologico
De acordo com a Instrucdo Normativa Ibama n®154/2007. , a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagéo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta ser comunicada ao Ibama por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagao ou da licenga permanente com a devida anotagao.
O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicdo cientifica, preferenciaimente
depositado em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Nivel Téxon* Qtde. Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugao Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do

1l _—

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 91827146

101



