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“Um jovem récem casado estava sentado num sofd, num dia quente e Umido,
bebericando cha gelado, durante uma visita ao seu pai. Ao conversarem sobre a vida,
o0 casamento, as responsabilidades da vida, as obriga¢des de adulto, o pai remexia
pensativamente os cubos de gelo no seu copo e langou um olhar claro e sébrio para
seu filho. — Nunca se esqueca de seus amigos! Aconselhou. Serdo mais importantes a
medida que vocé envelhecer. Independentemente do quanto vocé ame sua familia, os
filhos que porventura venham a ter, vocé sempre precisara de amigos... Lembre-se de
ocasionalmente ir a lugares com eles; faca coisas com eles; telefone para eles. Que
estranho conselho! (Pensou o filho). Acabo de ingressar no mundo dos casados. Sou
adulto. Com certeza, minha esposa e a familia que iniciaremos serdo tudo de que
necessito para dar sentido a minha vida! Contudo, ele obedeceu ao pai. Manteve
contato com seus amigos e anualmente aumentava o nimero de amigos. A medida
que passavam, ele foi compreendendo que seu pai sabia do que falava. A medida que
o tempo e a natureza realizam suas mudancgas e seus mistérios sobre um homem,
amigos sao baluartes de sua vida. Passados 50 anos, eis que aprendi: O tempo
passa. A vida acontece. A distancia separa... As criancas crescem. Os empregos vao
e vém. O amor fica mais frouxo. As pessoas ndo fazem o que deveriam fazer. O
coracao se rompe. Os pais morrem. Os colegas esquecem os favores. As carreiras
terminam. Os filhos seguem a sua vida como vocé tao bem ensinou. Mas... os
verdadeiros amigos estédo 1a, ndo importa quanto tempo e quantos quildbmetros tempo
estdo entre vocés. Um amigo nunca esta mais distante do que o alcance de uma
necessidade, torcendo por vocé, intervindo em seu favor e esperando vocé de bragos
abertos, e abengoando sua vida! E quando a velhice chega, ndo existe papo mais
gostoso do que o dos velhos amigos. As histérias e recordagdes dos tempos vividos
juntos, das viagens, das férias das noitadas, das paqueras. Ah!ll Tempo bom que nao
volta mais. Nao volta, mas pode ser lembrado numa boa conversa debaixo da sombra
de uma arvore, deitado na rede de uma varanda confortavel ou & mesa de restaurante,
bar, ou quiosque, regada a um bom vinho, uma cachaga ou uma cerveja, ndo com um
desconhecido, mas com os velhos amigos. Quando iniciamos esta aventura chamada
VIDA, ndo sabiamos das incriveis alegrias ou tristezas que estavam adiante, nem
sabiamos o quanto precisariamos uns dos outros”

Autor NI
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DIDELPHIDAE), EM TRES AMBIENTES DISTINTOS DA MATA
ATLANTICA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

SOCRATES FRAGA DA COSTA NETO

Dentre as espécies de marsupiais do Brasil o género Didelphis € o mais parasitado por
helmintos. Apesar da ampla ocorréncia de endoparasitos em animais silvestres do género
Didelphis, existe um déficit de informagdes sobre a helmintofauna destes animais no bioma
Mata Atlantica. Além disso, estudos de estrutura de comunidade de helmintos sdo raros no
Brasil e nenhum foi feito até o momento para didelfideos. Os objetivos desta tese foram
descrever a composigao de espécies e analisar a estrutura das comunidades de helmintos do
gamba Didelphis aurita da Mata Atlantica nas escalas de infracomunidade e comunidades
componentes, considerando-se trés ambientes, peridomiciliar, silvestre e rural no Estado do
Rio de Janeiro. Todos os helmintos encontrados foram contados, fixados e identificados. Foram
analisadas a distribuicao espacial, abundancia média, intensidade média e prevaléncia de cada
espécie de helminto encontrada em D. aurita e comparadas em relagdo ao ambiente, estagao
do ano e sexo do hospedeiro. Também foram analisadas a riqueza de espécies e a estrutura
das comunidades em cada ambiente e no total. Foram capturados 73 espécimes de Didelphis
aurita durante todo o estudo. Quatorze espécies de helmintos foram coletadas, sendo nove do
filo Nematoda: Trichuris minuta Rudolphi, 1819, Trichuris didelphis Babero, 1959,
Globocephalus marsupialis Freitas & Lent, 1936, Heterostrongylus heterostrongylus Travassos,
1925, Travassostrongylus orloffi Travassos, 1935, Viannaia hamata Travassos, 1914,
Aspidodera raillieti Travassos, 1913, Cruzia tentaculata (Rudolphi, 1819) Travassos (1917) e
Turgida turgida (Rudolphi, 1819) Travassos, 1919; quatro do filo Platyhelminthes (irés espécies
de Trematoda: Duboisiella prolaba Baer, 1938, Brachylaemus advena Dujardin, 1843 e
Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stiles & Hassall, 1898, e uma da classe Cestoda e uma
do filo Acanthocephala, Oligacanthorhynchus microcephalus (Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972.
Apenas 4,1% nao estavam infectados, e 95,9 % estavam infectados com os sete helmintos
mais abundantes. As espécies mais abundantes foram V. hamata, C. tentaculata, A.raillietie T.
orloffi. Os nematoides T. turgida, C. tentaculata e A. raillieti foram as espécies mais dominantes
nos trés ambientes. As andlises filogenéticas moleculares sugeriram que H. heterostrongylus e
Didelphostrongylus hayesi estdo intimamente relacionados. A analise de estrutura da
metacomunidade indicou uma estruturagdo em fungéo do gradiente ambiental somente quando
todas as localidades foram incluidas na analise. Tanto ao nivel da comunidade componente
quanto de infracomunidade total, a estrutura foi aninhada com perda de espécies ao acaso. O
filo Nematoda é o principal filo de helmintos parasitos de mamiferos e foi o filo mais
representativo com as maiores cargas parasitarias deste estudo. Este estudo constitui novo
registro de hospedeiro para as espécies G. marsupialis e T. didelphis, é primeiro a analisar a
estrutura das comunidades de helmintos do gamba D. aurita e pioneiro a investigar a estrutura
da metacomunidade de helmintos de um marsupial Neotropical.

Palavras-chaves: marsupiais, metacomunidade, Nematoda, Gamba, Trematoda
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COMPOSITION AND STRUCTURE OF THE HELMINTH COMMUNITIES OF Didelphis aurita
WIED-NEUWIED, 1826 (Didelphimorphia, Didelphidae) IN THREE DISTINCT
ENVIRONMENTS OF THE ATLANTIC FOREST IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO
ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERISTY AND HEALTH

SOCRATES FRAGA DA COSTA NETO

Among the Brazilian marsupials, the genus Didelphis is the most parasitized by helminths.
Despite the widespread occurrence of endoparasites in wild animals of the genus Didelphis,
there is a lack of information on the helminths of these animals in the Atlantic Forest biome. In
addition, studies of community structure of helminths are rare in Brazil and none have been
done so far for didelphids. The objectives of this thesis were to describe the species
composition and to analyse the structure of the helminth communities of the Atlantic Forest
common opossum Didelphis aurita at the scales of infracommunity and component
communities, considering three environments, peridomicile, sylvatic and rural in the State of Rio
de Janeiro. All helminths recovered were counted, fixed and identified. The spatial distribution,
mean abundance, mean intensity and prevalence of each helminth species found in D. aurita
were analysed and compared in relation to the type of environment, season and host gender.
Species richness and the structure of the communities in each environment and in the entire
study were also analysed. Seventy three specimens of D. aurita were captured throughout the
study. Fourteen species of helminths were collected, nine of the phylum Nematoda: Trichuris
minuta Rudolphi, 1819, Trichuris didelphis Bibero, 1959, Globocephalus marsupialis Freitas &
Lent, 1936, Heterostrongylus heterostrongylus Travassos, 1925, Travassostrongylus orloffi
Travassos, 1935, Viannaia hamata Travassos, 1914, Aspidodera raillieti Travassos, 1913,
Cruzia tentaculata (Rudolphi, 1819) Travassos (1917) and Turgida turgida (Rudolphi, 1819)
Travassos, 1919; four of the phylum Platyhelminthes (three species of Trematoda: Duboisiella
prolaba Baer, 1938, Brachylaemus advena Dujardin, 1843 and Rhopalias coronatus (Rudolphi,
1819) Stiles & Hassall, 1898, and one of the class Cestoda and one of the phylum
Acanthocephala, Oligacanthorhynchus microcephalus (Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972. Only
4.1% were not infected, and 95.9% were infected with the seven most abundant helminths. The
most abundant species were V. hamata, T. cruzi, C. tentaculata and T. orloffi The nematodes
T. turgida, C. tentaculata and A. raillieti were the most dominant species in the three
environments. The molecular phylogenetic analyses suggested that H. heterostrongylus and
Didelphostrongylus hayesi are closely related. The analysis of the metacommunity structure
indicated a structured pattern as a function of the environmental gradient only when all localities
were pulled together. In both, total infracommunity and total component community levels,
nested structures with random species loss were observed. The phylum Nematoda phylum is
the most importatn phylum of helminth parasites of mammals and was the most representative
phylum with the highest parasitic loads of this study. This study constitutes a new host record
for the species G. marsupialis and T. didelphis, it was the first to analyse the structure of the
helminth communities of the common opossum D. aurita, and pioneer to investigate the
structure of the helminth metacommunity of a Neotropical marsupial.

Keys-words: marsupials, metacommunity, Nematoda, opossum, Trematoda
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1 INTRODUGCAO GERAL

As areas de ambientes naturais remanescentes no Brasil estdo cada vez
mais reduzidas, fragmentadas e isoladas, devido a um continuo processo de
urbanizacdo e avanco humano sobre os habitats originais, que tém resultado
em mudancas nestes habitats (Soulé; Wilcox, 1980; Turner, 1996; Laurance,
1999; Scott et al, 2006). A substituicdo dos habitats naturais por areas
cultivadas, areas de pasto para criacdo de animais de producdo e para
ocupacao humana afetam diretamente a estrutura das comunidades de animais
e vegetais. Entender como as diferentes espécies sao afetadas pelas
mudangas no ambiente pode contribuir para programas de conservagao da
diversidade biolégica (Turner, 1996; Laurance, 1999; Fahrig, 2003; Fischer &
Lindenmayer, 2007).

A ocupacdo humana dos ambientes naturais tem contribuido para que
diversas espécies se comportem como sinantropicas, podendo atuar como
elementos de contato entre os seres humanos e a natureza, podendo
potencialmente trazer para o ambiente urbano, parasitoses e viroses
anteriormente restritas aos ciclos silvestres e até entdo desconhecidas do ser
humano, ou permitir a introducdo um de ciclo de patégenos no ambiente
silvestre originalmente restrito aos seres humanos. Deste modo, as questdes
referentes as alteragdes nos ambientes e a diversidade de espécies tem se
mostrado diretamente relacionadas ao risco de infeccdo de doencas
parasitdrias em humanos. A conservacao da diversidade biolégica tem sido
uma preocupacao global, principalmente pelo crescente disturbio na estrutura e
funcédo dos ecossistemas por agdes antrépicas, o que vem consequentemente
resultando na alteracdo da composi¢ao e abundancia das espécies.

O Estado do Rio de Janeiro apresenta uma grande concentragdo de
espécies de mamiferos (Rocha et al, 2003), sendo que, em diversas
localidades, os animais de médio e grande porte desapareceram
completamente, ou tém populacdes bastante reduzidas, levando as mudancgas
nas interacdes ecololégicas (Cullen et al., 2001), e provavelmente aumentando
a abundancia de espécies generalistas de pequenos mamiferos, e 0 gamba D.

aurita € um exemplo (Fonseca & Robinson, 1990, Moura et al., 2009).



Os estudos de composicao e riqueza de comunidades de parasitos em
populacées de hospedeiros indicam que estes mudam no espaco (Dogiel,
1964; Jiménez et al.,, 2002; Gonzélez et al., 2006). Esta variagcdo tem sido
estudada em trés niveis de estruturas das comunidades: infracomunidade,
comunidade componente e fauna de parasitos (Poulin & Dick, 2007). Nos
mamiferos, a comunidade componente de helmintos é variavel, estando
correlacionada negativamente com a similaridade taxondmica e isolamento
geografico (Pence, 1990; Poulin, 2003; Krasnov et al., 2005).

Poucos estudos tém sido focados na estrutura e variacbes da
comunidade helmintica de marsupiais (Jiménez et al., 2011). No Brasil ha
poucos relatos, observando-se alguns estudos sobre a helmintofauna
(Anderson et al., 1980; 2009; Antunes, 2005; Chagas-Moutinho et al., 2007).
Recentemente, tém sido relatadas algumas descricbes e re-descricdes
taxon6micas de helmintos parasitos de marsupiais (Torres, 2007; Adnet et al.,
2009; Araujo, 2011; Chagas-Moutinho et al., 2014), o que vém subsidiar os
estudos de comunidade de helmintos parasitos.

No campo da parasitologia, tem sido uma preocupacado constante a
identificacdo precisa e o registro de espécies de parasitos em animais
silvestres. A correta identificacdo taxonémica das espécies tem implicacdes
importantes para muitas areas, especialmente nos estudos de inventério da
diversidade de espécies, incluindo conservacao, sistematica, epidemiologia,
filogenia molecular e controle de doencas parasitarias que podem representar
risco para a saude publica e saude animal (Martins et al., 2004).

Parasitos vém sendo identificados, tradicionalmente através de
morfologia e morfometria, (Anderson et al., 2009). Contudo, as limitacbes de
suas caracteristicas morfoldgicas para identificacdo taxonémica e as
dificuldades em se analisar o ciclo de vida completo dos helmintos tém levado
ao uso de técnicas moleculares como uma ferramenta complementar para o
diagnostico das espécies. O uso da microscopia de luz convencionalmente
empregada para a descricdo das espécies tem recentemente recebido
subsidios a partir da utilizagdo da microscopia eletrbnica de varredura,
entretanto poucas sao as espécies estudadas através dessa técnica.

Dentre as 56 espécies de marsupiais brasileiras (Caceres, 2012), os
gambas destacam-se pela sua grande abundéancia e importancia na saude
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publica, uma vez que sdo importantes reservatorios de zoonoses como as
tripanossomiases e leishmanioses (Lima et al., 2012; Xavier et al., 2014). As
constantes perturba¢cées humanas no ambiente fizeram com que a maior parte
das espécies predadoras de gamba desaparecessem, restringindo-se apenas
as areas de grandes reservas, tornando os gambas espécies-chave nas
comunidades animais (Moura et al., 2009). Didelphis aurita é denominada
como a espécie de gamb@ de orelha preta que ocorre na Floresta Atlantica do
Sudeste do Brasil (Cerqueira, 1985; Tribe, 1987; Cerqueira & Lemos, 2000;
Brown, 2004; Gardner, 2007). Apesar da ampla ocorréncia de endoparasitos
em animais silvestres do género Didelphis, a informacao sobre a helmintofauna
é fragmentada. Em 2006, Thatcher fez um levantamento de espécies de
diferentes familias de endoparasitos encontrados em marsupiais brasileiros
agrupando-os de acordo com o respectivo Filo. Sendo assim: o Filo
Platyhelminthes apresenta 11 familias, sendo uma na classe Cestoda e dez na
classe Trematoda. No Filo Nematoda foram relatadas 15 familias enquanto no
Filo Acanthocephala, trés familias. Nos Estados Unidos e Canadé sé ocorre
uma espécie de marsupial, o Didelphis virginiana Kerr, 1792 e para esta
espécie, sdo conhecidas 18 espécies de Trematoda, seis de Cestoda, 29 de
Nematoda e cinco de Acanthocephala, totalizando 58 espécies de helmintos
parasitos (Alden, 1995). No Brasil, existem 15 géneros e 56 espécies de
marsupiais (Rossi et al., 2006; Gardner, 2007; Pavan et al., 2012) para as quais
foram descritas dezoito espécies de Trematoda, quatro de Cestoda, trinta e
cinco de Nematoda e trés de Acanthocephala, totalizando 60 espécies de
helmintos (Thatcher, 2006). Estes dados levantam a necessidade de mais

estudos a fim de se conhecer a diversidade de helmintos para os marsupiais

brasileiros, principalmente em areas de grande importancia ecolégica, como as

Florestas Tropicais.

Os estudos sobre parasitos vém reforcando a necessidade de mais
informagbes sobre a fauna destes animais, uma vez que o conhecimento do
assunto é limitado. Além disso, para diversos taxa conhecidos ou descritos, o
“status” taxondémico permanece incerto, pois 0 numero de especialistas e
revisbes taxondmicas esta aguém da demanda de conhecimento sobre tais

grupos. Tal situagdo, conhecida como déficit Lineano (Brown & Lomolino,



1998), dificulta outros estudos sobre a biologia das espécies, seu papel
ecolégico e evolutivo, prejudicando sobremaneira as iniciativas
conservacionistas.

Mais preocupante é o fato das distribuicbes geograficas conhecidas das
espécies da flora e fauna serem também subdimensionadas (Auricchio &
Saloméo, 2002), ou virtualmente desconhecidas, no caso de espécies raras,
para fins de avaliacdo de “status” de conservagdo (Bonvicino et al., 2002;
Rocha et al, 2003). Analogamente ao déficit Lineano, esta deficiéncia é
definida como déficit Wallaceano (Lomolino et al.,, 2005). Este déficit provém
dos resultantes vazios amostrais mesmo em regidées com um histérico antigo
de ocupacao e pesquisa, como € o caso da regido sudeste do Brasil. Esta
informagdo por si sO justifica a necessidade de mais inventarios pontuais

aplicando metodologias de coleta complementares.

1.2 Referencial teérico

1.2.1 A Mata Atlantica

O bioma Mata Atlantica (Figura 1) se destaca de todas as florestas
tropicais ombréfilas do mundo por sua longa distribuigéo linear, que se estende
ao longo da costa oriental brasileira, pela sua heterogeneidade de habitats
(Caramaschi et al., 2000), pelo seu isolamento de outras florestas ombrofilas
do continente e pelo seu alto grau de fragmentag¢do que a qualificam como um
dos 34 “hotspots” para conservagao (Mittermeier et al., 2005; Ribeiro et al.,
2009). Estas sao caracteristicas importantes para se explicar a alta
diversidade, o endemismo e o atual grau de ameaca dos organismos deste
bioma (Bergallo et al., 2000; Myers et al., 2000).

Atualmente a Mata Atlantica € um dos biomas brasileiros que mais tem
sido afetado pelo desmatamento e sofrido com disturbios devido ao severo
impacto causado pela antropizagcdo por estar situado na regido mais
densamente ocupada pela populagédo brasileira. Apesar de possuir uma area
(43700 Km2) relativamente pequena de remanescentes florestais, o estado do
Rio de Janeiro possui grande diversidade bioldgica e altas taxas de endemismo
para diversos grupos da fauna e flora, e que podem ja estar ameacgadas por
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causa da devastacao e degradacao dos ambientes em que vivem (Rocha et al.,
2003; Scott et al., 2006; Ribeiro et al., 2009; Pimm et al., 2010). Essa riqueza
de espécies provavelmente reflete na alta heterogeneidade de ambientes,
desde restingas até campos de altitude, na existéncia em grande parte de sua
extensdo de relevos acidentados, na disponibilidade de diversos tipos de micro-
habitat umidos encontrados no bioma, o que, ao longo do tempo, deve ter
favorecido sua ocupacdo por espécies com diferentes necessidades
ecoldgicas, dentre outros fatores (Caramaschi et al.,, 2000; Haddad et al.,
2008).

Mata Atlantica em 1500 - Mata Atlantica em 2005 -~
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Figura 1: Limites da Mata Atlantica original e apdés 500 anos de antropizacdo no
Brasil, tendo perdido 815% do seu territério original.  Fonte:
http://mapas.sosma.org.br. Acessado em 14 de junho 2014.

1.3 A fragmentacao e perda de habitat

O processo de perda do habitat original é historico, pois o

desenvolvimento de quase todos os grandes centros urbanos brasileiros desde



o século XVI se deu dentro deste bioma, onde vive cerca de 72% da populacao
brasileira IBGE (2016). O processo intenso de perda do habitat culmina com a
fragmentacdo da paisagem em manchas, que vem reduzindo a éarea e
aumentando o grau de isolamento por matrizes de habitats diferentes das
originais (Andrén, 1996).

A perda e fragmentagdo do habitat associados, impactam diretamente
na riqueza biolégica, alterando os padrées de distribuicdo espacial nas
florestas (Laurance et al., 2000). Extincbes de populacbes em diferentes
escalas, desde espécies que se distribuem em manchas a espécies de rara
ocorréncia, possibilitam a invasdao de espécies exdticas, e isto se agrava em
ambientes rurais (areas cultivadas ou manejo de animais) e urbanos (ocupacao
humana) (Tabarelli et al., 2005). A diminuicdo da riqueza de espécies pela
perda do habitat € pouco conhecida (Chiarello, 2000; Metzger, 2000; Castro &
Fernandez, 2004; Pardini et al., 2005).

1.4 Ecologia parasitaria

A importancia do parasitismo nos estudos ecoldgicos foi negligenciada
durante muito tempo e somente nos ultimos vinte anos sua importancia na
evolucdo dos organismos hospedeiros e na estrutura dos ecossistemas
comegou a ser compreendida (Thomas et al., 2009). O parasitismo pode alterar
os padrdes populacionais das espécies de hospedeiros, a estrutura das
comunidades, as relagdes bioldgicas (ex. competicdo, predagéo), o padrao de
evolucdo dos organismos (ex. especiacao, extingdo), e podem ser
considerados como engenheiros dos ecossistemas (Thomas et al., 2005). Os
parasitos também podem ser determinantes da diversidade de espécies das
comunidades de vida livre e controlar a estabilidade de um ecossistema
através do “efeito cascata” (Thomas et al., 2005), sendo o conhecimento da
diversidade de parasitos de extrema relevancia para a compreensao da
estrutura das comunidades e avaliacao dos efeitos das perturbacdes antrépicas
nos ecossistemas.

Dentre os diversos taxons de parasitos, os helmintos apresentam
caracteristicas biolégicas que tem possibilitado sua utilizagdo como indicadores
de alteragbes ambientais (Gardner & Campbell, 1992). Mudancas ambientais
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podem alterar os parametros biol6gicos destes organismos, resultando em
modificagdes em sua relacdo com as populacdes de hospedeiros (Bush et al.,
2001). Os helmintos sao considerados os organismos metazoarios mais
abundantes (Poulin, 1996). S&o excelentes modelos de estudo para a
investigacdo da interagdo parasito-hospedeiro em ecossistemas naturais e
antropizados (Maldonado JR et al., 2006; Simdes et al., 2010; 2011b; 2012),
dados alguns fatores tais como o seu imenso potencial de dispersao entre as
espécies e ambientes, sua acentuada histoéria evolutiva e capacidade para ser
herdado filogeneticamente e pelo tempo relativamente longo dos ciclos de vida
(Brandao, 2007). Mais da metade das espécies conhecidas no mundo
compreende individuos parasitos (Begon et al., 2007). Consequentemente, o
parasitismo é uma relagao biolégica frequente e nenhuma espécie esta livre de
parasitos (Price, 1980). Além disto, os parasitos podem influenciar individuos,
populacdes de hospedeiros e até mesmo ecossistemas inteiros (Hudson et al.,
2002).

1.5 A familia Didelphidae, GRAY, 1821

Os marsupiais representam um dos trés principais grupos de mamiferos.
Sao importantes componentes da fauna americana com adaptagdes a diversos
tipos de habitat, permitindo-lhes ocupar diferentes nichos ecoldgicos (Streilein,
1982). Desempenham um importante papel ecolégico nos ecossistemas onde
ocorrem, agindo como presas para vertebrados carnivoros, promovendo o
controle populacional de invertebrados e pequenos vertebrados. Em sua
maioria, sdo onivoros e eventualmente frugivoros, além de atuarem como
potenciais dispersores de sementes e ajudarem na polinizagdo (Charles-
Dominique et al, 1981; Ceotto et al, 2009; Abreu et al, 2011). Algumas
espécies do grupo também podem atuar como indicadores bioldgicos no
monitoramento e na avaliacdo da qualidade ambiental, pois certas espécies
apresentam baixa mobilidade e alto grau de endemismo, enquanto outras
espécies sdo ndmades e solitarias (Gentile et al., 2000; Bonvicino et al., 2002).

Apesar da diversidade pré-histérica de marsupiais ter sido alta, no Brasil
(Paula Couto, 1952; Oliveira & Goin, 2006), a familia Didelphidae, &
representada por quatro subfamilias (Glironiinae, Caluromyniae, Hyladelphinae
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e Didelphinae), esta Ultima sendo a Unica pertencente a ordem
Didelphimorphia, que representa o0s marsupiais recentes no continente
americano (Gardner, 2007). Atualmente, €& composta por 95 espécies
distribuidas em 19 géneros, sendo que no Brasil temos registrado 15 géneros e
56 espécies de marsupiais recentes (Rossi et al., 2006; Gardner, 2007; Voss &
Jansa, 2009; Pavan et al., 2012).

1.6 Classificacao taxonomica da espécie Didelphis aurita Segundo
GARDNER, 2007 e VOSS; JANSA, 2009

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Mammalia LINNAEUS, 1758
Ordem: Didelphimorphia GILL, 1872
Familia: Didelphidae GRAY, 1821
Subfamilia: Didelphinae GRAY, 1821
Género: Didelphis LINNAEUS, 1758
Espécie: Didelphis aurita WIED-NEUWIED, 1826 (Figura 2)

Figura 2: O gamba de orelha preta Sulamericano Didelphis aurita. Foto: R. Gentile.



17 O marsupial Didelphis aurita WIED-NEUWIED, 1826
(Didelphimorphia, Didelphidae) gamba de orelha preta

O nome genérico Didelphis foi cunhado por Linnaeus e vem do grego
que significa "Otero duplo", apresenta marsupio externo no “ventre” com o
formato de uma grande bolsa” (Figura 3). O vocdbulo gamba deriva do tupi-
guarani gd’ba ou gaamba, que significa ‘ventre aberto’ ‘mama oca’ teta vazia”,
ou seja, foi o0 modo de reproducdo que chamou a atengcdo dos povos pré-
coloniais (Jansen, 2002), mas € popularmente conhecido no Brasil também
como mucura, micuré, saringué, sarigué, sarigué, sarué, sarigueia, cassaco,
timbu, taibu, tacaca, ticaca e raposa (Emmons & Feer, 1997).

O género Didelphis apresenta cinco espécies sul-americanas: D.
marsupialis Linnaeus, 1758, D. aurita Wied-Neuwied, 1826, D. albiventris Lund,
1840, D. imperfecta Mondolfi & Pérez-Hernandez, 1984 e D. pernigra Allen,
1900 (Cerqueira, 1985). Didelphis aurita foi considerado por muito tempo
conspecifico do gamba de orelha preta do Norte do Brasil, Didelphis
marsupialis Linnaeus 1758. Hoje sabe-se que representam duas espécies
alopatricas, sendo o D. aurita 0 gamba de orelha preta que ocorre na Mata
Atlantica e D. marsupialis 0 gamba de orelha preta que ocorre na regiao
Amazdnica (Figura 4). As outras trés espeécies constituem os gambds de orelha
branca. Na Améria do Norte e parte da América Central encontra-se apenas
uma espécie, D. virginiana Kerr, 1792, que se distribui do Canad4 até a Costa
Rica (Gardner 1973; 1982; 1993).

Ja foram considerados sinénimos para D. aurita: Didelphis azarae
Temminck, 1824; D. marsupialis Wied-Neuwied, 1826; Didelphys azarae: J. A.
Wagner, 1843; Didelphys cancrivora: J. A. Wagner, 1843; Gamba aurita
brasiliensis (Liais, 1872); Didelphys marsupialis aurita: Cope, 1889; D. koseriti
Ihering, 1892; [Didelphys (Marmosa)] koseriti Trouessart, 1898; [Didelphys
(Didelphys) marsupialis] aurita: Trouessart, 1898; D. marsupialis cancrivora:
Bertoni, 1914; [Didelphis (Didelphis)] leucoprymnus Matschie, 1916; D. aurita
Longipilis Mirand-Ribeiro, 1935; D. aurita melanoidis Miranda-Ribeiro, 1935; D.
aurita longigilis Avila-Pires, 1968.

O sin6nimo sénior é Didelphis azarae. Temminck em 1824 aplicou este
nome a esta espécie, dado que a descricdo menciona especificamente orelhas
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pretas. No entanto, o nome tinha sido equivocadamente aplicado a D.
albivrentris por mais de 160 anos desde sua descrigdo. Embora o nome D.
azarae anteceda o nome Didelphis aurita Wied-Neuwied, a confusdo causada
pela sua ma aplicacao resultou no uso do nome D. aurita atualmente (Gardner,
2007).

4 Eo
Pavel Borodin

Figura 3: Filhotes neonatos dentro da bolsa circular denominada marsupio.
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Didelphis aurita ocorre em toda Mata Atlantica (Figura 4), na porcao
leste do Brasil oriental, do litoral leste no estado da Paraiba ao norte do estado
do Rio Grande do Sul, estendendo-se a oeste até o Mato Grosso do Sul,
ocupando ainda o sudeste do Paraguai e a provincia de Missiones, na
Argentina (Cerqueira, 1985; Tribe, 1987; Cerqueira & Lemos, 2000; Brown,
2004; Gardner, 2007; Cerqueira & Tribe, 2008). Didelphis aurita € bastante
comum em toda Mata Atlantica, e em area de transi¢cdo entre biomas, possui
habito noturno e solitario, sendo que o0s machos apresentam grandes
deslocamentos sendo agressivos. As fémeas apresentam deslocamentos
menores que 0s machos, sendo mais residentes (Gentile et al., 2000).

Apresenta habito escansorial, mas predominantemente terrestre e
ocasionalmente arboricola, podendo ser capturado em varios estratos da
vegetacao, escalar arvores, superar obstaculos e nadar (Santori et al., 1995;
Leite et al, 1996; Grelle, 2003;). Ocupa uma grande variedade de habitats,
geralmente, vive em matas préximas a cursos d’agua, abrigando-se em
troncos, em tocos de arvores mortas, entre raizes ou debaixo de folhas secas
(Emmons & Feer, 1997). Sao tolerantes quanto a presenca do ser humano em
areas rurais e antropizadas, estando presente em areas de peridomicilio, sendo
considerado habitat-generalista e frequentemente dominante em comunidades
de pequenos mamiferos de areas perturbadas (Fonseca & Robinson, 1990;
Moura et al., 2009). No estado do Rio de Janeiro, geralmente, sdo encontrados
em todo o territério e todas as microrregides, desde areas isoladas como a llha
Grande, restingas (Cerqueira et al., 1993; Gentile et al., 1995), serras (Gentile
et al., 2004), areas rurais (Gentile et al., 2000; Bonecker et al., 2009), baixadas,
cidades perto das matas, em area de peridomicilio ou periurbanas (Pessba et
al., 2009; Albuquerque et al., 2013).
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Figura 4: Mapa indicando a distribuicdo de Didelphis marsupialis e Didelphis

aurita no Brasil nos diferentes biomas.

Este marsupial é classificado como sendo de pequeno porte, com
comprimento da cabeca e corpo entre 355 e 450 mm, comprimento da cauda
entre 298 e 470 mm e massa corporal entre 670 e 1882 g (Reis et al., 2006).
Apresenta uma listra escura na face e outra sobre os olhos. A orelha é grande,
desprovida de pelos e o pavilhdo auditivo é completamente negro (dai vem o
nome vulgar gamba de orelha preta). Sua coloragdo dorsal poder ser negra ou
grisalha, devido a presenca de pelos-guarda brancos que se sobressaem aos
pelos de cobertura negros. A pelagem ventral € creme-amarelada. A cauda &
preénsil, forte, preta em sua parte basal seguida por um branco-amarelado;

esta coberta de pelos apenas na regidao proxima ao corpo. As fémeas possuem
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marsupio (bolsa) bastante definido, com até 13 tetas. O tempo de gestacao é
de 13 dias e de lactacao é, em média, de 90 a 100 dias (Walker et al., 1964).
Os filhotes passam um periodo de oito a 15 dias no ninho, enquanto a mae
forrageia por comida; o cuidado parental é apenas materno (Shirai, 2008). A
espécie apresenta dimorfismo sexual, sendo os machos maiores que as

fémeas.

Didelphis aurita tem dieta frugivora/onivora de uma maneira oportunista
(Paglia et al., 2012; Casella, 2011), com certa variacao no consumo dos itens,
incluindo na sua dieta pequenos vertebrados (roedores, aves, lagartos,
serpentes, anfibios anuros) e uma grande diversidade de invertebrados (Leite
et al., 1996) (Mollusca, Crustacea, Arachinida, Chilopoda, Diplopoda, Blattariae,
Coleopetera, Isoptera, Hymenoptera, Diptera, Hemiptera, Dermaptera,
Formicidae e Orthoptera). Estes artropodes caracteristicos da fauna de folhico,
e a sua relacdo com a caracteristica de seu micro-habitat indicam que a
quantidade de folhico seja importante para sua alimentacdo (Freitas et al.,
1997). Também alimenta-se de frutos e sementes (Sapindaceae,
Bromeliaceae, Myrtaceae, Araceae, Passifloraceae, Cactaceae e Solenaceae)
(Santori et al.,, 1995; Palma, 1996; Caceres & Monteiro-Filho, 2001; Ceotto et
al., 2009), ovos e em areas antropizadas ataca criagcoes, podendo-se alimentar
também de itens encontrados no lixo doméstico (Santori, 1995). A presenca de
pupas de dipteros nas fezes pode ser um indicador do consumo de carnica
(Santori et al., 1995).

1.8  Didelphis spp. como hospedeiro de zoonoses

O parasitimos é uma associagdo que pode ser harmoniosa ou
desarmoniosa entre dois organimos, caracterizada pela disposi¢cao unilateral de
beneficios. O individuo que depende metabolicamente do outro € o parasita;
aquele que fornece o ambiente para o parasita é o hospedeiro. Dependendo da
localizacdo aonde seja encontrado, os parasitas recebem uma classificacdo
especifica quanto ao seu habitat: quando sdo encontrados nas cavidades
abdominal e toracica, no interior dos sistemas, no interior dos érgaos e tecidos,

estes sdo chamados por endoparasitas ou hemoparasitas e quando sao
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encontrados sobe a superficie corporal externa sdao chamados de
ectoparasitas.

No Brasil, segundo a Lei de Protecdo a Fauna (5197/67) fica proibido o
exercicio da caga profissional, a utilizagdo, matar, perseguigcado, destruicao,
caca ou apanha de espécimes da fauna silvestres, nativos ou em rota
migratéria, sem a devida permisséo, licenga ou autorizagdo da autoridade
competente, o cacador que for capturado responde pela Lei de Crimes
Ambientais Lei (9.605/98), mesmo com uma legislagdo ambiental forte,
juntatamente com uma fiscalizagdo atuante dos 6rgaos de fiscalizador, ainda é
recorrente 0 consumo de carne de cacga por todo o territério, a caca de animais
silvestres nunca deixou de existir no Brasil e € um dos principais fatores que
levam a extincdo de espécies ameacgadas, sendo o género Didelphis spp. um
dos mais consumidos devido sua proximidade com as residéncias, tolerancia a
antropizacao, abundancia e facilidade de sua captura.

Estes animais sdo importantes hospedeiros de zoonoses, pouco se sabe
acerca da distribuicdo geografica no territério nacional das espécies de
helmintos causadores dessas zoonoses destes animais, td40 pouco seus riscos
de transmissdo. Os pequenos mamiferos (marsupiais e roedores) apresentam
endoparasitas importantes para a saude publica, tais como os helmintos:
Schistosoma mansoni, causador da esquistossomose mandnica (Barbosa;
Coelho, 1954), Echinostoma spp., causador de equinostomiase (Antunes,
2005), Trichuris spp., causador da trichuriase (Antunes, 2005), Lagochilascaris
spp. causador da lagochilascariase (Sprent, 1982), Strongyloides spp.
causador da estrongiloidiase (Froes, 1976), Capillaria spp. causador da
capilariase, Ancylostoma spp. causador da ancilostomiase, Necatar spp.
causador da necatoriase, Haemonchus spp. causador da Hemoncose, Ascaris
spp. causador da ascaridiase, Dirofilaria spp. causador da dirofilariose,
Onchocerca causador da oncocercose (Vicente et al., 1997), Gnathostoma spp.
causador da Gnatostomiase (Albuquerque et al., 2007), Amphimerus spp.
causador da opistorquiase, (Thatcher, 2006), Paragonimus spp. causador da
paragonimiose (Thatcher, 2006), Diphyllobothrium spp. causador da
difilobotriase ou esparganose por suas formas larvais (Thatcher, 2006),

Trichinella spp. causadora da trichinose (Thatcher, 2006).
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Os protozoarias apresenta grande importancia nas infecgdes entre os
seres humanos: Trypanosoma cruzi (Lainson, 1979) causador da
tripanossomiase americana, Leishmania chagasi, L. brasiliensis sao agentes
causadores da leishmaniose (Jansen, 2002), Toxoplasma gondii € o causador
da toxoplasmose (Thatcher, 2006), Babesia ernestoi € a causadora da
babesiose (Serra Freire, 1979), Sarcocystis garnhami é uma das causadoras
sarcocistose (Mandour, 1965), Isospora spp. € causador da isosporiase (Volk,
1938), Trichomonas spp. € o causador da Tricomoniase (Henger, Ratcliffe,
1927), Babesia spp. € o0 agente etioldégico causador da babesiose transmitido
por um ectoparasita, mas foi encontrada circulante no sangue de Didelphis
albiventris (Roca-Garcia, 1945).

As bactérias ndao menos importantes também tem sua parcela de
agentes zoonoticos: Salmonella spp. causadora da salmonelose (Pinheiro et
al., 1974), Mycobacterium tuberculosis causador da tuberculose (Taylor;
Burrell, 1968), Borrelia recurrentis causadora da febre recorrente (Dunn; Clark,
1933), Francisella tularensis e Pasteurella multocida sao causadoras da
Tularemia (Francis, 1937; Pucak et al., 1969), Streptococcus spp. causa
endocardite bacteriana (Vakilzadeh et al., 1970), Staphylococcus aureus causa
Infeccbes cuténeas (Thrasher et al, 1971), Proteus mirabilis causa calculo
renal (Thrasher et al., 1970), Leptospira spp. € causadora de leptospirose
(Santa Rosa et al., 1975), Pseudomonas aeruginosa causa infecgdes do trato
urinario, infeccbes no sistema respiratério, infeccées da pele e dos tecidos
moles, infecgbes oftalmoldgicas, infecgdes dsseas e articulares e outras
infeccdes sistémicas, Escherichia coli pode causar infec¢ao urinaria, Klebsiella
spp. pode causar trato wurinario (Thrasher et al, 1971), Bordetella
bronchiseptica pode causar bronquite infecciosa (Switzer et al., 1966), Coxiella
burnetii € a causadora da Febre Q (Derrick, 1944), Rickettsia rickettsii é o
agente etiolégico causador da riquetsiose transmitido por um ectoparasita, mas
foi encontrada circulante no sangue de Didelphis aurita (Dias, Martins, 1939).

As arboviroses nao relatadas nesses animais como sendo importantes,
o animal a partir do qual o agente é obtido pode ser um hospedeiro incidental
que nao esta no ciclo de transmissdo que mantém o virus na natureza. Os

marsupiais provavelmente n&o desempenham papéis importantes como
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reservatério ou bons hospedeiros amplificadores de arboviroses, nao se

revelando uma fonte potencial de infecgéo para a populagao humana.

1.9 Justificativa

Infecgcbes por helmintos de mamiferos, ganharam um maior interesse de
pesquisadores e medicos-veterinarios, devido a maior morbidade e fraca
gravidade clinica que provocam para os animais silvestres (Prestwood, 1977),
sinantropicos (Simdes et al., 2011b), domésticos (Brianti et al., 2012) e de
producdo (Traversa et al., 2014). Seguindo-se o0 conceito de “one world, one
health” (um mundo uma saude) (Cardiff et al., 2008; Osburn et al., 2009), o
conhecimento das espécies de helmintos que parasitam os mamiferos
silvestres é fundamental para se entender a etiologia e o diagnostico das
doencas helminticas do ser humano e de outros animais. Os helmintos de
animais silvestres continuam sendo negligenciados havendo uma caréncia de
investigacées com proposito para avaliar suas distribuicdes geograficas, grau
de especificidade, e grau de ameaga para a saude humana, silvestre, dos
animais de producao e dos animais de companhia.

A ocorréncia de infeccdo humana por helmintos parasitos de animais
silvestres tem sido atribuida ao aumento das areas de interface das populagdes
urbanas ou rurais com areas silvestres onde ocorrem espécies de mamiferos
reservatorios desses agravos, devido ao continuo processo de urbanizacao e
avangco humano sobre as éareas florestais. Apesar de sua importancia para a
saude publica, pouco se sabe acerca da distribuicdo geografica no territério
nacional das espécies de helmintos causadores de zoonoses, assim como
sobre a estrutura das comunidades onde estdo inseridas e seus potenciais de
transmissado. No Brasil, pequenos mamiferos (marsupiais e roedores) ja foram
relatados hospedando helmintos parasitos de carater reconhecidamente
zoondticos.

Os estudos de composicéao e riqueza de comunidades de parasitos em
populacdes de hospedeiros indicam que estes mudam no espaco (Dogiel,
1964; Jiménez et al., 2002; Gonzalez et al, 2006). Hospedeiros com
similaridades em relagdo a sua distribuicdo geogréfica, filogenia, ecologia e
biologia tendem a apresentar comunidades de parasitos mais similares, sendo
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tais caracteristicas capazes de afetar os modos de transmissdo ou
estabelecimento dos parasitos (Pence, 1990; Poulin, 2003; Krasnov et al.,
2005; Krasnov et al., 2010a; 2010b; Poulin, 2010).

De acordo com esta visdo, a saude deve ser vista de maneira integrada
visando prevenir ou controlar a exposicdo a agentes parasitarios potenciais,
atraves de abordagens multidisciplinares envolvendo estudos da biodiversidade
e relacdo das espécies com a saude e o ambiente (Gentile & D’Andrea, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Descrever a composicao de espécies e analisar a estrutura das comunidades de
helmintos do gamba Didelphis aurita da Mata Atlantica nas escalas de infracomunidade
e comunidades componentes, considerando-se trés ambientes, peridomiciliar, silvestre

e rural no Estado do Rio de Janeiro.

2.2  Objetivos especificos:

Identificar as espécies de helmintos encontradas em D. aurita nas trés
areas considerando-se ambientes silvestres, periurbano e rural.

Analisar a estrutura das comunidades nos niveis de infracomunidade e
comunidade componente estimando-se as abundancias, intensidades,
prevaléncias, riquezas e associacao de espécies de helmintos encontradas em
cada ambiente.

Comparar estes parametros parasitologicos obtidos entre os ambientes
estudados.

Analisar a estrutura da metacomunidade de helmintos considerando-se
os trés ambientes estudados.

Comparar os resultados encontrados com a helmintofauna de D. aurita,

D. marsupialis e D. albiventris descritos em literatura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Este trabalho foi feito em trés tipos de ambiente dentro da Mata Atlantica,
sendo eles: periurbano, silvestre e rural (Figuras 5 e 6). O ambiente periurbano
compreendeu areas do Campus Fiocruz da Mata Atlantica (CFMA) na area de
amortecimento do Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB) e a sede Pau-da-
Fome do PEPB, no Municipio do Rio de Janeiro. O ambiente silvestre
compreendeu trés localidades dentro do Parque Nacional da Serra dos Orgaos
(PARNASO), Bonfim, Uricanal e Aguas do Imperador no municipio de
Petropolis. O ambiente rural compreendeu as localidades de Pamparrdo e
Porteira Verde no municipio de Sumidouro. As coletas realizadas no Campus
Fiocruz da Mata Atlantica (CFMA) e PEPB estavam inseridas dentro de um
projeto maior intitulado “Ecologia de populagdes e comunidades de pequenos
mamiferos e seus parasitos no Macico da Pedra Branca e arredores, RJ”
coordenado pela Dra. Rosana Gentile (FIOCRUZ). As coletas realizadas no
PARNASO estavam inseridas dentro de um projeto maior intitulado “Programa
de Pesquisa em Biodiversidade-PPBio Rede BioM.A. Inventérios: Padrdes de
diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves,
anfibios, drosodfilas e parasitos na Mata Atlantica”, coordenado pelo Dr. Rui
Cerqueira (UFRJ).

3.1.1 Ambiente Periurbano — Municipio do Rio de Janeiro

A éarea de estudo desse projeto fica na regido de Jacarepagua, onde se
localiza 0 CFMA, esta ja foi ocupada, anteriormente, por engenhos de cana-de-
acucar e café, e posteriormente apresentou nucleos de ocupacgao territorial,
que se desenvolveram principalmente da confluéncia dos caminhos e em volta
das fazendas, comecando feicdes urbanas com grandes residéncias e
estradas. Em 1912 iniciou-se o processo de implantagdo de uma colénia
psiquiatrica com a desapropriacdo de areas de engenho. Somente na década

de 90 iniciou-se um processo de municipalizagdo desta colbénia, sendo que o
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setor hospitalar, atual IMASJM (Instituto Municipal de Assisténcia a Saude
Juliano Moreira), passou a ser gerido pela Secretaria Municipal de Saude e
uma grande parte do terreno, caracterizado como area de preservagao
ambiental, passou a pertencer a FIOCRUZ.

O CFMA estéa localizado na vertente leste do Maci¢o da Pedra Branca,
sobrepondo-se parcialmente ao Parque Estadual da Pedra Branca acima da
cota de 100 m de altitude. Cerca de 90% da area do CFMA encontram-se
inseridos na bacia hidrografica do Coérrego do Engenho Novo (area total de
5,06 km?), efluente do rio Guerengué, que forma o Arroio Pavuna. Os 10%
restantes da drea do CFMA encontram-se na bacia hidrografica do Rio
Pavuninha.

O Parque Estadual da Pedra Branca esta localizado na Zona Oeste do
municipio do Rio de Janeiro, é a maior floresta urbana do pais, sendo um dos
principais remanescentes do bioma Mata Atlantica no Estado do Rio de
Janeiro. Apresenta uma area de 12.500 hectares, abrangendo os bairros de
Jacarepagua, Vargem Grande, Vargem Pequena, Guaratiba, Campo Grande,
Senador Camara, Bangu e Realengo, ocupando 11% do territério da Cidade do
Rio de Janeiro.

O PEPB constitui um macico montanhoso, com cobertura vegetal tipica de
Mata Atlantica de floresta ombrdéfila densa, também chamada de mata de
encosta, € um tipo de vegetacdo caracterizado como mata perenifélia (ou
sempre verde).

Foram amostradas areas de peridomicilio, de mata perturbada e de mata
preservada proximas as areas urbanas (Tabela 1) (Figura 7). As areas de
peridomicilio situavam-se préximas as residéncias, passando hora por dentro
do quintal dos moradores hora dentro do CFMA e quando no PEPB ocorrendo
o mesmo tipo de situacdo. Os transectos apresentavam pontos com
alagamento no decorrer das trilhas ou até mesmo pequenos corpos d’agua
como no PEPB, sub-bosque aberto na maior parte dos transectos com dossel
variando de 6 a 20 metros, predominancia de arvores de pequeno € médio
porte e relevo variando de plano, pouco inclinado a inclinado. As areas de mata
perturbada localizavam-se em areas de floresta degradadas em processo de
regeneragao e apresentavam alguns pontos alagados, sub-bosque semiaberto
com dossel variando de 6 a 20 metros, predominancia de arvores de grande
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porte com ocorréncia de muitas arvores de médio porte em alguns pontos, e
relevo plano, pouco inclinado a inclinado. As areas de mata preservada
apresentavam sub-bosque semiaberto com dossel de 10 a 40 metros,
predominancia de arvores de médio e grande porte, esta area de coleta foi
estabelecida as margens do Rio Camorim, com distancias entre 15 e 100

metros, o relevo varia de plano a inclinado.

A paisagem geral do CFMA é formada por um mosaico de paisagens,
contendo desde dreas com vegetacdo em avangado estagio de sucessao
ecolégica, passando por estagios intermediarios e iniciais, agricultura, até
areas com urbanizagdo consolidada. O clima da regido é tropical umido ou
superumido, sem estacdo seca, sendo a temperatura média do més mais
quente superior a 18°C. O total das chuvas do més mais seco € superior a 60
mm, com precipitacdes maiores de margo a agosto, ultrapassando o total de
1.500 mm anuais. Nos meses mais quentes (janeiro e fevereiro) a temperatura
€ de 24 a 25°C (Ayoade, 1986).

3.1.2 Ambiente Silvestre - Parque Nacional da Serra dos Orgdos -
Municipio de Petrépolis

O Parque Nacional da Serra dos Orgaos — PARNASO - RJ tem 20.000
mil hectares, esta localizado na regido serrana do Estado, distante cerca de
80 quildmetros da Cidade do Rio de Janeiro, encontrando-se entre os
municipios de Teresépolis, Petrépolis, Magé e Guapimirim. E um dos
principais remanescentes de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro,
internacionalmente reconhecido como Reserva da Biosfera. (RBMA, 1996),
area-chave para a conservacao da biodiversidade no leste brasileiro (Bencke
et al., 2006). A Serra dos Orgdos foi identificada pelo Ministério do Meio
Ambiente como area de extrema importancia biolégica por sua flora, fauna de
vertebrados, invertebrados e fatores abibticos (MMA, 2002). Sua avifauna €&
particularmente importante, representando 65% do total de espécies
endémicas do bioma (Bencke et al. 2006); ainda, o parque abriga um dos
unicos estudos de longo prazo (15 anos) de mamiferos do Brasil (Loretto,

2012) e ocupa posicao central no Corredor Ecol6égico da Serra do Mar (Aguiar
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et al., 2005), definido como uma das areas estratégicas pelo Projeto Parques
e Reservas (MMA, SCA, IBAMA, 2001) e para o Mosaico da Mata Atlantica
Central Fluminense (Costa et al., 2010).
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Figura 5: A localizacdo dos municipios das areas de estudo dentro do mapa
do Estado do Rio de Janeiro: em vermelho Rio de Janeiro, em verde

Petropolis e em azul Sumidouro. Fonte: LABPMR.

O PARNASO situa-se no dominio da Mata Atlantica, localizado na regiao
fitoecologica fluminense classificada como Floresta Ombrofila Densa, as
coberturas florestais variam de acordo com as cotas altimétricas. As coletas
foram feitas entre 800 e 1000m. Entre 500 e 1.500 metros a vegetacao é
classificada como floresta montana. Esta € a formacdo que possui maior
estratificacdo vegetal entre as diferentes fisionomias da Mata Atlantica com
arvores atingem até 40 metros, e o dossel superior encontra-se entre 25 e 30
metros. O estrato arbdreo € dominado por grandes arvores. O estrato herbaceo
€ povoado por begbnias, orquideas, bromélias lianas, samambaias e

gramineas, além de jovens das espécies arbdreas de tamanho semelhante ao
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das espécies herbaceas e arbustivas. O municipio de Petropolis abrange a
maior totalidade da area do Parque, representando cerca de 43% (ICMBIO,
2014). O estudo foi desenvolvido em uma regidao de Floresta Atlantica no
municipio de Petrépolis — RJ, nas localidades de Bonfim, Aguas do Imperador e
Uricanal (Tabela 1) (Figura 8).

As éreas silvestres situavam-se dentro do Parque com no minimo um
quilomento dentro da mata preservada. Os transectos apresentavam pontos
com alagamento no decorrer das trilhas, pequenos corpos d’agua, rios ou eram
em area com auséncia de areas alagadas. O sub-bosque era semiaberto ou
fechado na maior parte dos transectos com dossel variando de 15 a 50 metros,
predominancia de arvores de grande porte com ocorréncia de muitas arvores
de médio porte em alguns pontos relevo variando de plano, pouco inclinado a

muito inclinado.

O clima do PARNASO e entorno é tropical de altitude, com inverno curto
e seco e verdo ameno. A temperatura média do més mais quente € inferior a
22°C (Ayoade, 1986).
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Figura 6: Imagem de satélite indicando das areas de estudo CFMA- periurbano
e Pau-da-Fome- periurbano (seta vermelha); Petropdlis-silvestre, (seta verde) e
Sumidouro-rural (seta azul). Fonte: Google Earth.
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Tabela 1: Localidades de coleta dentro da area de estudo no Estado do Rio de Janeiro.

Localidade Transectos  Municipio Localizacao Tipo de ambiente
CFMA A Rio de Janeiro  22°56'30.11"S e 43°24'31.59"W Periurbano
CFMA B Rio de Janeiro  22°56'28.59"S e 43°24'35.82"W Periurbano
CFMA C Rio de Janeiro  22°56'11.13"S e 43°24'06.65"W Periurbano
CFMA D Rio de Janeiro  22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W Periurbano
CFMA E Rio de Janeiro  22°56'41.40"S e 43°24'56.36"W Periurbano
CFMA F Rio de Janeiro  22°56'47.74"S e 43°14'48.13"W Periurbano
CFMA L Rio de Janeiro  22°56'46.10"S e 43°24'45.87"W Periurbano
CFMA K Rio de Janeiro  22°57'11.02"S e 43°24'37.93"W Periurbano

Pau da Fome G Rio de Janeiro  22°56'31.48"S e 43°26'20.11"W Periurbano
Pau da Fome H Rio de Janeiro  22°55°57.41”S e 43°26'34.14"W Periurbano
Pau da Fome ' Rio de Janeiro  22°56'55.32"S e 43°26'36.66"W Periurbano
Pau da Fome J Rio de Janeiro  22°55'04.85"S e 43°26'21.57"W Periurbano

Pamparrao Ponte Sumidouro 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W Zona rural

Pamparrdo Capim Sumidouro 22°02'02.10”S e 42°38'58.30"W Zona rural

Pamparréo Quintal Sumidouro 22°01'47.03"S e 42°39'13.46"W Zona rural

Porteira Verde Banqueta Sumidouro 22°02'20.57"S e 42°39'23.53"W Zona rural
Porteira Verde Charco Sumidouro  22°02'03.00S e 42°39'43.20"W Zona rural
Encanto Plantagéo Sumidouro 22°00'37.20”S e 42°38'35.90"W Zona rural
Encanto Mata Sumidouro 22°02'43.11”S e 42°37'10.55"W Zona rural
Encanto Pousada Sumidouro 22°02'17.33”S e 42°39'33.00°'W
) A
Aguas do Imperador Petropdlis 22°30'09.46"S e 43°07'12.33"W Silvestre
Aguas do Imperador B Petropolis 22°30'22.00”S e 43°06'50.00” W Silvestre
Aguas do Imperador C Petropolis 22°30°28.41”S e 43°06'24.33"W Silvestre
Uricanal D Petropdlis 22°29'45.44"S e 43°07'24.36"W Silvestre
Uricanal E Petropdlis 22°29'38.24"S e 43°07'06.15"W Silvestre
Uricanal F Petropolis 22°29'19.56"S e 43°07'31.54"W Silvestre
Uricanal G Petropolis 22°29'04.99"S e 43°07'02.50"W Silvestre
Bonfim H Petropolis 22°27°38.8"S e 432 05'35.3" W Silvestre
Bonfim | Petropdlis 22°27'50.53"S e 43°05'17.78"W Silvestre
Bonfim J Petropdlis 22°28'58.51"S e 43°04'50.20"W Silvestre
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Figura 7: Imagem de satélite da area de estudo Campus Fiocruz da Mata Atlantica
e Pau da Fome dentro da zona de amortecimento do Parque Estadual da Pedra
Branca que € caracterizado como mosaico de diferentes habitats, incluindo areas
preservados e perturbadas, florestas e areas de interface entre os ambientes
silvestre e habitacées humanas no perimetro urbano. Fonte: Google Earth.
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Figura 8: Imagem de satélite da area de estudo Parque Nacional da Serra dos
Orgéaos que é caracterizado como mata continua. Fonte: Google Earth.
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3.1.3 Ambiente rural — Municipio de Sumidouro

O municipio de Sumidouro-RJ esta localizado na regidao serrana do
Estado, distante cerca de 160 quildbmetros da Cidade do Rio de Janeiro,
encontrando-se entre os municipios de Nova Friburgo, Duas Barras, Carmo,
Sapucaia, S&o José do Vale do Rio Preto e Teresépolis. Sua altitude média &
de 348 metros acima do nivel do mar, tendo como coordenadas geogréficas
22° 02’ 46” S de Latitude Sul e 42° 41’ 21” de Longitude Oeste, a area total do
municipio é de aproximadamente 395.516 km?, e de acordo com o IBGE
(2016), a populacdo total € de 14900 habitantes, sendo que 87,7% se
encontram na area rural e sua taxa de urbanizacdo € a menor dentre os
municipios do Estado do Rio de Janeiro, cerca de 15,4%. Segundo NIMER
(1979), a regiao apresenta clima mesotérmico-umido, com verao chuvoso e
inverno seco caracterizado por duas estacdes climaticas: uma estagdao quente
e umida de Novembro a Marco, com as mais alta temperaturas em Fevereiro e
outra chuvosa, com periodo mais elevado em Dezembro (temperaturas
normais variam de 23,2 °C até 25,4 °C e chuvas variando entre 269,4mm e
153,5mm), e uma estacdo seca e fria que vai desde de Maio a Outubro com
temperaturas minimas e meses mais secos que se estendem de Julho a
Agosto (temperaturas normais variam entre 18,3 °C e 20,3 °C e Chuvas
variando entre 24,7 mm e 44,2 mm) Dados fornecidos pelo Instituto Nacional
de Meteorologia da estacdao do Carmo).

Desde o inicio do século XIX sua economia se baseia na agropecuaria e
pecuaria. Atualmente, as principais fontes de renda da regido sao basicamente
a agricultura, especialmente o cultivo de hortalicas e a pecuaria da producao de
leite junto a uma cooperativa.

Seu territério ainda tem alguns fragmentos de remanescentes de Mata
Atlantica de Floresta ombroéfila densa, na sua grande maioria no alto das
cadeias de montanhas. A degradacdo promovida pela acao antropogénica
transformou a paisagem em uma matriz de areas agricolas e pastagem, e
fragmentos com poucas arvores emergentes de 25 até 30m de altura. Dentro
dos fragmentos a vegetacdo é densa e arbustiva, composta por samambaias,

arbustos, bromélias, palmeiras, trepadeiras, epifitas e poucas samambaias. O
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estudo foi desenvolvido em areas rurais nas localidades de Porteira Verde e
Pamparréao (Tabela 1) (Figura 9).

As areas rurais situavam-se préximas as residéncias, pastagem, pasto
com animais domésticos de producgdo, plantacbes (legumisonas, hortali¢as),
até chegar a borda de alguns fragmentos de mata, os transectos passavam
dentro desse mosaico, hora acontecendo em apenas um tipo de ambiente
desses ou hora em um ambiente mesclado entre esses diferentes ambientes.
Os transectos apresentavam pontos com alagamento no decorrer das trilhas ou
pequenos corpos d’agua, a maioria era area aberta pertubado, as bordas de
mata apresentavam sub-bosque aberto ou semi aberto com dossel variando de
3 a 15 metros, predominancia de arvores de pequeno e médio porte e relevo
variando de plano, pouco inclinado a inclinado perto.O clima de Sumidouro é
tropical de altitude com inverno seco (com temperaturas inferiores a 18°C) e

verao quente (com temperaturas superiores a 22°C) (Ayoade, 1986).
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Figura 9: Imagem de satélite da area de estudo no municipio de Sumidouro-RJ

caracterizado como zona rural.
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3.2 Captura dos marsupiais

Os marsupiais foram coletados em transectos lineares formados de
acordo com o projeto de pesquisa ou trabalho realizado, na area periurbana, 20
pontos de captura, com espagamento de 15 metros, onde foi colocado 1
armadilha em cada estacdo no chdo, as coletas foram feitas durante cinco
noites consecutivas, na area silvestre e area rural foram 15 pontos de captura,
com espacamento de 20m onde foi colocado 1 armadilha em cada estagao no
chao e mais 3 pontos de captura no sub-bosque a ser decidido na hora da
instalacdo. Cada estacao foi marcada utilizando-se uma fita vermelha (de cetim
ou algum produto compativel) marcada com uma caneta de retroprojetor que
foi fixada usando como suporte algum arbusto ou plantula ou arvore de
preferéncia na altura dos olhos. Entre cada ponto, foi colocado fitas
intermediarias que permitiram sempre visualizar a direcdo a ser seguida até o
proximo ponto, as fitas intermediarias foram identificadas com um né. As
armadilhas, sempre que possivel, estavam abrigadas do sol e chuva. Os
transectos foram identificados por letras e os pontos de captura identificados
por numeros em sequéncia. Os transectos foram abertos com o auxilio do
facdo para realizar o corte na mata/floresta, uma bussola para manter o mais
reto/linear possivel o transecto e a trena para medir a distancias entre os
pontos. As coletas foram feitas durante cinco noites na area rural e dez noites
de captura consecutivas na area silvestre.

As armadilhas utilizadas nos transectos sao do tipo live-trap da marca
Tomahawk® (40,64cm x 12,70cm x 12,70cm), apropriadas para a captura de
animais vivos com até 3Kg. Durante a montagem, todas as armadilhas foram
testadas e verificadas quanto ao seu bom funcionamento.

Em cada armadilha foi colocada uma porcao de isca e a composi¢cao da
mistura e feita de pasta de amendoim, banana, aveia e bacon, (graos, fruto,
farelo, proteina animal), sempre considerando itens que apresentem forte odor
para atracdao dos animais. A isca tem o intuito de ser generalista, abrangendo
os principais habitos alimentares deste animail.

As armadilhas foram vistoriadas diariamente no periodo da manha. Os
profissionais estavam usando os Equipamento de Protecao Individual (EPI). S6

foi permitido a entrada dos profissionais nos transectos no minimo em dupla.
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Caso nenhum animal tivesse sido capturado na armadilha, era observado a
condigc&o da isca para eventual reposi¢éo e o funcionamento do mecanismo de
desarme da armadilha para substituicdo da mesma, caso fosse preciso. A isca
foi necessariamente substituida ou incrementada todos os dias.

Quando era encontrado um animal na armadilha, esta era removida e
em seu lugar colocada uma nova armadilha, com nova isca. O mesmo
procedimento era realizado caso fosse constatado vestigio de presenca de
animal (fezes e urina). Cada armadilha removida com o animal foi identificada
com uma fita crepe contendo a identificagdo da trilha, o ponto de captura e
data. A armadilha foi colocada individualmente em um saco plastico com
capacidade entre 100 litros. Esta foi aberto apenas no momento do manuseio
dos animais na base laboratorial de campo, com o uso de EPI.

O transporte dos animais do campo para base laboratorial foi feito em
veiculo do tipo Pick-up com cabine separada para o transporte dos
pesquisadores onde nao tiveram contato com a carroceria onde ficavam os
animais.

O esforco de captura foi de 4560 armadilhas-noite para o ambiente
periurbano, no ambiente silvestre foi de 2160 armadilhas-noite e na zona rural
foi de 1330 armadilhas-noite, num total de 8050 armadilhas para todo o periodo
estudado.As coletas dos animais foram feitas de acordo com as autorizagdes
do SISBio/ICMBio (numeros das licencas 13373-1; 45839-1 em anexo), do
Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA FIOCRUZ-RJ (niimero da licenca
L — 066/08; L — 049/08 e LW81/12 em anexo), e do Instituto Estadual do
Ambiente-INEA (020/2011 em anexo), seguindo as normas de Biosseguranca
da Fundacdo Oswaldo Cruz (Lemos & D’Andrea, 2014). Os espécimes de
marsupiais foram depositados na colecao do Museu Nacional da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

Todos os animais capturados eram adultos: a faixa etaria foi estimada
através da denticdo completa pela formula P® M* (P = Pré molares- M =
Molares), a dentigcdo superior e inferior dos dois lados, eram observadas, assim
o lado mais desenvolvido prevaleceria (Macedo et al., 2006). O animal mais
leve com a denticdo completa pesou 780 gramas e 0 mais pesado tinha 2900
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gramas, assim como o menor animal mediu 657 milimetros corpo/cauda o

maior animal mediu 860 milimetros corpo/cauda.

Figura 10: Armadilha Tomahawk®do tipo “live-traps”.

3. A eutanasia

Esse protocolo de eutandsia aplica-se para roedores, marsupiais e
demais pequenos mamiferos silvestres e sinantropicos capturados durante os
trabalhos de campo ou referéncia do laboratério de Biologia e Parasitologia de

Mamiferos Silvestres Reservatérios.

A eutanasia dos animais foi realizada pelo veterinario responsavel da
equipe de campo, preferencialmente, por exanguinacao (sangria total) em
anestesia profunda de acordo com as resolugdes em anexo (n? 714/2002;
876/2008 e 1000/2012) do Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV.
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Figura 11: Base latoratorial de campo para processamento das amostras no

Municipio de Sumidouro-RJ.

Os animais foram pesados ainda no saco de pano com balancas
manuais da marca Pesola. O peso do saco foi descontado para o calculo do
peso do animal e ajuste da dose do anestésico. O tempo de permanéncia do
animal dentro do saco de pano foi de cerca de 5 a 10 minutos, que € o tempo
gasto entre sua pesagem, ajuste da dose do anestésico e inicio do efeito da

anestesia.

A anestesia é feita com os animais ainda contidos nos sacos de pano.
Os pesos aferidos na etapa anterior foram utilizados para calculo da dose
adequada. Os protocolos anestésicos incluem Cloridrato de ketamina
(100mg/ml) associado a: (i) Cloridrato de xilazina (20mg/ml) na proporcao 1:1
para os marsupiais. Dose: 0,15ml/100g. Tempo de duragdo: 20-30 minutos,
sendo a manutengéo da anestesia, quando necessario (usualmente ndo é) com

metade da dose inicial.
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No caso de impossibilidade de sua realizacdo (sangria total), foi
realizada inoculagdo intra-cardiaca de Cloridrato de Ketamina, numa super-
dosagem acima de 50 mg/Kg de peso ou injetado Cloreto de Potassio, via intra-
cardiaco, segundo a dosagem Cloreto de Potassio — 2,56 mEqg/Kg (1,91g de
KCIl em 100 ml de &gua destilada), Dosagem Letal: 1 ml/Kg. A sua aplicacao
esta restrita a pequenos mamiferos e aplicavel somente apds anestesia geral
prévia e apos confirmada a auséncia do reflexo corneal (Resolugbes 714/2002;
876/2008 e 1000/2012 do CFMV).
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4 CAPITULO 1

Helmintofauna de Didelphis aurita WIED-NEUWIED, 1826
(Didelphimorphia, Didelphidae), em trés ambientes distintos da Mata
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro
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1 INTRODUCAO

O diagnostico e a identificacdo de parasitos de animais silvestres sao
fundamentais para a compreensdo da estrutura e funcionamento dos
ecossistemas, com implicagdes importantes nos estudos de conservacao,
sistematica, epidemiologia, ecologia e controle de doengas parasitarias. Dentro
do contexto de “Uma Saude”, os parasitos de animais silvestres também
podem representar um risco para a saude humana, saude publica e animal.
Apesar disso, a maioria dos inventérios de biodiversidade n&o consideram os
parasitos em seus estudos.

1.1 Breve historico da helmintologia dos marsupiais do Brasil

Desde do século XIX, os helmintos comeg¢aram a figurar nos trabalhos
de Humboldt (1809). Alguns anos mais tarde, Rudolphi (1819) em sua
publicacdo “Entozoorum synopis”, descreveu varias espécies de helmintos que
sao reconhecidas como espécies validas até hoje. Diesing (1851), no “Systema
Helminthum” incluiu os endoparasitas de marsupiais em seus estudos. Janicki
(1904) descreveu a espécie Cochoristica bivittata, mas em 1946 (Akhumian)
modificou 0 nome do género para Mathevotaenia e Santos (1968) redescreveu
a espécie.

No Brasil, os estudos de Travassos (1913), realizados desde o inicio do
seculo XX até a segunda metade do século XX (1971), ganharam importancia
particularmente no que se refere a diversidade da helmintofauna brasileira dos
marsupiais onde os mesmos estavam parasitados por helmintos dos filos
Acantocefala, Nematoda e Platelmintos. De fato, Travassos foi um dos
primeiros discipulos de Oswaldo Cruz como helmintologista, tendo escrito 181
trabalhos de grande valor cientifico, sendo, com certeza, um dos pesquisadores
brasileiros mais conhecidos no exterior.

Na década de 50 e 60 foram realizados varios trabalhos importantes
como o “Systema Helminthum” de Yamaguti em trés volumes (1958 -
Trematoda, 1959 - Cestoda e 1961 - Nematoda), aumentando

significativamente o niumero de trabalhos publicados para os endoparasitas da
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ordem Didelphimorfia. Travassos, Freitas & Konh (1969) publicaram a revisao
“Trematddeos do Brasil” em um fasciculo Unico das Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, onde incluiram a descricao dos helmintos, os hospedeiros € o
sitio de infecgao.

O Laboratorio de Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto
Oswaldo Cruz da Fundagdo Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, RJ, Brasil, tem
papel fundamental na taxonomia dos helmintos de marsupiais no Brasil. A
equipe de pesquisadores deste laboratério contribuiu com a identificacao de
varias espécies de helmintos destes marsupiais, onde podemos destacar as
seguintes publicacdes: Vicente, 1966; Gomes & Pinto, 1972; Pinto & Gomes,
1976; Gomes, 1977; Pinto & Gomes, 1978; Gomes & Pinto, 1978; Gomes,
1979a; b; Pinto & Gomes, 1980; Vicente & Pinto, 1981; Vicente et al., 1982;
Vicente et al.,, 1987; Santos et al., 1990; Vicente et al., 1997; Noronha et al.,
2001; Noronha et al., 2002; Gomes et al., 2003. Todos estes trabalhos
colaboraram para aumentar o conhecimento sobre a helmintofauna dos
marsupiais brasileiros.

De acordo com Rossi et al. (2006), Gardner (2007) e Pavan et al. (2012),
existem 15 géneros e 56 espécies de marsupiais no Brasil, dos quais apenas
16 espécies ja foram, pelo menos uma vez, encontradas parasitadas por algum
helminto. Apesar disso, sdo conhecidas apenas 88 espécies de helmintos
parasitos de marsupiais do Brasil, havendo poucos relatos da helmintofauna
destes animais. Contudo, recentemente tém sido publicadas descricoes € re-
descricdes taxonémicas de helmintos parasitos de marsupiais (Chagas-
Moutinho et al., 2014; Torres et al., 2015). Dente estes, o género Didelphis é o
mais parasitado por helmintos, apresentando a maior diversidade de espécies.
Os principais fatores que contribuem para este fato sdo sua ampla distribuicao
geografica ocupando todos os grandes biomas (Nowak, 1991; Emmons & Feer,
1997; Gardner, 2007), o habito escansorial, mas predominantemente terrestres
e ocasionalmente arboricolas (Cordero & Nicolas, 1987; Julien-Lafferiere &
Atramentowicz, 1990; Santori et al., 1995; Passamani, 1995; Cherem et al.,
1996; Leite et al., 1996; Passamani, 2000; Cunha & Vieira, 2002; Grelle, 2003;
Loretto & Vieira, 2005), sua dieta, que é composta de pequenos animais
vertebrados e invertebrados. (Cabrera & Yepes, 1960; Santori et al., 1995;
1997; Cherem et al., 1996; Leite et al., 1996; Carvalho et al., 1999; Céaceres &
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Monteiro-Filho, 2001; Cunha & Vieira, 2002; Céceres, 2004; Ceotto et al., 2009;
Casella, 2011), e pelo seu habito sinantropico (Gentile, et al., 2000). Os
gambas também destacam-se pela sua grande abundéancia e importancia na
saude publica, uma vez que sao importantes reservatérios de zoonoses (Xavier
et al., 2014) e estdo presentes em todos os biomas (Martins et al., 2004;
Céceres et al., 2012).

O objetivo deste capitulo foi estudar a helmintofauna e identificar as
espécies de helmintos Trematoda, Cestoda, Nematoda e Acantocephala do
gamba de orelha preta Didelphis aurita Wied-Neuweid, 1826 da Mata Atlantica
considerando-se areas de trés ambientes distintos no Estado do Rio de
Janeiro: ambientes periurbano (Campus Fiocruz da Mata Atlantica, e Parque
Estadual da Pedra Branca, Rio de Janeiro), silvestre (Parque Nacional da Serra

dos Orgaos, Petrépolis) e rural (Porteira Verde e Pamparrdo, Sumidouro).
3 MATERIAL E METODOS
3.1  Métodos de coleta, fixacao e identificacao dos helmintos

A coleta e diagnéstico dos helmintos foram feitos através de pesquisa
nas cavidades toracica e abdominal, no interior dos sistemas, no interior dos
orgaos e tecidos. Foi feito um corte longitudinal no tronco seguindo a linha alba,
pele e musculatura abdominal, no sentido da pelve até o térax parando no
processo xifoide do 0sso externo, para alcangar a cavidade toracica o musculo
diaflagma era cortado e estes érgdos eram retirados. Os animais foram
dissecados, ocorreu a retirada dos 6rgaos, estes foram separados e colocados
em placas de Petri individualizados, onde foram lavados em solucdo salina
(NaCl a 0,85% (tipo de mantenedor)), abertos ou dilacerados, foram
examinados minuciosamente utilizando técnicas especificas desenvolvidas ou
adaptadas para as espécies.

Todos os helmintos recuperados foram reservados em placa de Petri
com solugéo salina (NaCl a 0,85%) individualizados pelo numero de registro,
sitio de localizacdo no hospedeiro. Os exemplares de helmintos com mais de
0,5 milimetros foram observados a vista desarmada e foram transferidos dos

locais nos quais foram encontrados, com o auxilio de pinga ou estilete, para
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placa de Petri ou bandeja com tamanho adequado ao do parasito e contendo
solucgdo fisioldgica e rotulo de identificacdo do hospedeiro e habitat do helminto.
As espécies com tamanho inferior a 0,5 milimetros, em geral, s6 foram
visualizados e coletados com auxilio de microscopio estereoscopico. Apds a
coleta dos parasitas, estes foram limpos com auxilio de um pincel.

O processamento dos helmintos desses animais apresentam muitas
particularidades que devem ser respeitadas, para que os parasitos possam ser
devidamente preparados e 0s seus caracteres taxondmicos que os identificam
sejam preservados para posteriormente serem observados.

Foram utilizados fixadores quimicos para fixar os espécimes de
helmintos: AFA (93 partes de etanol 70%, 5 partes de formol 0,4% e 2 partes
de 4&cido acético 100%), Etanol Absoluto, Alcool Etilico 70% Glacial,
Paraformaldeido, Karnovsky, Glutaraldeido, Millonig.

Os nematéides recolhidos foram fixados em AFA aquecido a 65°C (essa
etapa de fixagdo é chamada de Fisico-Quimica), ocorre a substituicdo da
solugdo fisiologia pelo fixador que é liquido conservador, e alguns espécimes
foram mantidos em etanol para estudos moleculares, parte dos nematoides
foram diafanizados com lactofenol ou é&lcool glicerinado. (Amato et al., 1991).
Para algumas espécies foram efetuados cortes transversais com auxilio de um
microscépio estereoscépico. Os cortes transversais foram montados entre
lamina e laminula, ladeada por duas laminulas a fim de possibilitar uma viséo
transversal da secg¢ao.

Os platelmintos da classe: Trematoda e Cestoda foram retirados do local
em que foram encontrados e transferidos para placa de Petri contendo solucéo
fisiologia, quando destinados a preparacdo de laminas para estudos
morfolégicos, por possuir o corpo achatado dorso/ventral, foram sempre fixados
comprimidos no sentido dorso ventral, entre laminas mantidas Umidas
amarrando-as com barbante ou elastico ou entre lamina e laminula
(dependendo da espessura do parasita foi usado cortes de vidro um sobre o
outro) para distensdo da musculatura. Os platelmintos form comprimidos
imersos na solugdo fixadora, preferencialmente, AFA a frio, onde
permaneceram por aproximadamente 24 horas, foi tomado o cuidado de
manter as laminas na vertical. Para os trematdédeos e os cestddeos é

recomendado o relaxamento muscular, antes da fixagéo, para tanto devem ser
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mantidos em solucao fisiolégica e mortos sob a acao de frio, no refrigerador.
Passado o periodo de fixagdo os parasitos foram retirados das laminas e
mantidos na solucdo conservadora, estas era o proprio AFA ou Alcool Etilico
70% (Amato et al., 1991).

Parte dos dos trematddeos, os cestoides foram corados com Carmim de
Langeron ou com Hematoxilina de Delafield, diferenciados com alcool cloridrico
a 0,5 %, desidratados em série alcodlica crescente, diafanizados em salicilato
de metila e fixados em Béalsamo do Canada com preparacdo permanente
(Amato et al., 1991).

Os Acantocéfalos, alguns foram fixados comprimidos outros nao, o
procedimento foi o0 mesmo dado para trematdédeos e os cestédeos. Os
espécimes foram mortos a frio, em agua destilada, no refrigerador, para
protrairem a probdscide. Os espécimes maiores serdo mortos através do
fixador AFA frio e comprimidos entre laminas para protracdo da probdscide
(Amato et al., 1991).

Algumas espécies dos espécimes foram reservadas pra analise
molecular, sendo colocados em criotubos resfriamento no nitrogénio liquido, ou
eppendorffs para serem resfriado a -20 °C, ou fixados em Etanol Absoluto, ou
Alcool Etilico 70%.

Algumas espécies dos espécimes foram reservadas pra analise
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), fixados AFA, Paraformaldeido,
Karnovsky, Glutaraldeido, e Histologia em Millonig ou Formalina 10%.

Os helmintos encontrados foram armazenados em tubos de vidro e/ou
microtubos de acordo com o 6rgao encontrado e foi dado uma classificacao
prévia (Trematoda, Cestoda, Nematoda ou Acantocefala) até a identificagao
mais especifica, contagem dos espécimes e separagcdo de acordo com 0 Sexo
do helmintos caso nap fossem hermafroditas.

Os tubos receberam uma etiqueta padrao (Ver anexo) contendo as
informacdes referentes a cada espécime coletado como: Numero de LBCE que
€ 0 numero da Ficha de Registro de cada espécie, a data da coleta da amostra,
localizagao por érgao ou sitio, fixador utilizado na fixagdo e conservagao.

As informagdes geradas diariamente durante o periodo da expedicao
foram anotadas individualmente na ficha de Registro de cada espécime que foi
positivo para helminto: Na observagdo constava o grupo zoolégico a qual o
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helminto pertence, o 6rgao ou sitio de localizacao, tipo de fixacado utilizada na
fixacdo e conservagéo dos helmintos.

Os demais espécimes foram montados entre lamina e laminula e
analisados com auxilio de microscépio de luz (Axio Scope.A1 — Zeiss acoplado
a camara digital Axio Cam MRc) para fotomicrografia.

Os aspectos morfoldgicos especificos foram usados na identificagdo dos
espécimes de acordo com Travassos et al. (1937), Yamaguti (1961), Khalil et
al. (1994), Vicente et al. (1997), Gibson et al. (2002) e Jones et al. (2005),
Anderson et al. (2009), além dos artigos de descricdo das espécies
relacionadas.

Todos os helmintos foram identificados no Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatérios do Instituto Oswaldo Cruz

situado na Fundacao Oswaldo Cruz-RJ.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A helmintofauna de Didelphis aurita na mata atlantica

4.1.1 Taxonomia das espécies de nematoides de Didelphis aurita

Espécie: Trichuris minuta Rudolphi, 1819 (Sinonimia: Trichocephalus minuta
Rudolphi, 1819) (Figura 1)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Enoplea
Subclasse: Dorylaimia
Ordem: Trichocephalida
Superfamilia: Trichinelloidea
Familia: Trichuridae Railliet, 1915
Subfamilia: Trichurinae Ransom, 1911

Género: Trichuris Roederer & Wagler, 1761 (Sinonimia:
Trichocephalus Goeze, 1782; Trichocephalos Schrank, 1788; Mastigodes
Zeder, 1800; Buckleyurius Saewar, 1959; Salimia Saewar, 1959; Rudolphia
Sarwar, 1959)

Descricdo geral: Trichuris minuta, corpo robusto, nao filiforme. Abertura
oral simples (Figura 1A); cuticula estriada transversalmente. Nematoides
caracteristicos por apresentarem corpo com duas partes distintas, uma porcao
anterior afilada e outra posterior dilatada a partir da juncdo do eséfago com o
intestino, com anus subterminal (Figura 1B). Apresenta es6fago do tipo
tricuriforme, que é um eséfago glandular e uma fileira de células denominadas
esticécitos, que formam o esticossomo. A porcao posterior abriga os demais
orgaos dos aparelhos digestorio e genital. Machos com a porgcao posterior do
corpo espiralada, espiculo revestido por uma bainha prepucial que se estende
para além da extremidade posterior do corpo, de morfologia cilindrica e
superficie externa recoberta com pequenos espinhos (Figuras 1C e 1D).
Fémeas com a extremidade posterior ligeiramente curvada, nao espiralada.

Vulva esta localizada préxima a jungdo do es6fago com o intestino (Figura 1E).
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Sao oviparas. Utero apresentando ovos com casca castanha, espessa e com

opérculos polares em cada extremidade (Figura 1F).

Resumo taxonémico

Espécie: Trichuris minuta Rudolphi, 1819

Hospedeiros: Didelphis aurita WIED-NEUWIED, 1826

Local de infec¢ao: Intestino Grosso

Quantidade de espécimes encontrados: 122 espécimes (37 machos e
85 fémeas)

Prevaléncia: 16,5% (12 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-54

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 16000).
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca e Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos.

Coordenada: 22°56'18.00"S  43°24'10.13"W e  22°29'04.99"S
43°07'02.50"W

Comentarios: O nematoide Trichuris minuta Rudolphi, 1819 (Sinonimia:
Trichocephalus minuta Rudolphi, 1819) foi descrito como um parasito do
intestino de Didelphis sp. coletado no Brasil. Contudo, desde a redescricao de
T. minuta por Babero (1959) como parasita de Didelphis virginiana no EUA,
nenhum outro relato foi observado para a espécie em D. aurita. Posteriormente,
Silva & Costa (1999) e Antunes (2005) encontraram pela primeira vez T. minuta
parasitando D. albiventris, ampliando a distribuicao geografica e a diversidade

de especies hospedeiras para T. minuta.

41



+——(Ra)

| \ 100 pm

50 um
E el

Figura 1: Microscopia Optica (campo claro) de helmintos adultos de Trichuris
minuta. (A) Regido anterior (Ra). (B) Extremidade posterior da fémea mostrando a
abertura do anus (An). (C) Regido posterior do macho mostrando o espiculo (Ep) e
a bainha prepucial com espinhos (Pc). (D) Detalhe do espiculo (Ep) e da bainha
prepucial ornamentado por espinhos (Pc). (E) Detalhe da vulva (V). (F) Utero com
ovos na regidao media (Ut).
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Espécie: Trichuris didelphis Babero, 1959 (Figura 2)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Enoplea
Subclasse: Dorylaimia
Ordem: Trichocephalida
Superfamilia: Trichinelloidea
Familia: Trichuridae Railliet, 1915
Subfamilia: Trichurinae Ransom, 1911
Género: Trichuris Roederer & Wagler, 1761 (Sinonimia:
Trichocephalus Goeze, 1782; Trichocephalos Schrank, 1788;
Mastigodes Zeder, 1800; Buckleyurius Saewar, 1959; Salimia Saewar,
1959; Rudolphia Sarwar, 1959)

Descricao geral: Trichuris didelphis, corpo robusto, nao filiforme.
Abertura oral simples (Figura 2A), cuticula estriada transversalmente.
Nematoides com corpo dividido em duas partes, caracteristica do género,
sendo uma porg¢do anterior delgada e outra posterior mais dilatada, com anus
subterminal (Figura 2B). A transi¢cdo da por¢cao delgada para porcao dilatada do
corpo ocorre na jungédo do esb6fago e intestino. Na por¢ao anterior encontra-se
o es6fago do tipo tricuriforme e na posterior os demais 6rgaos dos aparelhos
digestério e genital. Machos com a porcao posterior do corpo espiralada. Esta
espécie € caracterizada pelo tamanho do espiculo (Figura 2C). Presenga de
bainha que se estende além da extremidade posterior do corpo (Figura 2C),
formato globular com a superficie externa espinhosa (Figura 2D). Fémeas com
a extremidade posterior ligeiramente curvada, ndo espiralada. Vulva posterior
localizada préxima a juncdo das duas partes do corpo (Figura 2E). Vulva
muscular com ovejetor ligeiramente enrolado (Figura 2E). Ovario na
extremidade posterior do corpo. Utero normalmente inteiramente preenchido
por ovos (Figura 2F). Sdo oviparas. Ovos apresentando ovos com casca

castanha, espessa e com opérculos polares em cada extremidade.

Resumo taxonémico
Espécie: Trichuris didelphis Babero, 1959
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Local de infeccao: Intestino Grosso

Quantidade de espécimes encontrados: 5 espécimes (2 machos e 3
fémeas)

Prevaléncia: 2,7% (2 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-4

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 19444).
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca e Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos.

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W

Comentarios: O Nematéide Trichuris didelphis Babero, 1959 foi
inicialmente descrito como um parasito do intestino grosso de D. virginiana
coletado nos Estados Unidos da América. Contudo, desde a descri¢éo original
de T. didelphis por Babero (1959) em D. virginiana, nenhum outro relato havia
sido observado para D. aurita. Silva & Costa, (1999) e Antunes, (2005)
encontraram pela primeira vez T. didelphis parasitando D. albiventris ampliando
a distribuicdo geografica para a espécie e acrescentando um novo hospedeiro.
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didelphis. (A) Regiao anterior de espécime fémea indicando a abertura oral
(Ao). (B) Extremidade posterior mostrando a abertura do anus (An). (C) Regiao
posterior de espécime macho mostrando o espiculo (Ep) e a dilatagdo terminal
da bainha prepucial em forma globular (Pc). (D) Detalhe da ponta do espiculo
em forma de bissel (Pe) e da bainha prepucial ornamentado por espinhos (Pc).
(E) Abertura da vulva (V) e ovojector (Oj). (F) Utero muscular repleto de ovos
na regiao média do corpo (Ut).
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Espécie: Globocephalus marsupialis Freitas & Lent, 1936 (Figura 3)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Rhabditida
Subordem: Strongylida
Superfamilia: Ancylostomatoidea Chabaud, 1965
Familia: Ancylostomatidae Looss, 1905
Subfamilia: Ancylostomatinae Looss, 1905
Tribo: Globocephalinea Travassos & Vogelsang, 1932
Género: Globocephalus Molin, 1861 (Sinonimia: Cystocephalus Railliet,
1895; Characostomum Railliet, 1902; Crassisoma Alessandrini, 1909;

Raillietostrongylus Lane, 1923)

Descricdo geral: Globocephalus marsupialis, extremidade anterior
curvada dorsalmente. A morfologia da capsula bucal do nematoide é
subglobosa, profunda, infundibular, com uma lanceta dorso-lateral no seu
interior permitindo a caracterizacdo do género (Figura 3A). Abertura oral
circular, terminal e circundada por vérios festdes circulares externos (Figura
3A). Denticdo na margem oral com dois pares de dentes conspicuos (Figura
3A). Esbfago claviforme. Fémeas com a vulva na extremidade anterior do corpo
(Figura 3B). Ramos uterinos blastomerisados assimétricos. Anus na
extremidade posterior e esta terminando afilada (Figura 3C). Ovos grandes e
com casca lisa e hialina. Machos com a bolsa copuladora desenvolvida. Raios
ventrais nascem de um tronco comum, assim como 0s raios laterais. Raio
dorsal bifurcado na extremidade distal, onde cada bifurcacao divide-se em dois
ramos, dos quais o interno é bifido. Espiculos iguais ndo farpados, quitinizados

e gubemé@culo presente (Figura 3D).

Resumo taxonémico

Espécie: Globocephalus marsupialis Freitas & Lent, 1936

Local de infeccao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 35 espécimes (14 machos e
21 fémeas)
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Prevaléncia: 5,5% (4 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-23

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 16000).
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca e Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos.

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W

Comentarios: Freitas & Lent (1936) descreveram Globocephalus
marsupialis como um parasito do intestino delgado do marsupial Metachirops
opossum Temminck, capturado em Petrépolis no estado do Rio de Janeiro,
Brasil, e o incluiram na familia Ancylostomatidae. Ap6s a descri¢ao original de G
marsupialis, a mesma nao foi mais relatada, apesar de varios trabalhos terem
sido realizados descrevendo a helmintofauna de varias espécies de marsupiais
ou de outra espécie de mamiferos no Brasil (Pinto & Gomes, 1976; Gomes,
1984; Silva & Costa, 1999; Gomes et al., 2003; Antunes, 2005; Chagas-
Moutinho et al., 2007; Torres, 2007; Torres et al., 2009; Chagas-Moutinho et al.,
2014; Torres et al., 2015). No mundo, este género é encontrado como parasito
de diversos mamiferos: Globocephalus connorfilli (Lane, 1922) que infecta
Rattus rattus (Hasegawa et al, 1994) e Sus scrofa (Freitas & Lent, 1936);
Globocephalus asmilius (Railliet; Henry & Joyeux, 1913) parasita de primatas
dos géneros Erythrocebus, Cercopithecus, Silenus, Nycticebus (Freitas & Lent,
1936); Globocephalus urosubulatus (Alessandrini, 1909) (Freitas & Lent, 1936;
Vicente et al., 1997), Globocephalus longemucronatus (Molin, 1861) (Freitas &
Lent, 1936; Hartwich, 1986), Globocephalus samoensis (Lane, 1922) (Freitas &
Lent, 1936), Globocephalus sichuanensis (Wu, 1984), Globocephalus
maplestoni (Ortlepp, 1964), Globocephalus amucronatus (Smit & Notosoedero,
1926), Globocephalus versteri (Ortlepp, 1964) e  Globocephalus
madagascariensis (Chanaid, 1966) (Ahn et al., 2015) que infectam Sus scrofa e
Globocephalus macropodis (Yorke & Maplestone, 1926) (Freitas & Lent, 1936)
que infecta o marsupial australiano do género Macropus.
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Figura 3: Microscopia optica de campo claro de espécimes adultos de
Globocephalus marsupialis. (A) Regido anterior da fémea mostrando abertura
oral semiglobosa, circulada por festdes, com uma lanceta dorso-lateral munida
de espinlhos e dois dentes conspicuos na parte anterior da capsula bucal (Lt).
(B) Espécime fémea com a vulva situada na regidao anterior do corpo (Vv). (C)
Regido posterior da fémea terminando afilada com &anus subterminal. (D)
Detalhe da bolsa copulatéria em vista ventral da regido posterior do macho,
raio ventroventral (R2), raio ventrolateral (R3), raio anterolateral (R4), raio
mediolateral (R5), raio posterolateral (R6), raio posterodorsal (R8), raio dorsal
(Rd), raios dorsais (R9) e (R10), detalhe da ponta do raio dorsal bifido,
espiculos (Ep) e gubernaculo (Gb).
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Espécie: Heterostrongylus heterostrongylus Travassos, 1925 (Figura 4)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Rhabditida
Subordem: Strongylida
Superfamilia: Metastrongyloidea Lane, 1917
Familia: Angiostrongylidae Anderson, 1978
Género: Heterostrongylus Travassos, 1925

Descricdao geral: Heterostrongylus heterostrongylus, sao helmintos
pequenos e delicados, apresentam dimorfismo sexual. os espécimes fémeas
sdo maiores e mais robustos do que o macho, ambos apresentam uma linha
lateral longitudinal discreta ao longo do corpo. A extremidade anterior
apresenta estruturas semelhantes em ambos os sexos. A abertura oral &
circular e rodeada por um anel, sem capsula bucal, tendo dois |abios trilobados
robustos, sendo cada lobo com uma papila na margem interna. Apresenta um
par de papilas na borda externa dos labios laterodorsal e lateroventral.
Amphideos localizados externamente em relacdo as papilas laterais. A cuticula
cefalica apresenta-se dobrada, formando um colar cefélico (Figura 4A).
Eséfago curto, claviforme (Figura 4A). Anel nervoso bem desenvolvido, mas
discreto na extremidade anterior na regiao do meio do esb6fago. Poro excretor
que leva a um ducto excretor terminal longo seguido por glandulas
proeminentes na extremidade anterior. Macho com bolsa copuladora pequena,
arredondada, suportada por raios robustos. Lébulo dorsal grande, arredondado,
ovoide, ndo ramificado se destacando dos l6bulos laterais. Raios ventrais
pouco desenvolvidos e curtos. Raios laterais com tronco comum
independentes. Raios externo-laterais bem desenvolvidos e maiores juntos ao
raio dorsal. Raios médios e postero-laterais pequenos se originando dos raios
externo-laterais que também sdo curtos e robustos. Raios externo-dorsais
juntos ao raio dorsal (Figura 4B). Espiculos curtos, robustos, subiguais,
ligeiramente arqueados expandidos até as extremidades distais de forma
irregular (Figura 4B). Gubernaculo presente, bem desenvolvido, com uma
estrutura hialina em forma de calha (Figura 4B). Fémea com a extremidade
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posterior digitiforme com a vulva situada transversalmente com borda saliente
imediatamente anterior a vulva (Figura 4C). Uteros voltados para frente,
ovejector bastante longo e muscular, com esfincter bem desenvolvido perto da
extremidade distal. Ovejector e Uuteros totalmente preenchidos com ovos
grandes, elipticos com a superficie da casca ornamentados por sulcos
longitudinais. Ovos embrionados "in utero" ou com larvas rabditoides de
primeiro estagio com cuticula lisa (Figura 4D). O eséfago, poro excretor, anel
nervoso e primordio genital ndo foram observados. Cauda curvada terminando

em uma ponta afiada. Anus na extremidade caudal.

Resumo taxonémico

Espécie: Heterostrongylus heterostrongylus Travassos, 1925

Local de infeccao: Bronquio e bronquilos Pulmonar

Quantidade de espécimes encontrados: 145 espécimes (54 machos e
91 fémeas)

Prevaléncia: 33 % (23 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-36

Espécimes representativos: CHIOC No: 38319 (depdsito em meio
liquido, LBCE 16000)

Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgédos e Municipio de Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro-RJ regido
serrana.

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W e 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W

Comentarios: O Nematoide Heterostrongylus heterostrongylus
Travassos, 1925 foi descrito como um parasito dos bronquios pulmonares de
Didelphis marsupialis aurita Wied, coletado no municipio de Angra dos Reis,
Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Em 1949, Dougherty dividiu a familia
Metastrongylidae em quatro subfamilias: Metastrongylinae, Filaroidinae,
Pseudaliinae e Protostrongylinae, colocando as espécies Metastrongylus e
Heterostrongylus na nova subfamilia Metastrongylinae devido a semelhancga da
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estrutura labial bem desenvolvida. Skrjabin et al. (1952) criou a subfamilia
Heterostrongylinae dentro da familia Metastrongylidae para Heterostrongylus.
Posteriormente, Anderson et al. (1978) transferiram H. heterostrongylus a
familia Angiostrongylidae, notando afinidades entre este género e
Didelphostrongylus hayesi. Em seguida, Anderson et al. (1980) redescreveram
H. heterostrongylus e compararam através da microscopia de luz com D.
hayesi, distinguindo estas espécies por diferengas na morfologia dos raios da
bolsa copuladora: H. heterostrongylus tem raios robustos, raios laterais
independentes uns dos outros e raios dorsais nao bifurcados, enquanto que D.
hayesi tem raios dorsais bifidos e ténues, raios ventrais e laterais originando de
ramos comuns, e cauda curta e arredondada nas fémeas. Por outro lado,
Anderson et al. (1980) também observaram em ambas as espécies seis labios
bem desenvolvidos e concluiram que estas estruturas sao equivalentes a seis
estruturas oblongas “perityls” encontradas em diversos helmintos pulmonares.
Assim, H. heterostrongylus e D. hayesi foram alocados na familia
Angiostrongylidae (Anderson et al., 2009). Costa-Neto et al. (2016) (Capitulo 2)
observaram através das caracteristicas morfolégicas das estruturas cefalica a
semelhangca de H. heterostrongylus e D. hayesi, bem com labios trilobado
desenvolvido como descrito para Metastrongylus da familia Metastrongylidae.
Por outro lado, outros caracteres morfolégicos observados em H.
heterostrongylus, tais como os padrdes dos raios da bolsa copuladora, a forma
dos espiculos assim como a posi¢cao da abertura anal terminal perto da vulva
em fémeas, confimam a classificacdo de H. heterostrongylus dentro da familia
Angiostrongylidae. Contudo, desde a descricao de H. heterostrongylus nenhum
outro relato foi observado, apesar de alguns trabalhos terem sido publicados
relatando a helmintofauna de espécies de marsupiais (Pinto & Gomes, 1976;
Silva & Costa, 1999; Gomes et al., 2003; Antunes, 2005; Torres et al., 2007;
2009; 2015), tendo sido a redescricao realizada por Anderson et al. (1980)
baseada em espécimes depositados na Colegcdo Helmintolégica do Instituto
Oswaldo Cruz.
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Figura 4: Microscopia Optica (campo claro) de helmintos adultos de

Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Extremidade anterior do macho que mostra o
esofago (Es) e, em detalhe, os labios (Lb) e colar cefélico (Cc). (B) Extremidade
posterior do macho com vista lateral, mostrando gubernaculo (Gb) e espiculo (Ep).
(C) Extremidade posterior da fémea mostrando utero (Ut), ovejetor (Oj), vulva (Vv),
anus (An) e cauda digitiforme (Cd). (D) Ovos.
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Espécie: Travassostrongylus orloffi Travassos, 1935 (Figura 5)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Rhabditida

Subordem: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea
Familia: Viannaiidae Durette-Desset & Chabaud, 1981
Subfamilia: Viannaiinae Neveau-Lemaire, 1934
Género: Travassostrongylus Orloff, 1933 (Sinonimia:

Camerostrongylus Wolfgang, 1951)

Descricdao geral: Travassostrongylus orloffi, apresentam extremidade
anterior com dilatacao cuticular (Figura 5A). Cuticula com estriagdo transversal
e cristas longitudinais. Papilas cervicais nao aparentes. Dilatagdo cefdlica
presente. Boca com papilas muito reduzidas e capsula bucal rudimentar. Poro
excretor e anel nervoso presente. Eséfago claviforme (Figura 5A). Fémeas com
a vulva situada na metade posterior do corpo, sem a presenca de saliéncia
cuticular ou labios. Aparelho genital do tipo anfidelfo. Ovejetor bem
desenvolvido, pequeno e bem musculoso. Uteros divergentes. Ovos de casca
fina. Extremidade posterior conica e terminando por ponta fina. Anus na
extremidade posterior (Figura 5B). Machos com bolsa ampla, constituida por
I6bulos laterais muito desenvolvidos e apresentando um espessamento
cuticular estriado, situado na area entre o raio ventroventral e lateral médio.
Lébulo posterior muito pequeno. Membrana bursal acessoria ausente. Papilas
pré-bursais muito reduzidas. Bolsa copuladora com raios ventrais e laterais
subiguais. Raios ventrais pouco divergentes e atingindo a margem da bolsa
copuladora; raios laterais divergentes desde a base com o raio lateroventral
divergindo do laterolateral em angulo obtuso, terminando em papila cercada de
espessamento cuticular; raio laterolateral dirigido para tras e terminando na
margem da bolsa copuladora; raio lateroposterior divergindo do lateral médio
em angulo agudo e dirigido posteriormente terminando préximo a margem da
bolsa; raios ventrais e laterais apresentam espessura aproximadamente igual;

raio dorsal externo nascendo junto a base do tronco dorsal, mais curto e mais
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delgado que o lateral posterior e paralelo a ele, ndo atinge a margem da bolsa
copuladora; raio dorsal pequeno bifurcando na porgédo distal em raios muito
delgados de ponta bifida (Figura 5C). Espiculos subiguais, complexos
terminando em ponta bifida reunidas por uma membrana hialina. Gubernaculo

presente, alongado. Telamon presente, cénico.

Resumo taxonémico

Espécie: Travassostrongylus orloffi Travassos, 1935

Local de infec¢ao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 1065 espécimes (402 machos
e 663 fémeas)

Prevaléncia: 55% (38 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-163

Espécimes representativos: (depdsito em meio liquido, LBCE 16000)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgéos e Municipio de Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro-RJ, regido
serrana.

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W e 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W

Comentarios: O nematoide Travassostrongylus orloffi Travassos, 1935
foi descrito como um parasito do intestino delgado de Didelphis marsupialis
aurita Wied, coletado na localidade de Manguinhos no Municipio de Rio de
Janeiro, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Contudo, desde a descricao de T.
orloffi nenhum outro relato foi observado para D. aurita, apesar de alguns
trabalhos terem sido publicados relatando a helmintofauna de espécies de
marsupiais (Pinto & Gomes, 1976; Gomes et al., 2003; Torres, 2007; Torres et
al.,, 2007; 2009; 2015). Entretanto, foi relatado por Silva & Costa, 1999 e
Antunes, 2005 a ampliagdo da distribuigdo geografica para T. orloffi, incluindo a
cidade de Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais e a cidade de Pelotas no
Estado do Rio grande do Sul com o parasitismo de um novo hospedeiro, 0

marsupial D. albiventris.
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Figura 5: Microscopia o6ptica (campo claro) de espécimes adultos de
Travassostrongylus orloffi. (A) Regido anterior de espécime macho mostrando
a capsula cefalica (Cp) e es6fago claviforme (Es). (B) Extremidade posterior da
fémea indicando o anus (An) e cauda conica digitiforme (Cc). (C) Regiao
posterior do macho mostrando bolsa copuladora (Bc), raio dorsal (Db), raio
ventroventral (R2), raio ventrolateral (R3), raio anterolateral (R4), raio
mediolateral (R5), raio posterolateral (R6), raio posterodorsal (R8), raios
dorsais (R9) e (R10), detalhe da ponta do raio dorsal bifido, espiculos (Ep) e
gubernaculo (Gb).

55



Espécie: Viannaia hamata Travassos, 1914 (Sinonimia: Viannaia
(Viannaia) hamata Schulz, 1926) (Figura 6)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Rhabditida

Subordem: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea
Familia: Viannaiidae Durette-Desset & Chabaud, 1981
Subfamilia: Viannaiinae Neveau-Lemaire, 1934
Género: Viannaia  Travassos, 1914 (Sinonimia:

Philostrongylus Wolfgang, 1951)

Descricdao geral: Viannaia hamata, corpo fortemente enrolado em
espiral. Cuticula entumescida, com ligeira estriacdo transversal e cristas
longitudinais (quando existem linhas longitudinais estas s&o reduzidas a face
ventral e rudimentares, apenas aparentes na cuticula distendida). Extremidade
anterior com dilatagéo cuticular desenvolvida e separada do resto do corpo por
um estrangulamento anular (Figura 6A). Machos com bolsa copuladora muito
desenvolvida, de Iébulos laterais ligeiramente assimétricos e de |6bulo dorsal
muito desenvolvido (Figura 6B). Papilas pré-bursais muito longas e delgadas.
Cone genital muito desenvolvido e sem armadura quitinosa. Bolsa copuladora
com raios ventrais contiguos até a metade proximal e pouco divergentes na
porcao distal do raio. Raio ventrolateral mais longo que os outros, isolado
desde a origem e quase atingindo a margem bursal. Raios laterolateral e
laterodorsal com curto tronco comum e pouco divergentes. Raios dorsais com
curto tronco comum. Raio dorsal bifurcado no terco distal em ramos
dicotomizados sendo que o raio dorsal externo ndo atinge a margem bursal
(Figura 6B). Espiculos delgados e curtos (Figura 6B). Gubernaculo presente.
Fémeas com a vulva anterior ao anus (Figura 6C). Aparelho reprodutor
simples. Ovejetor musculoso (Figuras 6C e 6D). Ovos relativamente grandes e
pouco numerosos (Figura 6D). Extremidade posterior dilatada ao nivel das
aberturas genital e anal e atenuando-se bruscamente numa cauda curvada,

delgada e conica.
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Resumo taxonémico

Espécie: Viannaia hamata Travassos, 1914

Local de infec¢ao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 5679 espécimes (1620
machos e 4059 fémeas)

Prevaléncia: 55% (40 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢cao: (minimo-maximo): 1-1839

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 16000)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca e Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W

Comentarios: O Nematoide Viannaia hamata foi descrito como um
parasito do intestino delgado de Didelphis (Didelphis) aurita Wied, foi coletado
na localidade de Manguinhos no municipio de Rio de Janeiro, Estado do Rio de
Janeiro, Brasil. Contudo, desde a descricdo original de V. hamata apenas
Freitas & Lent (1935) e Gomes et al. (2003) haviam observado este helminto
para D. aurita da colecao helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz. Apesar de
alguns trabalhos terem sido publicados relatando a helmintofauna de espécies
de marsupiais, estes helmintos ndo haviam sido encontrados (Pinto & Gomes,
1976; Torres, 2007; Torres et al., 2007; 2009; 2015). Recentemente, Silva &
Costa (1999) em Belo Horizonte-MG e Antunes (2005) em Pelotas-RS
relataram que houve ampliagdo na distribuicdo de T. orloffi, assim como a

ocorréncia de um novo hospedeiro, sendo este o marsupial D. albiventris.

57



(®))

100 pm
= |

Figura 6: Microscopia Optica (campo claro) de espécimes adultos de Viannaia
hamata. (A) Regiao anterior, mostrando a capsula cefalica (Cp) e eséfago
claviforme (Es). (B) Regiao posterior do macho mostrando bolsa copuladora (Bc),
espiculos (Ep), raio ventroventral (R2), raio ventrolateral (R3), raio anterolateral
(R4), raio mediolateral (R5), raio posterolateral (R6), raio posterodorsal (R8), e
raios dorsais (Rd), (R9) e (R10). (C) e (D) Extremidade posterior da fémea
mostrando utero muscular (Ut) com os ovos (Ov), ovejector muscular (Oj), abertura
da vulva (Vv) e anus (An).
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Espécie: Aspidodera raillieti Travassos, 1913 (Figura 7)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Ascaridida
Superfamilia: Heterakoidea
Familia: Aspidoderidae (Freitas, 1956) Skrjabin & Schikhobalova,
1947
Subfamilia: Aspidoderinae Skrjabin & Schikhobalova, 1947
Género: Aspidodera Railliet & Henry, 1912 (Sinonimia:
Sexansodera Skrjabin & Schikhobalova, 1947)

Descricao geral: Aspidodera raillieti apresenta machos e fémeas com
distinto dimorfismo sexual, porém com extremidade anterior semelhante, corpo
nao muito alongado com cuticula estriada transversalmente. Extremidade
anterior do corpo com dilatagdo cuticular em forma de coifa, apresentando
corddes cefalicos que descrevem seis alcas de convexidade, anastomosados
anteriormente, formando duas curvaturas de convexidade anterior em cada
labio (Figura 7A). A boca com trés labios: dois lateroventrais que apresentam
um anfidio posterior e paralelamente um par de papilas, e um labio dorsal que
nao apresenta papila nem anfideo, assim formando o vestibulo oral. O eséfago
delgado com bulbo posterior (Figura 7A), o anel nervoso e o0 poro excretor
estao localizados aproximadamente na parte média do es6fago na extremidade
anterior (Figura 7A). Os machos nao possuem asa caudal, tém extremidade
posterior conica com um espinho curto ao final do corpo, apresentando uma
ventosa pré-cloacal circular de bordos espessos (Figura 7B). Papilas em
grande numero, treze pares de papilas caudais sésseis sendo assim
distribuidas: cinco pares pré-anais, um par adanal e sete pares pos-cloacais.
Espiculos iguais, longos, bastante quitinizados, com a extremidade proximal
terminando em formato de bissel, com presenca de gubernaculo (Figura 7B).
As fémeas sdo oviparas e anfidelfas com vulva situada no terco anterior,
aproximando-se bastante do meio do corpo, em forma de fenda transversal e

ovos elipsdides de casca espessa, lisa e ndo embrionados no utero (Figura
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7C). Ovarios descrevendo alcas para frente e para tras e extremidade posterior

em formato cénico com anus (Figura 7D).

Resumo taxonémico

Espécie: Aspidodera raillieti Travassos, 1913

Local de infec¢ao: Intestino Grosso

Quantidade de espécimes encontrados: 1268 espécimes (543 machos
e 725 fémeas)

Prevaléncia: 77% (55 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 2-308

Espécimes representativos: (depdsito em meio liquido, LBCE 17666)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos e Municipio de Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro-RJ regido
serrana do Estado

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W e 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W

Comentarios: Segundo Anderson et al. (2009), a superfamilia
Heterekoidea possui trés familias: Heterakidae Railliet & Henry, 1912,
Ascaridiidae Travassos, 1919, Aspidoderidae Skrjabin & Schikhobalova, 1947;
a familia Aspidoderidae apresenta duas subfamilias: Lauroinae Skrjabin &
Schikhobalova, 1951 e Aspidoderinae Skrjabin & Schikhobalova, 1947, esta
Ultima é constituida por dois géneros: Ansiruptodera Skrjabin & Schikhobalova,
1947 e Aspidodera Skrjabin & Schikhobalova, 1947. No Brasil existem nove
espécies pertencentes ao género Aspidodera que parasitam marsupiais,
roedores e xenarthra (Santos et al., 1990; Vicente et al, 1997; Chagas-
Mountinho et al. (2014), dentre elas Aspidodera ansirupta Proenca, 1937,
Aspidodera binansata Railliet & Henry, 1913, Aspidodera fasciata (Schneider,
1866) Railliet & Henry, 1913, Aspidodera lacombeae Vicente, 1964, Aspidodera
raillieti Travassos, 1913, Aspidodera scoleciformis (Diesing, 1851) Railliet &
Henry, 1912, Aspidodera subulata (Molin, 1860) Railliet & Henry, 1912,
Aspidodera vazi Proenga, 1937, Aspidodera lanfredi Chagas-Mountinho et al.

60



(2014). No Brasil existem nove espécies, apenas A. raillieti, A. subulata e A.
lanfredi foram encontradas parasitando os marsupiais brasileiros do género
Didelphis (Santos et al., 1990; Vicente et al., 1997; Chagas-Mountinho et al.,
2007; 2014).
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Figura 7: Microscopia Optica (campo claro) de helmintos adultos de Aspidodera
raillieti. (A) Visao anterior mostrando: corddes cefalicos (Cc), poro excretor (Pe) e
esofago (Es). (B) Regido posterior do macho mostrando espiculos (Ep), gubernaculo
(Gb), ventosa (Vt) e cloaca (Cl). (C) Detalhe da regidao posterior da fémea
terminando afilada e mostrando anus. (D) Detalhe do utero da fémea (Ut), da vulva
(Vv) e ovos (Ov).
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Espécie: Cruzia tentaculata (Rudolphi, 1819) Travassos (1922 (1917 ta
errado)), (Sinonimia: Ascaris tentaculata Rudolphi, 1819; Oxysoma tentaculata
Schneider, 1866) (Figura 8)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Ascaridida
Superfamilia: Cosmocercoidea
Familia: Kathlaniidae Travassos, 1918
Subfamilia: Cruziinae Ortlepp, 1924
Género: Cruzia (Sinonimia: Neocruzia, Yamaguti, 1961)

Travassos, (1917)

Descricao geral: Cruzia tentaculata, apresentam machos e fémeas com
distinto dimorfismo sexual, porém com a extremidade anterior semelhante. Na
parte anterior possui abertura oral “Boca” cercada por trés labios
subtriangulares (Figura 8A), um labio dorsal com um par de papilas laterais e
dois labios latero-ventrais com uma papila e um anfideo em cada um dos
labios. Pequenos dentes localizados nos trés labios (Figura 8A), faringe com
trés fileiras de ganchos longitudinais e trés estruturas truncadas em forma de
dente em sua base (Figura 8A). O eséfago € longo (Figura 8A), cilindrico,
alargado posteriormente, e apresenta uma pequena dilatacdo pré-bulbar,
seguido por um bulbo bem desenvolvido contendo valvulas, o anel nervoso
esta localizado no final do primeiro quarto do eséfago, e o0 poro excretor
presente (Figura 8A). O diverticulo intestinal € projetado para a regidao anterior
ultrapassando o bulbo esofagiano, e o intestino tem ceco anterior. Fémeas com
abertura vulvar situada no terco médio do corpo (Figura 8B) e apresentando um
par de papilas em sua lateral. O Utero € anfidelfo e apresenta-se repleto de
ovos nas fémeas gravidas (Figura 8B). Oviparas. Os ovos sao relativamente
grandes, com casca espessa e rugosa, embrionados quando eliminados. A
regido posterior das fémeas € afilada em forma cbnica, nela esta presente a
abertura anal (Figura 8C). Machos com a regido posterior ventralmente
curvada, a abertura da cloaca esta na extremidade caudal, torna-se mais fina,

de forma cilindrica e termina em ponta aguda (Figura 8D). Possui uma papila
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sobre o labio, e nota-se também uma discreta asa caudal. A regido caudal
possui 10 pares de papilas laterais, sendo trés pares equidistantes sobre a asa
caudal, trés pares de papilas ad-cloacais e quatro pés-cloacais. O gubernaculo
tem forma triangular, os espiculos sao similares alados, longos e céncavos e
transversalmente apresentam aspecto poroso e um canal ao longo da porgao
dorsal (Figura 8D).

Resumo taxonémico

Espécie: Cruzia tentaculata (Rudolphi, 1819) Travassos (1917)

Local de infeccao: Intestino Grosso

Quantidade de espécimes encontrados: 3660 espécimes (1539
machos e 2121 fémeas)

Prevaléncia: 77% (56 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 2-509

Espécimes representativos: (depdsito em meio liquido, LBCE 16000)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropdlis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos e Municipio de Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro-RJ regido
serrana do Estado

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W e 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W

Comentarios: A superfamilia Cosmocercoidea, apresenta trés familias:
Atractidae Travassos, 1919, Kathlaniidae, Travassos 1918 e Cosmocercidae
Travassos, 1925 (Vicente et al, 1997; Anderson et al., 2009). A familia
Kathlaniidae, esta dividida em trés subfamilias: Kathlaniinae Lane, 1914,
Oxyascaridinae Freitas, 1958 e Cruziinae Ortlepp, 1924. Esta ultima apresenta
apenas um género: Cruzia Travassos, 1918, atrelando a duas espécies
assinaladas no Brasil: Cruzia brasiliensis Costa, 1965 e Cruzia tentaculata
(Rudolphi, 1819) Travassos, 1922. De acordo com Travassos, 1922 a espécie
tipo é C. tentaculata, sendo que no Brasil foram assinaladas as seguintes
espécies: C. brasiliensis parasitando Sus domesticus, sendo sua localizagao no
intestino grosso do respectivo hospedeiro; e C. tentaculata que parasita o
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intestino grosso dos marsupiais Philander opossum Linnaeus, 1758, Didelphis
aurita, Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758 e Metachirus nudicaudus E.
Geoffroy, 1803. Em 2009 Adnet et al. redescreveram C. tentaculata por
microscopia eletrénica de varredura, onde estabeleceram o numero de papilas
caudais (dez pares de papilas tipo botdo, simetricamente localizadas ventro-
lateralmente), bem como uma unica papila média cloacal anterior e quatro pares
de papilas pés- cloacais, a partir de diagnéstico caracteristico desta espécie.
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Figura 8: Microscopia éptica (campo claro) de helmintos adultos de Cruzia
tentaculata. (A) Visao lateral da regiao anterior com trés labios (Lb), es6fago
(Es), denticulos (Dt) e poro excretor (Pe). (B) Detalhe da vulva (Vv) e Ovo
uterino (Ov). (C) Regiao posterior da fémea com detalhe do anus (An). (D)
Visao lateral da parte posterior do macho com detalhe de uma papila (Pp),
cloaca (Cl), gubernaculo (Gb) e espiculos (Ep).
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Espécie Turgida turgida (Rudolphi, 1819) Travassos, 1919 (Sinonimia:
Physaloptera turgida Rudolphi, 1819; Spiroptera turgida Dujardin, 1845;
Physaloptera didelphidis virginiana Leidy, 1851) (Figura 9)

Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Chromadorea
Ordem: Spirurida
Superfamilia: Physalopteroidea
Familia: Physalopteridae Leiper, 1908
Subfamilia: Physalopterinae Railliet, 1893
Género: Turgida (Travassos, 1919) Schulz, 1927

Descricdo geral: Turgida turgida, sao helmintos grandes com
dimorfismo sexual. A extremidade anterior € gradualmente cénica tanto nos
machos quanto nas fémeas. O corpo apresenta cuticula com estriacao
transversal. Boca composta por dois fortes labios triangulares fundidos que sé&o
achatados sobre a parte interior, providos de quatro papilas na face externa
(Figuras 9A e 9B). Apresenta trés pequenos dentes no apice na margem
interna de cada labio, sendo o dente externo trifurcado e cercado por um anel
cuticular que funciona como ventosa (Figuras 9A e 9B), ainda na parte anterior
observa-se a faringe (Figura 9A) e anfideos (Figura 9B). Nas fémeas a vulva
fica perto da extremidade anterior na parte média ou posterior do corpo. O anus
€ subterminal (Figura 9C). Ovejetor constituido por uma vagina claviforme de
onde partem de nove a onze vestibulos que dao origem a igual numero de
Uteros e ovarios. Os ovos possuem formato de conchas suaves e grossas,
cada uma contendo uma larva de primeiro estagio (Figura 9D). Os machos
possuem espiculos subiguais pequenos e pouco quitinizados. Na extremidade
posterior, os machos apresentam fasmideos e amplas asas (Figura 9E),
formando dobras que sédo sustentadas por quatro pares de papilas fortemente
pedunculadas situadas lateralmente (Figura 9F). A regido pericloacal é
revestida exteriormente por formagdes cuticulares salientes, escamadas ou em
cristas. A superficie ventral da cauda possui vinte e uma papilas, quatro pares
de papilas pedunculadas (Figura 9F), 13 papilas sésseis que sao dividias em
pré-cloacais e pos-cloacais.
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Resumo taxonémico

Espécie Turgida turgida (Rudolphi, 1819) Travassos, 1919

Local de infeccao: Estdmago

Quantidade de espécimes encontrados: 615 espécimes (301 machos e
314 fémeas)

Prevaléncia: 75% (55 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-84

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 16000)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos e Municipio de Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro-RJ regido
serrana do Estado

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W e 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W

Comentarios: O Nematoide Turgida turgida (Rudolphi, 1819)
Travassos, 1919 (Sinonimia: Physaloptera turgida Rudolphi, 1819; Spiroptera
turgida Dujardin, 1845; Physaloptera didelphidis virginiana Leidy, 1851) foi
descrito como um parasito do intestino delgado de Didelphis (Didelphis) aurita
Wied, foi coletado na localidade de Manguinhos no municipio de Rio de
Janeiro, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Travassos em 1920 estudou as
espécies do género Turgida Schulz, 1931 referindo-se como parasito de
gambas brasileiros com altas prevaléncias que provalmente poderia ser
observado no Brasil todo a partir dos seus achados. Segundo Anderson et al.
(2009) a superfamilia Physalopteroidea, do ponto de vista da sistemética, néo
difere substancialmente de autor para autor. A familia Physalopteridae, Leiper,
1908, estda dividida em trés subfamilias: Thubunaeinae, Proleptinae e
Physalopterinae Railliet, 1893. Na subfamilia Physalopterinae tem-se os
géneros Physaloptera Rudolphi, 1819 e Turgida Travassos, 1919. Turgida
turgida € um parasito comum do estdbmago de marsupiais do novo mundo. A
denticdo cefalica em sua grande maioria, € considerada como um caracter

valioso para taxonomia, pois apresenta um duplo par de dentes submedianos
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presente em cada pseudolabio. Os ovos podem ficar viaveis por longos
periodos no ambiente dadas as condigdes de umidade adequadas. Alicata
(1937) foi o primeiro a mostrar que os ovos de T. turgida eclodem em baratas
(Blattella germanica) e as larvas desenvolvem-se em capsulas no intestino dos

insetos.
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Figura 9: Microscopia 6ptica (campo claro) de helmintos adultos de Turgida turgida.
(A) Regiao anterior mostrando as papilas (Pp), denticulos (Dt), colar cefalico (Cc) e
faringe (Fg). (B) Detalhes da regiao anterior mostrando papilas (Pp), denticulos (Dt)
e anfideo (Af). (C) Regiao posterior de uma fémea mostrando o anus. (D) Ovos
uterinos. (E) e (F) Regido posterior de um macho, em detalhes a bolsa mostrando
papilas (Pp), papilas penduculadas (Pd) e fasmideo (Fs).
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4.1.2 Taxonomia das espécies de platelmintos de Didelphis aurita
Espécie Duboisiella proloba Baer, 1938 (Figura 10)

Filo: Platyhelminthes
Classe: Trematoda Rudolphi, 1808
Subclasse: Digenea Carus, 1863
Ordem: Strigeidida
Superfamilia: Diplostomoidea Poirier, 1886
Familia: Strigeidae Railliet, 1919
Subfamilia: Duboisiellinae Baer, 1938
Género: Duboisiella Baer, 1938

Descricao geral: Duboisiella proloba apresenta corpo longo, cilindrico ou
claviforme, ndo claramente dividido em anterior e posterior, ligeiramente
recurvado dorsalmente, com extremidade anterior tubular, com cavidade longa
que se estende até o testiculo anterior. A extremidade da cavidade delimita o
corpo posterior curto e a extremidade posterior menor é fusiforme (Figura 10A).
Glandula vitelinas distribuidas lateralmente no meio do corpo (Figura 10A).
Orgao tribocitico grande, para retencéo, situado na extremidade proximal da
cavidade do corpo, estendendo-se da ventosa oral até ovario (Figura 10B). A
ventosa oral subterminal apresenta esfincter posterior (Figura 10C), ventosa
ventral rudimentar, visivel apenas em secles, faringe grande e volumosa
(Figura 10C), esobfago curto, cecos intestinais que se prolongam até a
extremidade posterior (Figura 10A). Vesicula seminal tubular com extremidade
proximal alargada, seguida de canal ejaculador muito desenvolvido, grande,
posteriormente com parede muscular rodeado de glandulas prostaticas.
Testiculos multilobados um atras do outro no ultimo tergo do corpo e situados
no mesmo campo (Figuras 10A e 10D). O ovario é arredondado semiesférico,
pré-testicular e dorsal (Figuras 10B e 10D). Ootipo com glandula de Mehlis, pés-
ovariano. A vesicula vitelinica fica perto do testiculo anterior, com foliculos
vitelinicos distribuidos lateralmente na extremidade anterior. O Utero que se

estende longitudinalmente na parte ventral do corpo anterior, alcanga o primeiro
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terco do comprimento do corpo. O poro excretor é subterminal dorsal (Figura

10E) e os ovos sdo numerosos, grandes e operculados (Figuras 10A e 10F).

Resumo taxonémico

Espécie Duboisiella proloba Baer, 1938

Local de infeccao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 181 espécimes

Prevaléncia: 15% (11 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infeccao: (minimo-maximo): 1-88

Espécimes representativos: (depdsito em meio liquido, LABPMR
17666)

Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W

Comentarios: A familia Strigidae abrange um grupo distinto de espécies
com um corpo caracteristico em forma de copo € um érgao de fixacao rapida
sob a forma de dois Iébulos (ventral e dorsal). O trabalho de Railliet (1919) criou
a familia Strigeidae para todas as espécies bisegmentadas e Cythocotyylidae
para as espécies ndo segmentadas. Dubois (1938) restringiu a familia Stigeidae
a géneros com corpo em forma de copo bilobado com 6rgéo de fixagao rapida e
distinguiu as Subfamilias Strigeinae e Duboisiellinae de acordo com os seus
respectivos grupos de hospedeiros (Aves e mamiferos). A familia Strigeidae é
de parasitos de aves. Apenas o género Duboisiella Baer, 1938, ocorre em
mamiferos, e para esta razdo estd colocado separadamente na Subfamilia
Duboisiellinae Baer, 1938.

O érgao de fixagao rapida de Duboisiella € composto por |6bulos dorsal e
ventral, e situa-se na extremidade proximal de uma cavidade do corpo anterior
muito longa que chega de volta ao testiculo anterior. O utero localiza-se
anteriormente no corpo e se estende até o primeiro quarto de seu comprimento.
De todos os Strigeidae descritos, este € o Unico com tal distribuicdo uterina, o
Utero geralmente ndo se estende para o corpo anterior.

O trematddeo Duboisiella prolaba Baer, 1938 foi descrito como um
parasito do intestino delgado de D. aurita coletado na localidade de Santos,
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estado do Sao Paulo, Brasil. Dubois no mesmo ano redescreveu a espécie e em
1970 conduziu a espécie para os estrigideos. Em 1977, Gomes redescreveu,
novamente, adicionando medidas novas de caracteres diagnéstico para esta
espécie de helminto. Nesta mesma redescricdo, o autor relata D. prolaba
parasitando D. marsupialis da Mata Atlantica, mas aqui fazemos uma corregéao
na espécie do hospedeiro. Cerqueira; Lemos (2000) diferenciam as espécies e
o local de distribuigcdo no Brasil, mostrando que D. marsupialis ocorre na floresta
amazénica e D. aurita ocorre na floresta Atlantica. Contudo, desde a sua ultima
redescricao de D. proloba no Brasil, nenhum outro relato havia sido observado,
apesar de varios trabalhos terem sido publicados relatando a helmintofauna de
espécies de marsupiais (Gomes, 1984; Silva & Costa, 1999; Gomes et al., 2003;
Antunes, 2005; Torres, 2007; Chagas-Moutinho et al., 2014; Pinto et al., 2014;
Torres et al., 2015).
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Figura 10: Microscopia Optica (campo claro) de helmintos adultos de
Duboisiella proloba. (A) Vista total do helminto, mostrando Cecos intestinais
(Ci), Glandulas vitelinas (Gv), Ovos (Oo), Ovario pretesticular (Ov), Testiculos
multilobados no mesmo campo (Te). (B) Orgao tribocitico (Ot) estendendo-se
da ventosa oral até o nivel do ovario (Ov). (C) Ventosa oral (Vo), Faringe (Fa).
(D) Ovario eliptico (Ov) e Testiculos (Te). (E) Poro excretor subterminal. (F)
Utero repleto ovos (Oo) grandes e operculados.
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Espécie: Brachylaima advena Dujardin, 1843, (Sinonimia: Brachylaima
(Brachylaima) advena Dujardin, 1843; Brachylaima opisthotrias Lutz, 1895;
Brachylaima migrans Dujardin, 1845) (Figura 11)

Filo: Platyhelminthes
Classe: Trematoda Rudolphi, 1808
Subclasse: Digenea Carus, 1863
Ordem: Brachylaemiformes
Superfamilia: Brachylaimoidea Joyeux & Foley, 1930
Familia: Brachylaimidae Joyeux & Foley, 1930
Subfamilia: Brachylaiminae Joyeux & Foley, 1930

Género:  Brachylaima  Dujardin, 1843  (Sinonimia:
Brachylaime Dujardin, 1843; Brachylaimus Dujardin, 1845; Brachylaemus
Blanchard, 1847; Harmostomum Braun, 1899; Heterolope Loss, 1899;
Entosiphosnus Sinitsin, 1931; Cetrodes Travassos & Kohn, 1964; Mazzantia
Travassos & Kohn, 1964; Rallitrema Travassos & Kohn, 1964)

Descricao geral: Brachylaima advena apresenta o corpo alongado, com
extremidades arredondadas e tegumento com pequenos espinhos. Apresenta
ventosa oral subterminal, faringe musculosa, auséncia de es6fago e ventosa
ventral proxima a parte central do corpo (Figura 11A). O poro genital,
geralmente, esta situado no limite anterior do testiculo anterior. Os cecos
intestinais séo retilineos ou pouco sinuosos com dilatagdes irregulares e
terminando na extremidade posterior do corpo (Figura 11A). Bolsa do cirro
pequena com cirro, testiculos arredondados no mesmo campo, um apos o
outro, situados no terco posterior do corpo (Figura 11A). Ovario mediano ou
submediano mais ou menos arredondado, utero ultrapassando a zona
acetabular com algas sinuosas com ovos operculados (Figura 11A). As
glandulas vitelinas laterais ficam proximas ao testiculo anterior e comegcam em

niveis variados, constituidos por foliculos, apresentando poro excretor terminal.

Resumo taxonémico
Espécie: Brachylaima advena Dujardin, 1843
Local de infec¢ao: Intestino Delgado
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Quantidade de espécimes encontrados: 214 espécimes

Prevaléncia: 16% (12 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 2-106

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 17666)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropdlis, Estado do Rio de Janeiro-RJ

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W

Comentarios: A histéria dessa familia € complicada e tem sido confusa
desde o comeco. Mesmo na primeira publicacado ligada a estes digenéticos,
Dujardin (1843) usou dois nomes similares e genéricos: Brachylaime e
Brachylaima. Mais tarde em 1945 Dujardin mudou o nome do género para
Brachylaimus. Blanchard (1847) relatou que o nome genérico estava
ortograficamente errado. Sttiles & Hassall 9188) retornaram o nome do género
para Brachylaima e Joyeux & Foley, 1930 elevaram a familia Brachylaimidae
Joyeux & Foley, 1930 e a subfamilia Brachylaiminae Joyeux & Foley, 1930 a
superfamilia Brachylaimoidea Joyeux & Foley, 1930, baseado na ortografia de
Blanchard. Esta nomenclatura foi aceita por Skrjabin (1948), Yamaguti (1958),
Mehra (1962) e Travassos & Kohn (1964; 1966).

Travassos & Kohn (1966) consideraram que esse género Brachylaima
Dujardin, 1843 desdobra-se em cinco subgéneros: Brachylaima Dujardin, 1843,
Centrodes Travassos & Kohn, 1964, Mazzantia Travassos & Kohn, 1964,
Rallitrema Travassos & Kohn, 1964 e Maxtrema Travassos, Freitas & Kohn,
1969, ainda ressaltaram que estes podem parasitar mamiferos silvestres e
sinantropicos, além de aves e raramente anfibios. Freitas et al. (1967) também
estudaram esta mesma espécie. Rallitrema Travassos & Kohn, 1964, foi
rebaixado a subgénero por Yamaguti (1971), porém atualmente € considerado
sinbnimo de Brachylaima, porque os dois caracteres propostos por Yamaguti
para separar este subgénero (posi¢cdo do poro genital e a extensao do vitelino),
ocorrem em todas as espécies deste género e, portanto, ndo é adequado para
distinguir dois grupos.

O trematédeo Brachylaima advena Dujardin, 1843 foi redescrito por
Gomes (1977) parasitando Didelphis marsupialis Linnaeus, 1758 da Mata
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Atlantica, mas aqui fazemos uma correcao na espécie do hospedeiro. Cerqueira
& Lemos (2000) diferenciaram as espécies e o local de distribuigdo no Brasil,
mostrando que D. marsupialis ocorre na floresta amazénica e D. aurita ocorre
na floresta Atlantica. Contudo, desde a sua ultima redescricdo de D. proloba no
Brasil, nenhum outro relato havia sido observado, apesar de varios trabalhos
terem sido publicados relatando a helmintofauna de espécies de marsupiais
(Gomes, 1984; Silva & Costa, 1999; Gomes et al., 2003; Antunes, 2005; Torres,
2007; Chagas-Moutinho et al., 2014; Pinto et al., 2014; Torres et al., 2015).
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Figura 11: Microscopia Optica (campo claro) de helmintos adultos de Brachylaima
advena. (A) Vista total do helminto, mostrando Ventosa oral (Vo), Faringe (Fa),
Cecos intestinais (Ci), Ventosa ventral (Vv), Glandulas vitelinas (Gv), Ovos (Oo),
Ovario (Ov) e Testiculos (Te).
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Espécie: Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stiles; Hassall, 1898
(Sinonimia: Distoma coronatus Rudolphi, 1819; Rhopalophorus coronatus
Diesing, 1850; 1851) (Figura 12)

Filo: Platyhelminthes
Classe: Trematoda Rudolphi, 1808
Subclasse: Digenea Carus, 1863
Ordem: Plagiorchiida
Subordem: Echinostomata
Superfamilia: Echinostomatoidea Looss, 1899
Familia: Rhopaliidae Looss, 1899 (Sinonimia: Rhopaliadae
Looss, 1899; Rhopaliadinae Braun, 1901; Rhopaliasidae Yamaguti, 1958;
Rhopaliasinae Travassos, Freitas & Kohn, 1969)
Género: Rhopalias Stiles; Hassall, 1898 (Sinonimia:
Rhopalophorus Diseing, 1850; Rhopalocepholus Lutz, 1895)

Descricdo geral: Rhopalias coronatus apresenta o corpo alongado,
expandido lateralmente na extremidade anterior chegando muitas vezes a ser
arredondado e atenuado, pontiagudo, ventralmente céncavo na extremidade
posterior pés-ventosa ventral (Figura 12A). Terco anterior do corpo armado com
espinhos pequenos, uniformemente dispostos, tornando-se mais escasso
posteriormente, com tegumento recoberto com pequenos espinhos, iniciando na
parte posterior do colar se estendendo até a extremidade posterior do corpo
(Figura 12A). Na porcao anterior do corpo existe um grupo de espinhos que
formam um colar bem desenvolvido com espinhos evidentes. Na extremidade
anterior, ainda existe um par de probdscide retratil, bilateralmente simétrica
armada com espinhos, com bainhas grandes, estendendo-se lateralmente da
ventosa oral, passando pela faringe e eséfago até a ventosa ventral (Figuras
12A e 12B). A ventosa oral é subterminal oval (Figura 12A). A pré-faringe esta
presente e bem desenvolvida, faringe muscular e es6fago de dimensdes
variaveis, mas geralmente curto (Figura 12A). A ventosa ventral esta situada
proximo a extremidade anterior do corpo, sendo maior que a ventosa oral
(Figura 12A). Os cecos intestinais sdo simples terminando cegamente perto da
extremidade posterior. O poro genital € mediano logo acima da ventosa ventral.
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Bolsa do cirro bem desenvolvida, alongada e claviforme, mais ou menos curva,
estendendo-se apds a regido acetdbular até a regido ovariana. Apresenta
vesicula seminal bilobada, estreita e recurvada para tras, bem desenvolvida
rodeada por numerosas células da glandula da préstata, cirro musculoso e
regiao prostatica, dois testiculos alongados de forma oval, elipticos, medianos
um atras do outro no meio do corpo (Figuras 12A e 12D). Ovério eliptico a oval,
pré-testicular (Figuras 12A e 12D). Glandulas de Mehlis presentes, vitelinos
laterais, dispostos na porcado posterior do corpo, foliculos vitelinicos extra e
intercecais, ocupando a regido pos-testicular (Figura 12A). Um utero longo ou
curto e pouco desenvolvido, localizado entre o ovario e o poro genital. Uma
vesicula excretora tubular, alongada, usualmente grande, poro excretor terminal
ou subterminal, ovo operculado, de ovais a elipticos de casca fina e lisa (Figuras
12A e 120C).

Resumo taxonémico

Espécie: Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stiles; Hassall, 1898
Local de infeccao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 93 espécimes

Prevaléncia: 5% (4 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 2-79

Espécimes representativos: (deposito em meio liquido, LBCE 19444)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do
Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos
Orgaos

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13"W e 22°28'58.51"S e
43°04'50.20"W

Comentarios: Membros da familia Rhopaliidae Looss, 1899 incluem
trematbéides digenéticos que sado parasitos de marsupiais nas regides
Neotropical e Neodrtica. Estas formas s&o caracterizadas por terem duas
probdscides armadas com espinhos retrateis situadas lateralmente a ventosa
oral. A familia foi estabelecida primeiramente por Looss (1899) como
Rhopaliadae.
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Braun (1901) incorretamente escreveu o nome da subfamilia como
Rhopaliadinae. Estes trematdides foram ainda estudados e redescritos por
Fihrmann (1928) e Bresslau (1932), enquanto Pratt (1902) parece ter sido o
primeiro a considerar o grupo como sendo relacionado aos equinoéstomas. Viana
(1924) escreveu o nome de familia como Rhapaliidae. Skrjabin (1948)
acompanhou o nome da espécie e considerou um sinbnimo de Rhopiliadae. A
ortografia Rhopaliasidae foi usada por Yamaguti (1958). Travassos et al. (1969)
estabeleceu a subfamilia Rhopaliasinae e Yamaguti (1971) sinonimizou
Rhopaliasidae com Rhopaliidae.

O nome Rhopalias foi estabelecido por Stiles & Hassall (1898) para
substituir Rhopalophorus Diesing, 1850, com Distomum coronatum Rudolphi,
1819 como espécie tipo, contudo o génro Ropalophorus Westwood, 1840
(Hymenoptera) j4 vinha sendo utilizado. Rhopalopharus é sinbnimo de
Rhopalias Stiles & Hassall, 1898.

Lutz (1895) usou o0 nome Rhopalocephalus, sem citar uma autoridade de
taxon, conjuntamente com os nomes das espécies R. coronatus (Rudolphi,
1819) e R. horridus (Diesing, 1850). Stiles & Hassall (1898) ndo mencionaram
Rhopalocephalus e, presumivelmente, ndo sabiam disso. Esta nomenclatura
parece nao ter sido utilizado por outros autores anteriormente. Embora
Rhopalocephalus seja 0 nome mais antigo, Rhopalias esta bem estabelecido na
literatura. Jones; Bray & Gibson, entraram com uma peticdo no ICZN
(International Code of Zoological Nomeclature) para declarar Rhopalocephalus
um nomen oblitum.

Os trabalhos dos autores abaixo seguiram a nomenclatura usada por
Stiles & Hassall (1898) para nomear esta espécie: Braun, 1900; 1901;
Travassos, 1916; Viana, 1924; Caballero, 1946; Skrjabin, 1946; Caballero &
Monteiro Gei, 1961; Skrjabin, 1964; Prod’hon, 1968; Travassos et al., 1969;
Yamaguti, 1971; Gomes & Vicente, 1972; Lombardeiro & Moriena, 1973; Castro
& Grisi, 1974; Komma & Alves, 1974.

O trematdédeo Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stilles; Hassall,
1898 foi estudado no Brasil por Gomes & Vicente (1972) parasitando Philander
opossum Linnaeus, 1758, onde fizeram um estudo do género, com chave para
identificacdo das espécies. Em 1977, Gomes relata R. coronatus parasitando
D. marsupialis da Mata Atlantica, mas aqui fazemos uma correcao na espécie
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do hospedeiro. Cerqueira & Lemos (2000) diferenciaram as espécies e o local
de distribuicdo no Brasil, mostrando que D. marsupialis ocorre na floresta
amazoénica e D. aurita ocorre na floresta Atlantica.

Segundo Gomes & Vicente, 1972, esta espécie apresenta varias
sinonimias (Distoma coronatum Rudolphi, 1819; Rhopalophorus coronatus
Diesing, 1850; 1851; Distomum coronatum Creplin, R. coronatus Diesing 1851;
1855; 1858; Cobbold, 1860; Carus, 1863; Linstow, 1878; 1879; Braun, 1892;
18983; Echinostomum coronatum Stossich, 1892; R. coronatus Monticelli, 1893;
Kaiser, 1893; Stiles; Hassall, 1894; Lutz, 1895; Perrier, 1897; Rhopalias
coronatus Stiles; Hassall, 1898; Echinostoma coronatus Stossich, 1892; Looss,
1899; D. coronatum Braun, 1900; R. coronatus Braun, 1900, E. coronatus
Braun, 1900; R. coronatus Braun, 1901; Benham, 1901; Mola, 1907; Travassos,
1916; Viana, 1924; Lutz, 1928; Chandler, 1932; Hearin, 1938; Caballero, Bravo
Hollis & Cerecero, 1944; Caballero, 1946; Skrjabin, 1948; Caballero &
Vogelsang, 1949; Wolfgang, 1951, Caballero, Brenes Madrigal & Jimenez
Quiroz, 1957; Sandars, 1958; Caballero & Diaz Ungria, 1958; Yamaguti, 1958;
Caballero & Montero-Gei, 1961; Lumssem & Zischke, 1961; Skrjabin, 1964;
Prod’Hon, 1968; Rhopalias dobbini Prod’Hon, 1968; Rhopalias coronatus
Travassos et al.,1969). Apesar de varios trabalhos terem sido publicados
relatando a helmintofauna de marsupiais no Brasil (Silva & Costa, 1999; Gomes
et al., 2003; Antunes, 2005; Torres et al., 2009; 2015; Chagas-Moutinho et al.,
2014; Pinto et al., 2014), desde a sua ultima redescricdo, nenhum outro relato
desta espécie foi observado em D. aurita. No Brasil ainda ocorrem mais duas
espécies deste género: Rhopalias horridus (Diesing, 1850) Stiles; Hassall, 1898

e Rhopalias baculifer Braun, 1900 parasitando outros marsupiais.
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Figura 12: Microscopia 6ptica (campo claro) de helmintos adultos de Rhopalias
coronatus. (A) Vista total do helminto, mostrando a probdscide (Pb), Ventosa
oral (Vo), Faringe (Fa), Bainha da Probocisce (Ba), Ventosa ventral (Vv), Ovos
(Oo), Ovario (Ov), Testiculos (Te), Glandulas vitelinas (Gv). (B) Detalhe da
probdscide (Pb). (C) Regiao do meio do corpo com Utero repleto de ovos (Oo),
(D) com Ovario eliptico (Ov) a oval, pretesticular e dois testiculos ovais (Te) um
atras do outro.
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Filo: Platyhelminthes
Classe: Cestoda (Figura 13)

Descricao geral: Este cestoda apresenta escoélice com quatro ventosas,
sem rostelo armado com ganchos, ventosas sem espinhos (Figura 13A). Os
proglotes maduros s&o mais largos do que longos, havendo ao longo do corpo
uma diminuicdo crescente da largura e aumento do comprimento (Figura 13B),
sendo os proglotes gravidos ligeiramente mais longos do que largos (Figura
13B). N&o foi possivel observar os testiculos. Bolsa do cirro e Ovario. Ovos

com embrides (Figura 13C).

Resumo taxonémico

Local de infeccao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 4 espécimes

Prevaléncia: 1,36% (1 infectado / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 4

Espécimes representativos: (depdsito em meio liquido, LBCE 19477)
Proveniéncia do hospedeiro: Municipio de Petropdlis, Estado do Rio de
Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos Orgaos

Coordenada: 22°28'58.51"S, 43°04'50.20"W

Comentarios: Foi encontrado apenas 4 espécimes, 0 que impossibilitou
a morfometria para fazer o diagnéstico desta espécie. Apesar da Classe
Cestoda apresentar apenas a familia Anoplocephalidae (Furhmann, 1907)
parasitando os marsupiais brasileiros (Thatcher, 2006), ndo foi possivel fazer o

resultado final do diagndstico.

84



(Vt)
(Vt)
(Vt)

100 um

’ .

Figura 13: Microscopia 6ptica (campo claro) de helmintos adultos de Cestoda.
(A) Regiao anterior, mostrando os escélices sem rostelo e as ventosas (Es). (B)
Proglétides jovens imaturas (Pg). (C) Ovos maduros.
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4.1.3 Taxonomia da espécie de acantocefala de Didelphis aurita

Espécie Oligacanthorhynchus microcephalus (Rudolphi, 1819) Schmidt,
1972 (Figura 14)

Filo: Acanthocephala Rudolphi, 1802
Classe: Archiacanthocephala Meyer, 1931
Ordem: Oligacanthorhynchida Petrochenko, 1956
Familia: Oligacanthorhynchidae Southwell & Macfie, 1925
Género: Oligacanthorhynchus (Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972

Descricao Geral: Oligacanthorhynchus microcephalus, apresenta
machos e fémeas com uma proboéscide globular armada com ganchos,
sustentada por um pescoco livre de espinhos e na base deste sdo encontrados
os lemniscos, receptaculo da probéscide presente (Figura 14A). Corpo cilindrico
e espesso, opaco e mostrando rugas transversais; lemnisco filiforme curto,
geralmente nao ultrapassa a regido anterior do corpo. Machos apresentam
testiculos elipsoides um apds o outro na regiao posterior ou na regiao média do
corpo, oito glandulas de cimento em forma de ovoide com formato reniforme,
bolsa copulatéria em forma elipsoide. Fémeas possuem ovejetor alongado com
bordas sulcadas, apresentando um grande esfincter proximo a vagina e com
gonoporo subterminal na regido posterior, trato reprodutivo (a partir da borda
anterior do sino uterino para poro genital), poro genital ligeiramente subterminal.
Os ovos sao elipsoides, na sua grande maioria embrionados, possuem trés
membranas com uma mais externa e mais espessa esculpida. A probdscide
consiste de seis séries espirais com seis diferentes ganchos, morfologicamente
de tamanhos diferentes com forma semifalciforme (Figuras 14B e 14C),
variando de um gancho robusto no topo da probédscide a ganchos simples na
base da mesma (Figura 14C). Os ganchos possuem tamanhos similares em

ambos 0s sexos.

Resumo taxonémico
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Espécie Oligacanthorhynchus microcephalus (Rudolphi, 1819) Schmidt,
1972

Local de infeccao: Intestino Delgado

Quantidade de espécimes encontrados: 112 espécimes (42 machos e

70 fémeas)

Prevaléncia: 37% (27 infectados / 73 analizados)

Intensidade de infec¢ao: (minimo-maximo): 1-42

Espécimes representativos: (depdsito em meio liquido, LBCE 17666)

Proveniéncia do hospedeiro: Municipio do Rio de Janeiro, Estado do

Rio de Janeiro-RJ, Parque Estadual da Pedra Branca, Municipio de

Petropolis, Estado do Rio de Janeiro-RJ, Parque Nacional da Serra dos

Orgaos e Municipio de Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro-RJ regido

serrana do Estado

Coordenada: 22°56'18.00"S e 43°24'10.13'"W e 22°28'58.51"S,

43°04'50.20"W e 22°02'09.49"S e 42°39'02.14"W

Comentarios: O acantocefalo Oligacanthorhynchus microcephalus
(Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972 foi originalmente descrito como Echinorhynchus
microcephalus por Rudolphi (1819) parasitando o intestino delgado de
Caluromys philander (Linnaeus, 1758). Leidy (1850), originalmente descreveu
Oligacanthorhynchus tortuosa como Echinorhynchus tortuosa de Didelphis
virginiana. Leidy (1856) considerou E. tortuosa como sin6nimo de E.
microcefalia. A sinonimia de E. tortuosa e E. microcefalia foi reconhecida por
Porta (1909) e Travassos (1917). Travassos (1915) transferiu E. microcephalus
ao género Hamanniella. Van Cleave (1924) reconheceu a validade de E.
tortuosa unicamente com base na comparacdo com ovos retirados de um
suposto espécime de acantocéfalo H. microcephalus coletado de um Didelphis
aurita por Travassos no Brasil. Infelizmente, Van Cleave (1924) parece néo ter
examinado o espécime tipo de O. microcephalus, sobre o qual Rudolphi baseou
sua descricao original. Southwell & Macfie (1925) determinaram que o género
Hamanniella era sindnimo junior de Oligacanthorhynchus, embora esta
sinonimia nao tenha sido amplamente aceita até sua aprovacao por Schmidt
(1972) em sua revisdo da classe Archiacanthocephala. Até a redescri¢cdo de O.
microcephalus por Richardson et al. (2014), a maioria dos trabalhos reconhecia
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duas espécies de Oligacanthorhynchus de gambas do Novo Mundo: O.
microcephalus proveniente dos gambas Sul Americanos e O. tortuosa do gamba
Norte Americano. Neste trabalho, Richardson et al. (2014) confirmou que O.

microcephalus é a unica espécie valida, sendo O. fortuosa seu sinbnimo.
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Figura 14: Microscopia Optica (campo claro) de helmintos adultos de
Oligacanthorhynchus microcephalus. (A) Regido anterior, mostrando probdscide
globular armada com ganchos (Pb), pescoco livre de espinhos (Pe), receptaculo da
probdscide presente (Rp) e lemniscos (Lm). (B e C) Detalhe da probdscide com seis
séries de seis ganchos, com forma semifalciforme, ganchos variando de tamanho do
topo até a base da probéscide (G1, G2, G3, G4, G5 e G6).
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4.2 Comentarios e discussao geral sobre a helmintofauna

Conforme observado neste estudo, a relacdo parasito-hospedeiro em D.
aurita ainda nao foi estuda, assim como a intensidade desse parasitimo nesta
espécie de mamifero e os efeitos sobre a expectativa de vida e saude.
Pesquisas adicionais sao necessarias para avaliar a presenca desses
helmintos em outros mamiferos, a fim de elucidar o papel do gamba na
propagacao das helmintiases para outros mamiferos nas areas periurbanas.

O filo Nematoda foi o0 mais abundante dentre toda a helmintofauna de D.
aurita. Outros estudos desenvolvidos com helmintos de pequenos mamiferos
na Mata Atlantica também registraram este mesmo padrao (Brouat et al., 2007;
Navone et al., 2009; Simdes et al., 2011), sugerindo que os nematoides sejam
o principal filo de helmintos parasitos de mamiferos (Politz & Philipp, 1992).

Dentre as quatorze espécies de helmintos encontradas no presente
estudo, oito apresentam ciclos de vida direto e seis, ciclos indiretos.
Considerando-se somente o Filo Nematoda, que foi o que apresentou maior
namero de espécies, sete dentre as nove espécies encontradas tém ciclo direto
de transmissdo. Estes resultados corroboram o estudo de Jiménez et al.
(2011), que também encontraram maior niumero de espécies de helmintos com
ciclo direto em comunidades de helmintos D. marsupialis. De acordo com
Combes (1991), uma alta diversidade de itens alimentares, como é o caso
apresentado pelo gamba, pode reduzir as chances do hospedeiro definitivo se
infectar com parasitos que ultilizam hospedeiros intermediarios no seu ciclo de
vida.

A espécie Heterostrongylus heterostrongylus foi a Unica espécie
encontrada que apresenta especificidade de hospedeiro para D. aurita,
segundo registros de literatura (Travassos, 1925; Anderson et al., 1980;
Vicente et al., 1997). Todas as outras espécies ja haviam sido registradas para
outras espécies do género Didelphis ou outros géneros de mamiferos. Este
estudo constitui o primeiro registro das espécies de Globocephallus

marsupialise e Trichuris didelphis para o gamba D. aurita.
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5 CAPITULO 2

Este capitulo ja foi publicado

Sécrates Fraga da Costa Neto, Raquel de Oliveira Simées, Ester Maria Mota,
Roberto do Val Vilela, Eduardo José Lopes Torres, Helene Santos Barbosa,

Rosana Gentile, Arnaldo Maldonado Junior

Veterinary Parasitology 228 (2016) 144—152

Helminto de pulmao Heterostrongylus heterostrongylus Travassos, 1925 do
gamba de orelha preta da América do Sul: aspectos morfoldgicos,
histopatologicos e filogenéticos
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1 INTRODUCAO

Nematoides parasitos do sistema cardiopulmonar de mamiferos
despertaram interesse na comunidade cientifica e nos médicos veterinarios
devido aos seus efeitos patolégicos graves em animais de producéo (Silva et
al., 2005), animais de companhia (Traversa et al., 2014), animais silvestres
(Veronesi et al., 2016) e animais sinantrépicos (Simdes et al., 2011). Como
exemplos, podemos citar Muellerius capillaris e Protostrongylus rufencens que
parasitam as vias respiratérias de cabras e ovelhas (Berrag & Urguhart, 1996);
Aelurostrongylus abstrusus, Troglostrongylus spp. € Angiostrongylus chabaudi
que afetam gatos domésticos e felinos silvestres europeus (Brianti et al., 2012;
Di Cesare et al., 2015); e Angiostrongylus cantonensis que parasitam Rattus
norvegicus (Simoes et al., 2014).

Embora a infeccdo por helmintos possa influenciar as populagbes de
mamiferos silvestres através de uma forte agdo debilitante promovida pelos
efeitos patoldgicos (Lamberski et al, 2002), pouco se sabe sobre as
consequéncias do parasitismo por infeccdo de angiostrongilideos em
mamiferos silvestres. Em relagdo aos nematoides do sistema cardiopulmonar
de marsupiais, Didelphostrongylus  hayesi  (Prestwood, 1976) e
Heterostrongylus heterostrongylus (Travassos, 1925) tém sido relatadas
parasitando Didelphis marsupialis e D. aurita, respectivamente. No entanto,
apenas Didelphis virginiana teve altera¢des patoldgicas relatadas devido a
infeccdo por D. hayesi, que incluem alteragcbes pulmonares e reagdes de
celulas inflamatérias difusas (Prestwood et al., 1977).

Travassos (1925) descreveu o helminto de pulméo H. heterostrongylus
como um nematoide parasito do sistema pulmonar do marsupial D. aurita no
estado do Rio de Janeiro, Brasil, e atribuiu este a familia Metastrongylidae.
Anderson et al. (1980) redescreveu H. heterostrongylus e transferiou para a
familia Angiostrongylidae com base na morfologia dos labios. No entanto, dois
pontos principais persistem em relacdo a este helminto. O primeiro ponto € a
necessidade de se estabelecer caracteres diagndsticos que levaram a
classificagdo atual. Em segundo lugar, hd uma falta de compreensdo das
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afinidades filogenéticas deste nematoide dentro da familia Angiostrongylidae,
particularmente em relagdo a sua ligagdo com D. hayesi.

Em vista disso, n6s aqui detalhamos a morfologia do H. heterostrongylus
por microscopia eletronica de varredura e microscopia de luz e realizamos
andlises filogenéticas moleculares, a fim de se determinar as suas relacoes
dentro da familia  Angiostrongylidae.  Adicionalmente, reportamos
consequéncias patoldgicas desta infec¢do por helmintos em gambas D. aurita
naturalmente infectados, coletados em uma floresta urbana na cidade do Rio

de Janeiro, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de estudo e descricdo do habitat

Os gambas foram capturados no Campus Fiocruz Mata Atlantica: 22°
56'S 43° 24'W), na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. Este campus esta
localizado nos arredores do Parque Estadual da Pedra Branca, que é a maior
floresta urbana do Brasil. A &rea de estudo € composta por um mosaico de
diferentes habitats, incluindo areas preservadas e perturbadas, florestas e
areas de interface entre os ambientes silvestre e habitagdes humanas no
perimetro urbano.

2.2 Coleta e identificacao dos marsupiais

As capturas ocorreram a cada quatro meses, entre julho de 2012 e abril
2014 em seis transectos com 20 pontos cada, representando os diferentes
habitats descritos acima. Em cada ponto, foi colocada uma armadilha
Tomahawk® (40,64cm x 12,70cm x 12,70cm) no chdo. Cada sessédo durou
cinco dias consecutivos.

Os marsupiais foram capturados, anestesiados e realizado eutanésia a
fim de se recuperar os helmintos e outras amostras. O material testemunho foi
depositado na colegao cientifica do Museu Nacional da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (Museu Nacional, UFRJ). Todos os procedimentos seguiram
as normas para a captura, manuseio e cuidados de acordo com o Comissao de
Etica no Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz (nimero de licenga CEUA
L — 066/08; L-049/08 e LW81/12). As licengas para captura de animais foram
concedidas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade
(ICMBio numero de autorizagdo 13373-1) e pelo Instituto Estadual do Ambiente
do Estado do Rio de Janeiro (INEA-020/2011) de acordo com a
regulamentacao brasileira. Os profissionais foram treinados e procederam de
acordo com as praticas e técnicas de biosseguranga, havendo equipamentos
de protecdo individual durante todos os procedimentos que envolveram a
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manipulagdo de animais e de coleta de amostra biologica, de acordo com as

recomendagdes do Ministério da Saude (Lemos & D'Andrea, 2014).

2.3 Recuperacao de helmintos e analises morfolégicas

As cavidades toracica e abdominal dos marsupiais foram examinadas
quanto a presenca de helmintos. Os 6rgaos foram separados em placas de
Petri e dissecados usando-se um microscépio estereoscOpico para remover
pequenos helmintos. Os espécimes de helmintos recolhidos foram lavados
duas vezes em solucao salina (0,9% de cloreto de s6dio em agua destilada), a
fim de se remover os detritos de tecido. Parte das amostras dos helmintos
foram fixadas em AFA quente (2% de acido acético glacial, 3% de formaldeido
e 95% de etanol) (Amato et al.,, 1991). Outras amostras foram mantidas em
70% de etanol para analise molecular. Para microscopia de luz, foram
clarificados dez espécimes machos e dez fémeas em 80% de fenol, colocados
em laminas temporarias, e examinados utilizando-se um microscopio de luz
Zeiss standard 20. O material testemunho dos helmintos foi depositado na
Colegé@o Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz (numero CHIOC: 38319).

Foram utilizadas duas técnicas diferentes de preparagéao de Microscopia
Electrénica de Varredura (MEV): 12, Os helmintos foram fixados em
glutaraldeido a 2,5% e formaldeido a 4% preparado com tampao fresco de
cacodilato 0,1 M com pH 7,2, posteriormente lavados em tampao de cacodilato
0,1 M (pH 7,2), em seguida foram pods-fixados durante 2 h em tetroxido de
o6smio OsO4 a 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% K3Fe (CN) 6 pH 7,2,
desidratados numa série gradual de etanol (20-100° GL) durante 20 min cada
passo, secos em ponto critico com CO2, montados em bases metalicas e
revestidos com uma camada 20-25 nm ouro (Torres et al., 2013.); 22. Os
helmintos foram fixados em AFA, lavados em tampéao de cacodilato de sédio
0,1 mM (pH 7,4) trés vezes durante 15 min, e poés-fixados durante 2 h em
tetréxido de 6smio OsO4 a 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% K3Fe (CN) 6 no
mesmo tampao com pH 7,2, posteriormente lavados trés vezes durante 15 min
de cada vez, desidratados numa série ascendente de etanol durante 20 min
cada (30-100° GL), secos utilizando-se o método do ponto critico com COz2

liquido, montados em bases de aluminio e revestidos com uma camada de 25
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nm de ouro (Mafra & Lanfredi, 1998). As amostras foram examinadas usando-
se microscopio modelo JEOL JSM-6390 na Plataforma de Microscopia
Eletrénica Rudolf Barth do Instituto Oswaldo Cruz, PDTIS/FIOCRUZ, e modelo
JEOL JSM 5310 na Plataforma de Microscopia Eletronica CENABIO-UFRJ
(Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro).

2.4 Recuperacao das larvas

As larvas L1 foram obtidas a partir de fezes de gambas naturalmente
infectados de acordo com a técnica de Baermann-Moraes (Bermann, 1917;
Moraes, 1948). Posteriormente, espécimes de Biomphalaria glabrata foram
expostos individualmente a 30 larvas L1 de um dia para o outro. Quarenta dias
apos a exposicao, os moluscos foram colocados numa solucao de HCl a 0,7%
para a digestdo durante seis horas, a fim de se recuperar as larvas Lz, pela
metodologia de Baermann (1917) e Moraes (1948).

2.5 Analise histopatoldgica

Os tecidos pulmonares foram lavados em solugéo salina, segmentados,
e fixados em formalina de Carson Millonig de um dia para o outro.
Posteriormente, os tecidos pulmonares foram desidratados em concentracdes
progressivas de alcool etilico, diafanizados usando xilol e embebidos em blocos
de parafina para proporcionar cortes seriados de 5um. As sec¢des de tecido
foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas sob um microscépio
de luz (Humason, 1979).

2.6 Analises moleculares e filogenéticas

Amostras de DNA gendmico foram isoladas a partir de seis helmintos
individualizados, usando-se o Kit Qiagen QIAamp DNA Mini, de acordo com o
protocolo do fabricante.

A amplificagdo parcial do gene nuclear da subunidade pequena do RNA
ribossdmico (18S) foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR) utilizando-se oligonucleotideos iniciadores “primers” senso 47 (5'-
CCCGATTGATTCTGTCGGC) e anti-senso 112 (5'-
GGCTGCTGGCACCAGACTTGC); sSenso 135 (5'-

CGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCQ) e anti-senso 136 (5'-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC) para produzir dois fragmentos
sobrepostos (Carreno & Nadler, 2003).

Os fragmentos amplificados foram submetidos a reagbes ciclicas de
sequenciamento, utilizando-se o Kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, USA) em ambas as cadeias com os “primers” mencionados acima,
resultando em sequenciamento bidirecional para uma melhor precisdao de
dados. A leitura do sequenciamento foi realizada utilizando-se o analisador de
DNA ABI 3730. Ambos os procedimentos, bem como a precipitacdo dos
produtos da reacdo de sequenciamento, foram realizados na Plataforma de
Sequenciamento de DNA do Instituto Oswaldo Cruz, PDTIS/FIOCRUZ. Os
fragmentos foram reunidos em sequéncias contiguas e editados para
ambiguidades usando-se 0 software ChromasPro 1,5
(http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/), resultando numa sequéncia de
consenso. A sequéncia de consenso foi depositada no banco de dados
GenBank com o numero de acesso: KX426262.

As sequéncias de consenso foram alinhadas com sequéncias de
representantes da familia Angiostrongylidae obtidos no Genbank (Tabela 1).
Como grupo externo, foram adicionadas sequéncias de Ancylostoma caninum
e Necator americanus, também do Genbank (Tabela 1). Produzimos o
alinhamento para as sequéncias do gene 18S utilizando-se o programa de
alinhamento incremental “online” SILVA (SINA v1.2.11) (Pruesse et al., 2012).
Os resultados dos alinhamentos foram cortados nas regides mal alinhadas
usando o pacote Mesquite (MADDISON; MADDISON, 2015).

Usamos o programa PAUP* versdo 4.0a147 (Swofford, 2002) para
calcular as distancias entre pares corrigidos sob o modelo de maxima
verossimilhanga HKY+I, escolhido pelo critério de informacao Bayesiano (BIC)
(Schwarz, 1978) e teoria da decisao (DT) (Minin et al., 2003), usando 0 mesmo
programa.

Também foi utilizado o programa PAUP* para produzir reconstrugoes

filogenéticas usando maxima parciménia (MP) como critério de otimizacao. Os
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suportes dos ramos na arvore de MP foram obtidos por percentagens de
“bootstrap” ndo  paramétrico (MP-BP), calculadas sobre 10.000
pseudoreplicacoes.

Reconstrugdes filogenéticas usando maxima verossimilhanga (ML) como
critério de otimizagao foram realizadas usando o programa Treefinder versao
de marco 2011 (Jobb, 2011). O modelo evolutivo foi escolhido pelo BIC usando
o mesmo software. Os suportes dos ramos na arvore de ML foram obtidos
pelas probabilidades esperadas aplicadas aos pesos dos rearranjos locais da
topologia da arvore (LR-ELW) calculadas sobre 1.000 repeticdes, e pelas
percentagens de “bootstrap” ndo paramétricas (ML-BP) calculadas sobre 1.000

pseudoreplicacoes.

Tabela 1: Numeros de acesso das sequéncias obtidas no GenBank e os

hospedeiros dos parasitos.

Numeros de
Espécies de Nematoides Gaec:;':gk Hospedeiro
18S

Aelurostrongylus abstrusus AJ920366 Felis catus
Angiostrongylus cantonensis AY295804 Rattus norvegicus
Angiostrongylus costaricensis 1 LK942974 Sigmodon hispidus
Angiostrongylus costaricensis 2 DQ116748 Sigmodon hispidus
Angiostrongylus costaricensis 3 EF514913 Sigmodon hispidus
Angiostrongylus dujardini EF514915 Myodes glareolus
Angiostrongylus malaysiensis EF514914 Rattus tiomanicus
Angiostrongylus vasorum 1 EF514916 Vulpes vulpes
Angiostrongylus vasorum 2 AJ920365 Vulpes vulpes
Didelphostrongylus hayesi AY295806 Didelphis virginiana
Heterostrongylus heterostrongylus KX426262 Didelphis aurita
Ancylostoma caninum AJ920347 Canis familiaris
Necator americanus AJ920348 Homo sapiens

A inferéncia filogenética Bayesiana foi realizada usando-se o programa
MrBayes versao 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) em XSEDE no servidor CIPRES
Science Gateway (Miller et al., 2010). As analises Bayesianas foram realizadas
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utilizando-se 0 modelo GTR+I+I". Reamostragens pelo método Monte Carlo,
baseado em cadeias Markovianas (MCMC) foram realizadas por 10.000.000
geragdes, com quatro cadeias simultdneas, em duas corridas. A robustez dos
ramos na arvore Bayesiana foi avaliada pelas probabilidades posteriores
Bayesianas (BPP), calculadas a partir de amostras de &rvores a cada 100
geragOes, apdés a remogdo de uma fracdo de 25% “pburn-in”. Para avaliar a
adequacgao de nossa amostragem, utilizamos o programa Tracer verséo 1.6
(Rambaut et al., 2014) para calcular o tamanho da amostra efetiva (ESS) de
cada parametro. Valores acima de 100 amostras efetivamente independentes

foram considerados suficientes.

99



3 RESULTADOS

3.1 Descricoes da morfologia por microscopia eletronica de varredura
e de luz

Os helmintos adultos apresentam dimorfismo sexual. O corpo da fémea
era maior € mais robusto do que o do macho, e ambos tinham uma linha lateral
longitudinal discreta ao longo do corpo (Figura 1A). As extremidades anteriores
tinham estruturas semelhantes em ambos os sexos, e uma abertura oral, tendo
dois labios robustos trilobados, cada lobo com uma papila abobadada interna.
Além disso, havia um par de papilas na borda externa dos labios laterodorsal e
latroventral. Anfideos foram localizados externamente as papilas laterais
(Figura 1B e a Figura 3A). A abertura bucal era circular e visivel. (Figura 1C). A
cuticula cefélica dobrou-se, formando um colar cefélico (Figura 1 D). A bolsa
copulatéria era arredondada e robusta com o Iébulo direito visualizada,
mostrando os raios ventrais, laterais, posterodorsal, e dorsal na margem
(Figuras 2A e 3B). A extremidade posterior da fémea era digitiforme com a
vulva situada transversalmente com uma borda saliente e perto da extremidade
do corpo, com o anus localizado numa fenda transversal na extremidade
posterior (Figuras 2B e 3C). Os ovos elipticos eram ornamentados por sulcos
longitudinais na superficie da casca (Figura 2C), ovos embrionados com uma
concha hialina foram vistos sob 0 microscépio de luz (Figura 3D). Foram vistas
larvas rabditdides L1 com cuticula lisa. O comprimento total foi de 201.5 ym e
16.4 ym de largura. O es6fago foi de 85 ym de comprimento. O poro excretor,
anel nervoso e primordio genital ndo foram observados. A cauda era curvada,
terminando em uma ponta afilada (Figura 3D). O anus tinha 21 ym a partir da
extremidade caudal (Figura 3D). As larvas de terceiro estagio, eram filiformes
com cuticula lisa. O comprimento total foi de 1,010 ym e 54 pm de largura
(Figura 2D). O es6fago tinha 425 pym de comprimento. Uma estrutura em
formato de bastdo apresentava 0,7 ym de comprimento. O poro excretor tinha
143 pym a partir da extremidade anterior. Nao foi observado anel nervoso e

primordio genital. Uma protuberancia ventral em forma de botdo estava
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localizada 34 uym a partir da extremidade posterior. O anus tinha 83 um (Figura
3E).

3.2 Histopatologia

Os aspectos macroscopicos dos pulmdes revelaram numerosas areas
de aglutinagéo, regides multifocais, e irregularidades na superficie do 6rgao,
indicando alteracdes em todo o tecido pulmonar devido a infeccdo. Nao houve
alteracdo na morfologia dos helmintos, mesmo em amostras recuperadas
associadas com o desenvolvimento de granuloma no pulm&o. Foram
observados brénquios congestionados com exsudato catarral esverdeado e
espessamento do parénquima, mostrando areas hemorragicas multifocais e
sugerindo broncopneumonia lobular (Figura 4A). A histopatologia do lobo
pulmonar dos gambas revelou infilirados inflamatérios que variaram de um
processo de reacdo sutil para reacdes graves, com a ocorréncia macica de
infiltrados com células inflamatorias (Figuras 4B e 4C), presenca de células
gigantes de corpo estranho, neutrdfilos, monécitos, macrofagos, e
predominantemente, eosinofilos em lesbes teciduais do parénquima. Além
disso, foram observados ruptura do musculo dos brénquios e extravasamento
de células inflamatérias para dentro do lumen dos bronquios, formando
aglomerados de células inflamatérias e muco catarral exsudativo, coincidindo
com a presenca de helmintos adultos no trato respiratério, resultando em
oclusado parcial dos brénquios (Figuras 4D e 4F). Os helmintos adultos foram
encontrados no trato respiratério com cuticula preservada, muco, e células
inflamatoérias dentro dos seus aparelhos digestérios, sugerindo que o0s
helmintos ingeriram células inflamatérias (Figuras 4D, 4E e 4F). Na luz dos
bronquiolos, a primeira fase larvar (L1) foi associada com exsudato catarral

esverdeado e com hiperplasia das glandulas bréonquicas (Figura 4F).
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Figura 1: Fotomicrografia por microscopia eletrbnica de varredura de

Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Corpo da fémea apresentando a Linha lateral
(La). (B) Extremidade anterior do macho apresentando seis labios desenvolvidos
(Li), quatro pares de papilas cefélicas externas (Ecp), seis papilas internas (lcp), e
dois anfideos (Am). (C) Detalhe da abertura oral (Oo). (D) Parte anterior do Macho,

vista lateral, mostrando colar cefalico (Cc).
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Figura 2: Fotomicrografia por microscopia eletrbnica de varredura de

Heterostrongylus heterostrongylus. (A) extremidade posterior do macho que mostra
bolsa copulatoria com raios ventral (Vr), raios laterais (Lr), raios posterodorsal (Pr),
raio dorsal (Dr), e cloaca (Cl). (B) Extremidade posterior da fémea mostrando a vulva
(Vu), anus (An), e cauda digitiforme (Td). (C) Ovos em forma eliptica, mostrando
estrias longitudinais. (D) larvas Ls em detalhe, mostrando uma protuberancia em
forma de botao (Kt) na ponta ventral na extremidade posterior.
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Figura 3: Microscopia de luz de Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Extremidade
anterior do macho que mostra o es6fago (Oe), e em detalhe, os labios (Li) e colar
cefalico (Cc). (B) Extremidade posterior do macho, vista lateral, mostrando
gubernaculum (Gu) e espiculo (Sp). (C) Parte posterior da fémea mostrando Utero
didelfo (Du), ovejetor (Oj), vulva (Vu), anus (An) e cauda digitiforme (Td). (D) Ovos
(Ge) e primeira fase larval (L1). (E) Extremidade anterior das larvas L3 mostrando
poro excretor (Pe), anfideos (Am) apresentando uma estrutura em formato de haste
(Rs), e no final da extremidade posterior apresenta um anus (An) e ponta em formato
de botao (Kt).
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infectadas com Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Aspecto macroscopico do
pulmd@o com numerosas areas aderidas, regides multifocais e irregularidades na
superficie do 6rgéo. (B) Parénquima pulmonar mostrando processo de reagao sutil
com células inflamatoérias (Ic), infiltrados inflamatorios (li) e presenca de helmintos
(H). (C) Respostas graves com ocorréncia macica de células de infiltrados
inflamatérios. (D) Ruptura do musculo liso dos brénquios (Dmb) com extravasamento
de células inflamatérias para saida do bronquio do (Bl), presenca de helmintos
adultos com muco e células inflamatérias dentro de seus aparelhos digestivos (Hc).
(E) Helmintos dentro do lumen do brénquio. (F) Primeiro estadio larvar (L1)
associado com exsudativo catarral esverdeado (Ce) e com hiperplasia das glandulas
brénquicas no limen dos bronquiolos.
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3.3 As analises moleculares e filogenéticos

Obtivemos seis sequéncias de consenso do gene 18S de adultos de H.
heterostrongylus recuperados de diferentes espécimes de D. aurita. Apds o
alinhamento e corte das extremidades mal alinhadas, todas as seis sequéncias
de 18S de H. heterostrongylus foram sequéncias idénticas de 1.624 pares de
bases, 0 que representa um unico haplétipo. Portanto, utilizou-se uma unica
sequéncia H. heterostrongylus 188S.

A matriz alinhada era composta por 13 taxons e 1.625 caracteres,
incluindo indels. 1.511 caracteres foram constantes, 38 caracteres variaveis
foram variaveis parciménio-uninformativos, e 76 foram parcimdnio-informativos.
As lacunas foram tratadas como "quinta base" no MP.

O modelo de melhor ajuste escolhido pela BIC no programa Treefinder,
para nossa matriz de gene 18S foi 0 modelo de substituicdo de nucleotideos
HKY (Hasegawa et al., 1985) com parametros de taxa e frequéncia otimizadas,
um discreto modelo de heterogeneidade Gamma com formato a otimizado e
cinco categorias de taxa.

As topologias das arvores produzidas com diferentes critérios de
otimizacao foram idénticas, porém com suportes de nés diferentes. A arvore
filogenética para a inferéncia Bayesiana é apresentada na Figura 5. As EEEs
para todos os parametros das andlises Bayesianas foram acima de 100
amostras efetivamente independentes e para a maioria dos parametros. As
EEEs foram muito acima de 200. Portanto, as amostras foram consideradas
suficientes.

As distancias interespecificas dentro de Angiostrongylus variaram de
0,5% entre A. cantonensis e A. malaysiensis para 1,3% entre A. malaysiensis e
A. dujardini. As distancias intergenéricas dentro de Angiostrongylidae variaram
de 2% entre Didelphostrongylus e Heterostrongylus, 4,4% entre
Aelurostrongylus e Heterostrongylus, para 5,5% entre Aelurostrongylus e
Didelphostrongylus. As distancias entre Heterostrongylus e sequéncias de
espécies Angiostrongylus variaram de 2,5% a 3%.

As sequéncias dos genes 18S de Angiostrongylus, Didelphostrongylus e
Heterostrongylus formaram um grupo monofilético bem embasado (MP-BP =
90%, LR-ELW = 86%, ML-BP = 88%, BPP = 100%), irm&o de Aelurostrongylus

106



abstrusus, que foi basal principalmente para outros angiostrongilideos em
todas as topologias.

As sequéncias de espécies de Angiostrongylus formaram um grupo
monofilético em todas as topologias, embora fracamente suportado (MP-BP
61%, LR-ELW = 66%, ML-BP = 71%, BPP = 88%). Heterostrongylus
heterostrongylus € grupo irmao de D. hayesi com forte apoio em todas as
topologias (MP-BP = 100%, LR-ELW = 100%, ML-BP = 100%, BPP = 100%).

As sequéncias de H. heterostrongylus foram monofiléticas, e os valores
de distancia intra-especificos em 18S variaram de 1,7% entre H.
heterostrogylus e D. hayesi, para 3,7% entre H. heterostrogylus e

Aelurostrongylus abstrusus.

= Ancylostoma caninum

+— Necator americanus

Aelurostrongylus abstrusus

-Angiostrongylus costaricensis 1
50

-Angiostrongylus costaricensis 2
74

73 Angiostrongylus costaricensis 3

100

Angiostrongylus dujardini
63

~Angiostrongylus vasorum 1
100

88 LAngiostrongylus vasorum 2

Angiostrongylus cantonensis
| 77
100

Angiostrongylus malaysiensis

Didelphostrongylus hayesi

100

Heterostrongylus heterostrongylus

0,009

Figura 5: Arvore Bayesiana usando o gene ribossomal 18S nucleotideos. Os
valores de probabilidades posteriores da Bayesiana sao representados nos

s

nos.
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4 DISCUSSAO

Em 1949, Dougherty dividiu a familia Metastrongylidae em quatro
subfamilias: Metastrongylinae, Filaroidinae, Pseudaliinae e Protostrongylinae,
colocando as espécies de Metastrongylus e a monoespecifica Heterostrongylus
na nova subfamilia Metastrongylinae devido a semelhanca na estrutura labial
bem desenvolvida. Além disso, Skrjabin et al. (1952) criou a subfamilia
Heterostrongylinae para Heterostrongylus dentro da familia Metastrongylidae.
Mais tarde, Anderson et al. (1978) transferiu H. heterostrongylus para a familia
Angiostrongylidae, notando afinidades entre este género e D. hayesi. Depois,
Anderson et al. (1980) redescreveu H. heterostrongylus e comparou-o em
microscopia de luz com D. hayesi, distinguindo estas espécies por diferencas
na posicdo dos raios: H. heterostrongylus tem raios robustos na bolsa
copulatéria, raios laterais independentes uns dos outros, e raios dorsais nao
bifurcados, enquanto que D. hayesi tem raios dorsais bifidos, raios mais
delicados como dedos, raios ventrais e laterais decorrentes de ramo comum, e
uma cauda curta e arredondada nas fémeas. Por outro lado, Anderson et al.
(1980) também observaram em ambas espécies seis labios bem desenvolvidos
e concluiram que estas estruturas sao equivalentes para as seis estruturas
alongadas “perityls” encontradas em diversos helmintos pulmonares. Assim, H.
heterostrongylus e D. hayesi foram tranferidas a familia Angiostrongylidae
(Anderson et al., 2009).

As caracteristicas morfolégicas observadas no presente estudo
confirmam a semelhanca das estruturas cefalicas de H. heterostrongylus, com
labios trilobados bem desenvolvidos como descrito para Metastrongylus da
familia Metastrongylidae. Por outro lado, outros caracteres morfologicos
observados em H. heterostrongylus, tais como os padrdes de raios da bolsa
copulatéria, a forma dos espiculos, e a posi¢do da abertura posterior anal perto
da vulva nas fémeas, colocam H. heterostrongylus dentro da familia
Angiostrongylidae.

O primeiro e o terceiro estagios larvares de H. heterostrongylus foram
morfologicamente semelhantes as larvas de D. hayesi, Angiostrongylus spp.,

Aelurostrongylus abstrusus, Troglostrongylus brevior, e T. subcrenatus (Brianti
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et al., 2012), tendo estruturas em forma de haste e uma estrutura em formato
de botdo, comuns em Metastrongyloidea. No entanto, larvas Ls de H.
heterostrongylus tinham uma protuberancia ventral observada apenas em
Aelurostrongylus abstrusus, um parasito de gatos, também colocada dentro de
Angiostrongylidae (Brianti et al., 2012). Em contraste, era distinta de todos os
outros angiostrongilideos por ter maior comprimento do corpo.

Este helminto de pulm&o provoca pneumonia verminética e bronquiolite
com muco e hipertrofia do musculo liso brénquico. Assim, as lesdes
microscépicas produzidas por H. heterostrongylus foram semelhantes as
relatadas por D. hayesi (Prestwood et al., 1977; Duncan et al., 1989; Lamberski
et al, 2002). No entanto, as lesGes pulmonares atribuiveis a H.
heterostrongylus foram distinguidas pela ruptura de musculos lisos brénquicos
e pela sua auséncia na subpleura.

No presente estudo, também foram realizadas as primeiras analises de
dados moleculares de H. heterostrongylus, aumentando-se a base de dados
para a identificacdo molecular deste helminto. As maiores distancias genéticas
corrigidas para ML foram entre D. hayesi e as sequéncias do grupo externo.
Estas distancias foram 6,4% - 6,7% maiores do que a segunda maior distancia
(de 5,5% entre A. abstrusus e D. hayesi), e maior do que as distancias entre H.
heterostrongylus e as sequéncias do grupo externo (4,9%). Isto indica que,
embora D. hayesi fosse grupo irm&o de H. heterostrongylus, o primeiro tem
sido, aparentemente, submetido a taxas evolutivas mais elevadas do que
qualquer outro angiostrongilideo em nossa amostra.

A distancia intergenérica entre Didelphostrongylus e Heterostrongylus foi
2,0% maior do que as maiores distancias interespecificas dentro de
Angiostrongylus (0,5-1,3%), enquanto que a menor distancia entre sequéncias
de espécies de Heterostrongylus e Angiostrongylus foi de 2,5%. Isso corrobora
a atribuicdo de Heterostrongylus e Didelphostrongylus a géneros diferentes, ao
mesmo tempo demonstrando que eles estdo intimamente relacionados. As
andlises filogenéticas do gene 18S concordaram com estes resultados,
recuperando Heterostrongylus e Didelphostrongylus a um grupo monofilético
fortemente embasado.

Apesar de termos estabelecido que Aelurostrongylus, Angiostrongylus,
Didelphostrongylus e Heterostrongylus formam um grupo monofilético em
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nossas analises filogenéticas, Eamsobhana et al. (2014) detectou polifilia para
a familia Angiostrongylidae em um estudo para se determinar as relagdes
filogenéticas das espécies de Angiostrongylus e outros Metastrongyloidea
usando sequéncias do gene 18S. Além disso, Angiostrongylus é monofilético e
foi fracamente embasado em nossas analises, sugerindo que este género pode
ser polifilético também. Estudos adicionais com mais géneros e marcadores
genéticos para Metastrongyloidea seriam necessarios, a fim de se elucidar
estas perguntas sobre estes grupos.

O presente estudo detalhou algumas caracteristicas morfolégicas de H.
heterostrongylus utilizando-se MEV e microscopia de luz, e contribuindo com
novos detalhes da extremidade anterior dos adultos, das primeira e terceira
fases larvares, e dos ovos. Além disso, as alteracbes patoldgicas associadas
com a infec¢ao natural do helminto de pulméao H. heterostrongylus no gamba D.
aurita foram descritos, sugerindo a gravidade da doenca. Nossos novos dados
de DNA confirmaram afinidades de H. heterostrongylus com D. hayesi,
podendo ser util em estudos futuros. Além disso, o ciclo de vida natural deste
parasito é desconhecido e o risco de transmissdo para os animais domésticos
e silvestres deve ser considerado, uma vez que D. aurita € comumente relatado
habitando a interface entre ambientes silvestres e areas peri-urbanas, devido a
atividades antropicas, e a natureza bastante generalista deste gamba.
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6 CAPITULO 3

Estrutura das comunidades de helmintos do gamba Didelphis aurita em
trés ambientes: periurbano, silvestre e rural, no Estado do Rio de Janeiro

111



1 INTRODUCAO

A substituicao dos habitats naturais por areas cultivadas, areas de pasto
para criacdo de animais de producdo e para ocupagdo humana afeta
diretamente a biodiversidade e, consequentemente, resulta em mudancas na
composicdo, abundancia e na estrutura das comunidades das espécies de
animais e vegetais. A reducdo ou perda da biodiversidade provoca diversos
efeitos em cascata na regulagdo das populagdes naturais e nos processos
ecologicos, podendo levar a um aumento do risco de transmissdo ou
emergéncia de doencgas infecciosas e parasitarias em humanos (Mills, 2006;
Begon, 2008; Allan et al,, 2009; Ostfeld, 2009; Johnson & Thieltges, 2010).
Quando as espécies favorecidas pelo processo de antropizagdo dos ambientes
forem as mais competentes para a transmissdo de um dado patégeno, podera
haver uma facilitagdo e maior eficiéncia da transmissdo deste patégeno,
aumentando as taxas de prevaléncia entre as espécies de reservatérios e, por
consequéncia, o risco de transmissdo a seres humanos (Xavier et al., 2014).
Desta forma, as questbes referentes as alteracbes nos ambientes e a
diversidade de espécies naturais estdo diretamente relacionadas ao risco de
infeccdo de doencas parasitarias nas populagdes humanas.

Mais da metade das espécies conhecidas no mundo compreende
individuos parasitos (Begon et al., 2007; Wood & Jonhson, 2015). O
parasitismo é uma relagao biolégica frequente e nenhuma espécie esta livre de
parasitos (Price, 1980). O parasitismo, assim como a fragmentacao de habitats,
pode alterar os padrbes populacionais das espécies, a estrutura das
comunidades, as relagdes bioldgicas (ex. competicdo e predagado) e o padrao
de evolugcdo dos organismos (ex. especiacdo e extingdo). Por sua vez, o
processo de antropizagao de habitats naturais altera as taxas de dispersao das
espécies (Smith & Hellmann, 2002), podendo facilitar a dispersdao ou a
manutengédo de focos naturais de parasitos e aumentar o contato destes em
areas de interface de ambientes urbano e silvestre.

A compreensdo da dindmica de transmissdo dos ciclos de parasitos
torna-se de fundamental importancia para subsidiar a solu¢gdo dos problemas

epidemiolégicos, de saude publica e de saude animal dentro do antigo conceito
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de “um mundo, uma saude” (“one world, one health”), resgatado nas ultimas
décadas pela Organizagdo Mundial da Saude (Cardiff et al.,, 2008; Osburn et
al., 2009). De acordo com esta visdo, a saude deve ser vista de maneira
integrada para prevenir ou controlar as doengas, através de abordagens
multidisciplinares envolvendo estudos da biodiversidade e relagcao das espécies
com a saude e o ambiente (Gentile & D’Andrea, 2016). Dentro desse contexto,
a importancia do parasitismo nos estudos relacionados a biodiversidade foi
negligenciada durante muito tempo, sendo que somente nas Ultimas décadas
estes passaram a ser considerados e sua importancia na evolugdo dos
organismos hospedeiros e na estrutura dos ecossistemas comecou a ser
compreendida (Thomas et al., 2009; Rocha et al., 2016). Além disso, os
estudos de comunidades biolégicas conduzidos ao longo das ultimas décadas
mostram uma menor atencdo para as espécies de parasitos em relacdo aos
organismos de vida livre (Bellocq et al., 2003; Krasnov et al., 2006; Krasnov et
al., 2010a; Krasnov et al., 2011).

As comunidades parasitarias, que apresentam bastante variagdo na
composicao de espécies e riqgueza de espécies (Dogiel, 1964; Pence, 1990;
Jiménez et al., 2002; Poulin, 2003; Gonzélez et al., 2006; Poulin & Dick, 2007),
podem ser estudadas em trés niveis de organizagdo: infracomunidades,
comunidade componente e fauna de parasitos (Poulin & Dick, 2007) (ver
introducé@o). Uma das formas de se compreender as respostas dos organismos
as alteracbes ecoldgicas em diferentes escalas espaciais é através da
abordagem de metacomunidades (Winegardner et al., 2012). Estas podem ser
definidas como um conjunto de comunidades locais ligadas pela dispersao de
multiplas espécies que potencialmente podem interagir (Gilpin & Hanski, 1991;
Leibold et al., 2004). Esta € uma abordagem recente, mas bastante promissora
para estudos de comunidades de parasitos (Richgels et al., 2013) ou de
doencas zoondticas (Suzan et al, 2015), por exemplo, devido a natureza
fragmentada das populacbes destes organismos, onde cada individuo
hospedeiro engloba uma infracomunidade. Esta estrutura permite a dispersao
das espécies, principalmente no caso de hospedeiros que apresentam grandes
deslocamentos, como o gambda, podendo formar gradientes ambientais,

populacoes isoladas de parasitos ou populagdes continuas. Desta forma, a
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estrutura do conjunto das comunidades componentes de uma dada regido
pode ser compreendida através da abordagem de metacomunidade.

O estabelecimento de cada parasito em seu hospedeiro pode ser
atribuido a heterogeneidade entre os hospedeiros individuais em termos de
exposicao aos parasitos (Combes, 1991; Poulin et al.,, 2013). Além disso, os
fatores extrinsecos, como por exemplo, temperatura e umidade, podem
determinar a distribuicdo destes parasitos, influenciando também na
sobrevivéncia de algumas fases de vida dos parasitos, especialmente as
espécies cujos ovos permanecem no solo (Jiménez et al., 2011, Simdes et al.,
2016). Deste modo, os estudos locais podem apresentar diferencas entre si
nos parametros que sao analisados e nos processos ecolégicos que atuam
localmente, e estudos em maiores escalas de espaco ou realizados em um
conjunto de comunidades ecolégicas em diferentes locais podem permitir a
compreensao de padrdes ecoldgicos gerais, como por exemplo a estrutura de
uma metacomunidade (Leibold et al., 2004).

No Brasil, a maioria dos estudos realizados sobre helmintos de Didelphis
aurita, sdo de descricao taxondmica e registro de ocorréncia (Gomes et al.,
2003; Chagas-Moutinho et al., 2014). Existem poucos estudos que descrevem
a estrutura da comunidade helmintica do género Didelphis (Antunes, 2005;
Jiménez et al, 2011). Além disso, ndo ha estudos sobre os fatores que
determinam a estrutura das comunidades de helmintos em Didelphis aurita.

O objetivo deste capitulo foi analisar a composicao e estrutura das
comunidades de helmintos de Didelphis aurita, nas escalas de infracomunidade
e comunidade componente, em trés ambientes com diferentes caracteristicas
de alteragcao antrépica (periurbana, rural e silvestre), assim como investigar os
fatores relacionados aos parametros parasitolégicos de cada espécie de

helminto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analise estatistica da estrutura das comunidades parasitarias

3.1.1 Analise dos dados

Os parametros parasitolégicos foram calculados para cada espécie de
nematoide de acordo com Combes (2001). A abundancia média foi
considerada como o numero total de nematoides de uma espécie dividido pelo
nuamero de hospedeiros analisados. A intensidade média foi calculada como o
numero total de nematoides de uma espécie dividido pelo numero de animais
infectados pela espécie. A prevaléncia foi considerada como sendo a razao
entre o numero de animais infectados e o numero total de animais analisados.
A agregacao parasitaria foi calculada a partir da razdo entre a variancia e a
média de cada espécie de helminto. A riqueza de espécies foi calculada para
cada Municipio considerando-se a média entre as infracomunidades de cada

area.

As abundancias, intensidades e prevaléncias foram comparadas em
relacdo ao ambiente onde o hospedeiro foi capturado (Periurbano no Municipio
do Rio de Janeiro, Rural no Municipio de Sumidouro e Silvestre no Municipio
de Petropolis), género do hospedeiro (macho e fémea) e estagdo do ano (seca
ou chuvosa) para cada espécie de nematoide. As intensidades e abundancias
foram comparadas utilizando-se modelos lineares generalizados (GLM)
somente para as espécies mais abundantes, onde os melhores modelos foram
escolhidos pelo critério de informagéo Akaike corrigido (AICc), considerando-se
como modelos plausiveis os que tiveram o valor de Delta (A) AlCc < 2.
Somente foram considerados o0s modelos cujos efeitos mostraram-se
significativos. As taxas de prevaléncia foram comparadas pelo teste de qui-
quadrado de contingéncia.

O sinergismo ou segregacao entre espécies de helmintos foi investigado
através de correlacdo de Spearman somente para as espécies mais
abundantes e com similaridades em relacdao ao ciclo bioldgico e sitio de

infeccdo no hospedeiro, partindo-se de uma hipdétese a priori de que sao
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esperadas interacdes interespecificas entre espécies de nichos similares, ou

elas podem responder de forma semelhante aos fatores ambientais.

A estrutura da comunidade foi caracterizada de acordo com Thul et al.
(1985), com base em um indice de importancia para classificar cada espécie de
helminto a partir do numero de hospedeiros infectados e nimero de individuos
de cada espécie de parasito para cada ambiente. Se o indice é maior que 1 (I =
1), a espécie é considerada como dominante; 0,01 < | < 1 considerada co-
dominante; 0 < | < 0,01 considerada subordinada e |=0 considerada pioneira

Seém SuCessSO.

A estrutura da metacomunidade de helmintos foi investigada em dois
niveis: infracomunidade, considerando-se cada hospedeiro infectado como um
sitio tanto para o total quanto para as infracomunidades de cada municipio
separadamente, e comunidade componente, considerando-se cada ambiente
como um subconjunto de hospedeiros para o total de localidades. Foram
avaliados trés elementos da estrutura de uma metacomunidade, segundo
Leibold & Mickkelson, 2002; Presley et al., 2010: coeréncia, substituicdo de
espécies (“turnover”) e limite de distribuicado de espécies. A coeréncia € uma
medida que testa se as espécies respondem a um mesmo gradiente ambiental,
ou seja, o grau pelo qual um padrdo pode ser agrupado em uma Uunica
dimensao, sendo quantificada pelo numero de interrupgdées na ocorréncia de
uma espécie (auséncias embutidas) numa matriz de incidéncia; a substituicao
de espécies representa o0 numero de substituicbes de espécies nesta
dimenséo; e o limite de distribuicdo representa como o limite de ocorréncia de
cada espécie esta distribuido entre os sitios ao longo do gradiente ambiental
(Leibold & Mikkelson, 2002). Quando a coeréncia é significativa e positiva
(numero de auséncias embutidas é maior que o da matriz gerada ao acaso), 0s
outros parametros também sdo analisados. Quando a coeréncia ndo €
significativa, ou seja, p> 0,05, a distribuicdo das espécies no gradiente
ambiental é aleat6ria. Quando a coeréncia € negativa (nUmero de auséncias
embutidas € menor que o da matriz gerada ao acaso), indica uma distribuicao
em tabuleiro de damas (“checkboard”), indicando exclusdo competitiva entre as
espécies (Tabela 1) (Leibold & Mickkelson, 2002).
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Tabela 1: Resumo das estruturas idealizadas de metacomunidade e seus

respectivos resultados de analises de coeréncia, substituicdo de espécies e

limite de distribuicao.

Padrao Definicao Coeréncia | Substituicdo | Distribuicao

Aleatorio Distribuicao das espécies nao segue | NS +, -, NS +, -, NS
um gradiente ou outro padrao definido

Tabuleiro de | Pares de espécie tem distribuicdes - +, -, NS +, -, NS

damas mutuamente excludentes

Aninhado Distribuicao das espécies tem um + - +, -, NS
padrédo aninhado onde os sitios NS (quase-
formam subconjuntos do total de aninhado)
espécies

Uniforme Distribuicao das espécies € uniforme | + + -
ao longo do gradiente NS (quase-

uniforme)

Gleasoniano | Distribuicdo de espécies segue um + + NS
gradiente, porém de forma NS (quase-
independente para cada espécie gleasoniano)

Clementsiano | Distribuicao de espécies forma grupos | + + +
que se substituem ao longo do NS (quase-
gradiente clementsiano)

A diversidade de espécies foi comparada entre as localidades (CFMA,
Pau-da-Fome, Uricanal, Bonfim, Aguas do Imperador, Pamparrdo e Porteira
Verde, ver tabela 1 da secdo Area de Estudo) através da andlise de
Escalonamento Multidimensional nao-Métrico (nMDS). Nesta analise foram
utilizados os dados de presenca / auséncia de espécies e a medida de

distancia de Jaccard.

Os testes de qui-quadrado foram realizados usando a versao 3:09 do
software PAST (Hammer et al., 2001) e a analise de GLM com o software
PASW STAT versdao 18 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EUA). A analise de
estrutura da metacomunidade foi realizada através do programa MATLAB
R2017b (MathWorks, 2017) e a nMDS com o pacote stats (R Core Team, 2017)
no software RStudio versao 1.0.136. O nivel de significancia utilizado foi de 5%

em todas as analises.

4 RESULTADOS
4.1

Analise dos parametros parasitolégicos
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Foram capturados 73 espécimes de Didelphis aurita durante todo o
estudo, 18 fémeas e 55 machos, 48 no ambiente periurbano, 13 no silvestre e
12 no rural. A helmintofauna foi composta por espécies pertencentes aos trés
filos, sendo nove espécies do filo Nematoda, quatro do filo Platyhelminthes
(trés espécies de Trematoda e uma de Cestoda) e uma do filo Acanthocephala
(ver capitulo 1) (Tabela 2). Oito espécies ocorreram no intestino delgado,
quatro no intestino grosso, uma no estdmago e uma no pulmao (capitulo 1).
Hospedeiros capturados no ambiente periurbano apresentaram maior riqueza
de parasitos (s=5,32; total = 13 espécies), seguido pelo ambiente silvestre
(s=3,92; total = 12 espécies) e ambiente rural (s=2,08; total = 5 espécies).

Nenhum hospedeiro estava infectado com todas as espécies de
helmintos, apenas 4,1% nao estavam infectados, e 95,9 % estavam infectados
com os sete helmintos analisados. Foram recuperados um total de 145
helmintos adultos de Heterostrongylus heterostrongylus, 615 de Turgida
turgida, 3660 de Cruzia tentaculata, 1268 de Aspidodera raillieti, 5679 de
Viannaia  hamata, 1065 de  Travassostrongylus orloffi e 112
Oligacanthorhynchus microcephalus, sendo V. hamata e C. tentaculata as
espécies mais abundantes do estudo. As espécies que apresentaram maiores
prevaléncias foram C. tentaculata e T. turgida (Tabela 2)

Todas as espécies apresentaram altos indices de agregacao total
considerando-se cada ambiente estudado (Tabela 3). Os nematoides T.
turgida, C. tentaculata e A. raillieti foram dominantes nos trés ambientes
quando comparados com os outros helmintos que foram co-dominantes ou
subordinados (Tabela 4). Heterostrongylus heterostrongylus sé foi dominante
no ambiente silvestre, V. hamata foi dominante nos ambientes silvestre e
periurbano, T. orloffi apenas no periurbano, O. microcephalus apenas no rural e
R. coronatus apenas no silvestre (Tabela 4).

Em H. heterostrongylus foram observadas diferengas significativas
somente na prevaléncia entre ambientes. Esta foi maior no ambiente silvestre
em relacdo aos demais (Tabela 5).

Turgida turgida apresentou diferenga marginalmente significativa nas
prevaléncias entre os ambientes. Esta foi maior no ambiente periurbano
(Tabela 5).
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Cruzia tentaculata apresentou o0s segundos maiores valores de
intensidade e abundancia, considerando todas as espécies coletadas. Foram
observados valores significativamente maiores de abundancia desta espécie no
ambiente periurbano (Tabelas 2 e 6). A prevaléncia apresentou diferenca
marginalmente significativa em relacdo ao ambiente, sendo maiores no
periurbano e silvestre (Tabela 5).

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas
abundancias de T. orloffi entre machos e fémeas do hospedeiro, entre
ambientes e estagcées do ano, sendo maiores para machos, no ambiente
periurbano e na estacao seca (Tabelas 2 e 6). Diferencgas significativas também
foram observadas na prevaléncia entre o sexo do hospedeiro, sendo maior
para machos, e entre ambientes, sendo maior para o periurbano (Tabela 5).

Para A. raillieti, O. microcephalus e V. amata nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos parametros
analisados (Tabelas 2 e 5). Nenhuma espécie apresentou diferenca
significativa nas intensidades em relacao as variaveis analisadas, uma vez que
nenhum modelo com variavel foi significativo.

A razdo sexual de T. turgida, H. heterostrongylus, O. microcephalus nao
diferiu de 1: 1. Cruzia tentaculata, A. raillieti V. hamata e T. orloffi
apresentaram significativamente mais fémeas do que os machos (x2 = 51,39 e
p=0,0; x2 =21,35¢e p = 0,0, respectivamente).

Foi investigada correlagdo entre os helmintos de ciclo direto C.
tentaculata e A. raillieti, coletados no intestino grosso, e V. hamata e T. orloffi,
coletados no intestino delgado. Apenas T. orloffi e V. hamata, mostraram co-
ocorréncia no hospedeiro (rs=0,50, p=0, N=47).

Em relagdo a andlise da diversidade, com excecao da localidade rural da
Porteira Verde do Municipio de Sumidouro, localidades com maior impacto
antropico foram agrupadas no centro da nMDS, enquanto aquelas distribuidas
nas margens do grafico representaram ambientes com menor nivel de
perturbacdo, tais como Aguas do Imperador e Uricanal no PARNASO (Figura
1).

A abordagem de elementos de estrutura da metacomunidade indicou
uma estruturagcdo em fungdo do gradiente ambiental (coeréncia com p<0,05)
somente quando todas as localidades foram incluidas na andlise (Tabela 8 -
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total). Considerando-se todas as localidades juntas, a andlise para
infracomunidades mostrou-se quase-aninhada com perda de espécies ao
acaso (substituicao de espécies e limite de distribuicao ndo significativos) e
para comunidade componente, aninhada com perda de espécies ao acaso
(substituicdo de espécies negativa — SUB<MR, com p<0,0001 e limite de
distribuicdo n&o significativo) (Tabela 7). Para ambos os niveis, nota-se que
sitios pobres em espécies formam subconjuntos de sitios mais ricos (Figuras
2A e 2B).

Considerando-se cada municipio separadamente, a estrutura das
metacomunidades considerando-se as infracomunidades mostrou-se aleatéria
para o Rio de Janeiro e Sumidouro (area urbana e rural) (coeréncia nao
significativa) e em tabuleiro de damas para Petrépolis (area silvestre)

(coeréncia significativa negativa) (Tabela 7).
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Tabela 2: Abundancia e intensidade (x DP), prevaléncia (intervalo de confianga de 95%) em relagédo ao tipo de ambiente, sexo do
hospedeiro e estacdo para seis espécies de nematoides e uma de acantocéfala (H. heterostrongylus, T. turgida, C. tentaculata, A.
raillieti, V. hamata, T. orloff e O. microcephalus) recuperadas de Didelphis aurita nos Municipios do Rio de Janeiro, Sumidouro e

Petropolis, RJ, Brasil.

Paranmetros\espécies H. heterostrongylus T. turgida C. tentaculata A. rallieti V. hamata T. orloffi O. microcephalus
Intensidade 6,125 + 4,96 11,25+ 11,89 71,09 + 108,38 29,93 +32,17 141,98 + 252,38 28,03 + 30,25 4,15 £5,17
Macho 4,94 + 3,30 9,98 +7,80 82,66 + 120,66 31,13 £33,52 146,87 + 276, 69 29,52 +32,76 1,60 + 5,86
Fémea 9,67 £11, 41 16,36 + 20,52 36,35 +51,38 27,15+ 27,89 122,37 + 128,91 15,25 + 13,44 3,14 £2,27
Periurbano 5,31 £ 3,21 10,17 £ 8,26 95 + 128,04 33,86 + 36,48 144,46 + 306, 18 28,62 + 35,15 4,66 £ 6,31
Rural 210 14,87 24,47 8+7,08 16,4 + 15,60 2,4+1,77
Silvestre 8,57 £9,74 13,29 £ 8,43 20,72 £11,73 24,77 + 26,42 132 £137,52 6+0 2+0

Seca 3,88 £ 2,10 8,12 + 6,04 70,16 + 94,97 31,38 + 31,45 233,25 + 356,41 34,19 + 40,55 2,5+ 1,74
Chuva 7,25 £ 6,33 13,87 £ 14,82 71,78 £ 118,94 28,88 + 33,10 81,12 + 94,72 20,41 £ 14,71 5,93 £7,06
Abundancia 2,01+ 4,93 8,48 +11,89 54,53 + 108,38 17,63 +32,16 77,79 £ 245,99 14,58 +29,45 1,63 +5,10
Macho 1,68 + 2,98 7,83 £ 7,80 62 + 119,86 16,67 + 33,52 83,92 + 274,40 17,93 + 32,35 1,61+ 5,72
Fémea 3,41+ 8,72 10,58 £ 22,10 29,94 + 55,29 20,76 + 27,89 57,59 + 113,54 3,59+ 11,83 1,29+2,14
Periurbano 1,77 + 3,19 8,47 £ 8,25 77,18 £ 128,04 20,45 + 36,48 96,31 294,33 22,06 + 34,09 2,04+ 6,19
Rural 0,16 £ 0,57 9,91 + 23,54 4+6,67 6,83 + 13,93 1+1,59
Silvestre 4,61+ 9,74 7,15£8,35 17,563 £11,73 17,15+ 25,81 81,23 + 127,78 0,46 £ 1,66 0,15£0,55
Seca 0,96 + 1,94 6,34 £6,03 52,62 + 94,97 17,65 + 31,45 116,62 + 356,41 22,43 + 40,55 1,09 £1,74
Chuva 2,83 +£6,27 10,14 £ 14,82 56,02 + 118,94 17,60 £ 33,10 47,48 + 91,24 8,46 £ 14,12 1,87 £ 6,64
Prevaléncia 32,87 (32,84 - 32,91) 75,34 (75,26 - 75,43) 76,71 (75,92 - 77,561) 58,90 (58,66 - 59,14) 54,79 (52,98 - 56,59) 52,05 (51,83 - 52,27) 36,99 (36,94 - 37,02)
Macho 32,14 (32,11 - 32,16) 78,57 (78,50 - 78,63) 75 (73,99 - 76,00) 53,57 (53,29 - 53,85) 57,14 (54,84 - 59,44) 60,71 (60,44 - 60,98) 35,71 (35,66 - 35,76)
Fémea 35,29 (35,16 - 35,42) 64,70 (64,36 - 65,04) 82,35 (81,51 -83,19) 76,47 (76,04 -76,89) 47,05 (45,33 -48,78) 23,53 (23,34 - 23,70) 41,17 (41,14 - 41,20)
Periurbano 33,33 (33,30 - 33,36) 83,33 (83,25 - 83,40) 81,25 (80,09 - 82,40) 60,41 (60,08 - 60,74) 66,66 (64,00 - 69,33) 77,08 (76,77 - 77,39) 43,75 (43,69 - 43,80)
Rural 8,33 (8,32 - 8,34) 66,66 (66,24 - 67,09) 50 (49,87 - 50,12) 41,66 (41,41 - 41,91) 41,66 (41,66 - 41,69)
Silvestre 53,84 (53,67 - 54,01) 53,84 (53,70 - 53,99) 84,61 (84,41 -84,81) 69,23 (68,02-70,43) 61,53 (59,31 - 63,76) 7,69 (7,66 - 7,72) 7,69 (7,68 - 7,70)
Seca 25 (24,97 - 25,01) 78,12 (78,05 - 78,19) 75 (73,94 - 76,05) 56,25 (55,90 - 56,59) 50 (46,04 - 53,95) 65,62 (65,17 - 66,07) 43,75 (43,73 - 43,76)
Chuva 39,02 (38,96 - 39,08) 73,17 (73,02-73,31) 78,05 (76,88 - 79,21) 60,97 (60,65 - 61,29) 58,53 (57,64 - 59,43) 41,46 (41,32-41,60) 31,70 (31,64 - 31,77)
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Tabela 2: Continuacao

D. proloba B. advena T. minuta G. marsupialis R. coronatus Cestoda T. didelphis

Intensidade 17,83+ 16,69 10,16+ 8,32 8,75+ 3,13 23,25+ 13,97 4+ 1 2,5+0,59

Macho 3,23+ 13,03 3,62+ 16,21 2,17+8,09 0,51+ 0,69 0,07+ 0,54 0,01+ 0,13

Fémea 110 6+1,6 13,28+ 20,95 4+ 1,06
Periurbano 16,45+ 13,94 17,83+ 17,36 11+ 8,65 9,66+ 0,74 2+ 0,29 0,14+ 0,02
Rural
Silvestre 10 6+ 2 30,33+25,98 4+ 0 441,33
Seca 18,22+ 16,66 18+19,02 9,16+ 4,58 10,17 1+£0,17
Chuva 2,66+ 0,41 8,99+ 1,65 8,99+1,63 1,28+ 0,82 13,18+ 2,26 0,66+0,09 0,66+0,09
Abundancia 2,93+ 14,01 1,67£7,0 0,47+ 2,84 1,27+ 9,34 0,05+ 0,47 0,06+ 0,48
Macho 3,23+ 12,81 3,62+ 15,92 2,17+ 7,95 0,51+ 3,16 0,07+ 0,53 0,01+ 0,13
Fémea 0,64+2,75 0,35+1,5 5,47+ 19,63 0,23+1
Periurbano 3,85+ 13,80 4,55+17,19 2,57+8,56 0,61+3,41 0,04+0,29 0,02+0,14
Rural
Silvestre 0,070 0,43%1,17 7+22,62 0,30+1,15 0,30%1,15
Seca 5,12+ 16,66 4,5+ 19,02 1,71+ 4,58 0,03+0,17 0,03+0,17
Chuva 2,53+ 4,87 8,66+ 7,31 8,54+ 14,63 3,79+ 7,31 12,51+ 9,75 0,63+ 2,43 0,63+ 2,43
Prevaléncia 15,06 (15,15 - 14,98) 16,43(16,54 - 16,33) 16,43(16,48 - 16,38) 5,47(5,50 - 5,45) 5,47(5,54 - 5,41) 1,36(1,37 - 1,36) 2,73(2,74 - 2,73)
Macho 19,64(19,75 - 19,53) 19,64(19,77 - 19,50) 21,42(21,49 - 21,36) 5,35(5,38 - 5,33) 1,78(1,79 - 1,78) 1,78(1,78 - 1,78)
Fémea 5,88(5,92 - 5,84) 5,88(5,90 - 5,85) 41,17(41,47 - 40,87) 5,88(5,89 - 5,86)
Periurbano  23,40(24,53 - 23,27) 25,53(25,68 - 25,37) 23,40(23,48 - 23,32) 6,38(6,41 - 6,35) 2,12(2,13 - 2,12) 2,12(2,12 - 2,12)
Rural
Silvestre 7,69(7,72 - 7,66) 23,07(23,47 - 22,68) 7,69(7,71 - 7,67) 7,69(7,71 - 7,67)
Seca 28,12(28,30 - 27,94) 25(25,21 - 24,78) 18,75(18,80 - 18,69) 3,12(3,12 - 3,12) 3,12(3,12 - 3,12)
Chuva 4,87(4,90 - 4,85) 7,31(7,40 - 7,23) 14,63(14,71 - 14,55) 7,31(7,35 - 7,27) 9,75(9,87 - 9,63) 2,43(2,44 - 2,43) 2,43(2,44 - 2,43)
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Tabela 3: indices de agregacdo em relagdo aos trés ambientes para todas as espécies de helmintos recuperadas de Didelphis

aurita, no Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

indice de Agregacao

Espécies Rio de Janeiro - Periurbano Petropolis - Silvestre Sumidouro -Rural
H. heterostrongylus 12,25983487 20,56666667 15,21302326
T. turgida 16,76269323 9,758064516 21,34096124
D. prolaba 50,4464244 - -
B. advena 66,03843622 - -
T. minuta 28,95359039 - -
C. tentaculata 214,401293 7,845760234 54,41345787
G. masupialis 16,6305835 6 -
A. raillieti 59,57435465 38,86248132 57,87748505
R. coronatus 67,65879146 67,66666667 -
Cestoda - 4 -
V. hamata 776,8969219 975,0266849 -
T. orloffi 59,27954771 58,44561699 -
T. didelphis 3,377464789 4 -
O. microcephalus 16,94768612 2 23,41860465
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Tabela 4: indices de Importancia para os helmintos recuperados de Didelphis aurita nos trés ambientes estudados, RJ, Brasil.

Rio de Janeiro -
Periurbano

Sumidouro - Rural

Petropdlis -
Silvestre

Rio de Janeiro -
Periurbano

Sumidouro - Rural

Petropalis -
Silvestre

Sem sucesso

Sem sucesso

Sem sucesso

Sem sucesso

Sem sucesso

0,006981

Subordinada

Sem sucesso

0,041888

Co-dominante

Sem sucesso

1,905892209

Dominante

Sem sucesso
0,027925161

Co-dominante

H. heterostrongylus T. turgida C. tentaculata A. rallieti V. hamata T. orloffi O. microcephalus

0,356472 4,327052 35,42599452 7,496376228 39,7101 10,5178 0,5524239
Co-dominante Dominante Dominante Dominante Dominante Dominante Co-dominante
0,121729 57,94279 14,24223981 24,04139 - - 3,65185636

Co-dominante Dominante Dominante Dominante Sem sucesso Sem sucesso Dominante
2,932142 4,54482 17,50908 14,01145 58,97794 0,006981 0,00698129
Dominante Dominante Dominante Dominante Dominante Subordinada Subordinada

D. proloba B. advena T. minuta G. marsupialis R. coronatus Cestoda T. didelphis

0,534439255 0,689321952 0,357277 0,023353 0,000536855 - 0,000268
Co-dominante Co-dominante Co-dominante Co-dominante Subordinada Sem sucesso Subordinada

Sem sucesso
0,027925

Co-dominante
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Tabela 5: Valores de Qui-Quadrado e p para comparagao das prevaléncias entre
ambientes, sexo dos hospedeiros e estacdes para as espécies mais abundantes de

helmintos de Didelphis aurita no estudo.

H. heterostrongylus

Parametros Qui-Quadrado P
Prevaléncia entre Ambientes 5,870 0,05
Prevaléncia Macho/Fémea 0,021 0,88
Prevaléncia entre Estagdes 1,029 0,31
C. tentaculata
Parametros Qui-Quadrado P
Prevaléncia entre Ambientes 5,800 0,05
Prevaléncia Macho/Fémea 0,090 0,76
Prevaléncia entre Estagoes 0 0,98
A. raillieti
Parametros Qui-Quadrado P
Prevaléncia entre Ambientes 2,091 0,35
Prevaléncia Macho/Fémea 1,958 0,16
Prevaléncia entre Estagdes 0,028 0,87
T. turgida
Parametros Qui-Quadrado P
Prevaléncia entre Ambientes 5,369 0,07
Prevaléncia Macho/Fémea 0,706 0,40
Prevaléncia entre Estagdes 0,045 0,83
V. hamata
Parametros Qui-Quadrado P
Prevaléncia entre Ambientes 0 0,99
Prevaléncia Macho/Fémea 0,205 0,65
Prevaléncia entre Estagdes 0,240 0,62
T. orloffi
Parametros Qui-Quadrado P
Prevaléncia entre Ambientes 18,12 <0,01
Prevaléncia Macho/Fémea 5,811 0,02
3,291 0,07

Prevaléncia entre Estacdes
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Tabela 6: Valores de AlICc e selegdo de modelos para o parametro de abundancia
dos helmintos em relacdo ao tipo de ambiente, sexo do hospedeiro e estacdo de
nematoides (C. tentaculata e T. orloffi), recuperados de Didelphis aurita.

Espécies Modelos AlCc Delta peso Gl P

C. tentaculata  Ambiente 892,3 0 0,553 4 0,042
Nulo 8944 2,18 0,186 2 -

T. orloffi Estacdo + Ambiente 697.9 0 0,367 5 0,005
Ambiente 698,9 1 0,222 4 0,009
Ambiente + Sexo 699,6 1,76 0,152 5 0,012
Estagao + Ambiente + Sexo  699,7 1,81 0,148 6 0,011
Estagao 702,2 4,32 0,042 3 0,043
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Tabela 7: Resultados da anadlise de estrutura de metacomunidade de helmintos de Didelphis aurita em duas escalas (infracomunidades
e comunidades componentes) com os valores de coeréncia, substituicio de espécies e limite de distribuicido de espécies. AE=
Auséncias embutidas; P= Significancia; MA= Matrizes geradas ao acaso; DP= Desvio padrdao; SUB= Substituicbes de espécies; IM=

indice de Distribuicdo de Morisita.

Areas Escalas Coeréncia Substitui¢do de espécies Limite de distribuicdo
AE P MA Desv Pad SUB P MA Desv Pad 1M P
Total Comunidade componente 12,0 <0,001 29,39 4,91 52 <0,007 181,73 48,65 1,14 0,26
Infracomunidade 292,0 <0,026 370,34 35,20 2799,0 <0,336 4245,7 1506,6 1,6,1 0,14
RJ Infracomunidade 185,0 <0,55 197,96 21,76
Petrépolis Infracomunidade 50,0 <0,001 27,52 6,55
Sumidouro Infracomunidade 2 <0,19 4,80 2,16

127



04
Uricanal
| |
o 02
- CF&VIA
c
Lib]
E Pau da Fome
0 0.0 Bonfim
Impe.rador
Pamparrao
| |
02
Porteirg Verde
| | | | | I
04 02 0.0 02 04 06

Dimensao 1

Figura 1. Anadlise da diversidade de espécies de helmintos do gamba Didelphis

aurita utilizando-se escalonamento multidimensional ndao-métrico (nMDS) entre as
localidades investigadas.
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Figura 2. Matrizes ordenadas da analise da metacomunidade de helmintos de
Didelphis aurita incluindo todas as areas. A - Escala de Comunidade Componente
onde as linhas correspondem aos transectos de todas as localidades e a colunas as
espécies; B - Escala de Infracomunidade onde as linhas correspondem aos
hospedeiros e as colunas as espécies. Bl Rio o Janeiro-RJ, | Petropolis-RJ e

Sumidouro-RJ.
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5 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo sobre estrutura de comunidades de helmintos
realizado para o gamba Didelphis aurita. Apenas um estudo foi reportado em
literatura sobre estrutura de comunidades de helmintos para outras espécies do
género Didelphis, tendo sido realizado na Guiana com uma abordagem de
comunidades componentes (Jiménez et al., 2011).

As espécies mais abundantes do presente estudo (V. hamata, C. tentaculata,
A. raillieti e T. orloffi ja foram comumente encontradas em outros estudos de
helmintofauna do género Didelphis. Antunes (2005) encontrou para a helmintofauna
de D. albiventris no Rio Grande do Sul a espécie C. tentaculata como a mais
abundante (185,43) e prevalente (93,3%), seguida de A. raillieti com abundéancia de
68,87 e prevaléncia de 83,3% e T. turgida com abundancia de 4,6 e prevaléncia de
70%. Gomes et al. (2003) encontraram como espécies mais abundantes da
helmintofauna de D. aurita no Estado do Rio de Janeiro, C. tentaculata com
intensidade média de 75,6 e prevaléncia de 68%, A. raillieti com inensidade média
51,2 e prevaléncia de 32% e V. hamata com intensidade média de 16,2 e
prevaléncia de 16%, além de T. turgida com intensidade média de 12,6 e
prevaléncia de 56%. Silva & Costa (1999) encontraram maiores abundéancias e
prevaléncias de helmintos de D. albiventris em Belo Horizonte, C. tentaculata com
prevaléncia de 91% e intensidade média de 246,1, A. raillieti com prevaléncia de
45% e intensidade média de 34,4, V. hamata com prevaléncia de 27% e intensidade
média 14,3, T. orloffi com prevaléncia de 14% e intensidade média de 5,3, T. turgida
com prevaléncia de 73% e intensidade média de 21,7, T. didelphis com prevaléncia
de 36% e intensidade média de 5,8%, R. coronatus com prevaléncia de 18% e
intensidade média de 36. Jiménez et al. (2011) encontraram para a helmintofauna de
D. marsupialis na Guiana Francesa como espécies mais abundantes A. raillieti com
prevaléncia de 100% e intensidade média 566,3 e C. tentaculata com prevaléncia de
25% e intensidade média de 4.

O maior valor de prevaléncia de H. heterostrongylus no ambiente silvestre,
pode ser relacionado as caracteristicas mais preservadas deste ambiente. Esta
espécie pertence a familia Angiostrongylidae, cuja maioria das espécies estudadas
apresentam ciclo de vida heteroxeno, sendo os hospedeiros intermediarios moluscos
gastropodes (Anderson, 2000). Desta forma, ambientes mais preservados poderiam
favorecer a ocorréncia de uma maior diversidade de recursos de hospedeiros
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intermedidrios, contribuindo para a transmissdo destes parasitos entre os seus
hospedeiros.

O ambiente periurbano influenciou a prevaléncia e abundancia de C.
tentaculata, T. turgida e de T. orloffi, indicando a presenca abundante destas
espécies em areas de interface entre ambientes urbanos e silvestres. Castro et al.
(2017), com a mesma base de dados do presente estudo para a localidade do
CFMA, encontraram maiores intensidade e abundancia de T. turgida nas areas de
borda de floresta perturbada. Um outro estudo com helmintos de gamba em uma
area periurbana também encontrou maiores prevaléncias e abundancias em C.
tentaculata (Antunes, 2005). Este dltimo género ja foi registrado também em porco
domeéstico (Vicente et al.,, 1997), animal ja visto nas areas de estudo, levantando a
importancia médico-veterinaria deste género.

A Unica espécie que apresentou diferencas significativas nas abundancias e
prevaléncias quanto ao sexo foi T. orloffi, sendo os maiores valores em hospedeiros
machos. De acordo com Poulin (1996) altos niveis de testosterona podem provocar
uma imunossupressao em machos, tornando-os mais suscetiveis a parasitos do que
fémeas. Além disso, ha registro de uma maior infecgdo de nematoides em machos
do que em fémeas de mamiferos (Poulin, 1996). Contudo, Antunes (2005) encontrou
maior abundancia e prevaléncia de T. orloffiem fémeas de D. albiventris.

As maiores abundancia e prevaléncia de T. orloffi observadas em periodos
mais secos sugerem que estes periodos possam favorecer o ciclo de vida desta
espécie. Sendo T. orloffi um tricostrongilideo de ciclo direto, a época de chuvas
poderia carrear 0os ovos encontrados no solo, diminuindo sua disponibilidade para
infectar o hospedeiro.

A maior abundancia de fémeas observada nas espécies C. tentaculata, A.
raillieti, V. hamata e T. orloffi sugere uma estratégia ecoldégica na reproducéao de
nematoides, favorecendo a manutencdo do ciclo destes organismos, onde o
aumento na producdo de ovos pode contribuir para a infeccdo do hospedeiro
(Oliveira-Menezes et al., 2011). Em sistemas de acasalamento poligdmico a razdo
sexual favorecendo fémeas pode aumentar a probabilidade de acasalamento
(Poulin, 2007).

Todas as espécies de helmintos analisadas apresentaram elevados indices
de agregacao. Sabe-se que parasitos utilizam apenas uma parte dos hospedeiros
individuais em uma populagcdo ou comunidade de espécies, exibindo um

comportamento agregado onde muitos hospedeiros infectados abrigam poucos
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parasitos e poucos hospedeiros abrigam muitos parasitos (Poulin, 1997; Bush, 2001;
Poulin, 2007). A heterogeneidade entre hospedeiros em relacdo a exposicdo aos
parasitos pode ser considerada como um dos principais fatores associados a
agregacao parasitaria (Poulin et al., 2013).

A correlagao positiva entre T. orloffi e V. hamata pode estar relacionada a
similaridades na aquisicdo destes parasitos pelo hospedeiro, favorecendo a
ocorréncia de ambas as espécies no intestino delgado dos espécimes de D. aurita.
O hospedeiro geralmente se infecta com estas espécies alimentando-se de itens
contaminados por larvas destes helmintos, porém a infeccdo também pode ocorrer
por via percutanea (Anderson, 2000). Travassostrongylus orloffi e V. hamata
apresentam ciclo direto (Vicente et al., 1997) e os géneros Travassostrongylus e
Viannaia ja foram apontados anteriormente como dois grupos que compreendem
nematoides tricostrongilideos parasitando marsupiais americanos (Durette-Desset,
1968; Gomes et al., 2003).

As andlises de diversidade de espécies feitas através de nMDS indicam que
uma maior proximidade entre localidades na figura da ordenacao esta relacionada a
uma maior similaridade na composicao de espécies (Valentin, 2012), sugerindo que
as localidades agrupadas possam apresentar caracteristicas comuns que favorecam
uma composicao de especies mais semelhante. A analise realizada entre as
localidades estudadas mostra um agrupamento central de localidades que se situam
numa interface de ambientes urbano e silvestre. O CFMA esté localizado na area de
amortecimento do PEPB e engloba tanto areas de residéncias, quanto areas de
floresta em regeneracdo, assim como o Pau da Fome, que faz parte do PEPB,
porém em meio a um centro urbano. A localidade do Bonfim, apesar de estar situada
em um ambiente silvestre e fazer parte do PARNASO, pode estar inserida neste
agrupamento mais central na figura da ordenagdo por apresentar no seu entorno
pousadas, moradias e areas de turismo de aventura que podem estar afetando a
biodiversidade local.

As localidades mais preservadas (Uricanal e Aguas do Imperador) ficaram
mais distantes do centro da figura podendo apresentar as mesmas espécies. Devido
as suas localizagdes dentro do PARNASO, estas localidades encontram-se em
areas distantes de habitagdes, com dificil acesso. Sabe-se que algumas espécies de
helmintos podem estar relacionadas a ambientes mais preservados (Cardoso et al.,
2016), contudo, duas espécies ndo foram encontradas nas localidades silvestres e
apenas uma nao foi encontrada na localidade periurbana. O ambiente periurbano
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apresentou a maior riqueza de espécies, mesmo considerando-se as riquezas
médias, uma vez que o esforco amostral poderia estar influenciando no resultado de
riquezas totais. Uma vez que este ambiente estd numa interface de ambientes
urbano e silvestre, as localidades deste ambiente parecem apresentar uma maior
heterogeneidade de habitats (Castro et al., 2017) o que pode proporcionar uma
maior diversidade de espécies de helmintos numa escala local.

As localidades do Pamparrdo e Porteira Verde que representam o ambiente
rural, também se situaram na periferia da figura da ordenagéo. Estas localidades
passaram por dois desastres ambientais e sofrem constantes mudancgas devido a
acao antrépica, o que pode explicar a menor riqueza encontrada no ambiente rural.

Os resultados aninhado e quase-aninhado obtidos para a estrutura da
metacomunidade considerando-se comunidades componentes e infracomunidades,
respectivamente, indicam que areas com uma menor riqueza de espécies formam
subconjuntos de areas mais ricas, quando todas as localidades foram incluidas na
analise. Estruturas quase-aninhadas indicam um padréo de estruturagdo mais fraco
que o aninhado, porém com as mesmas caracteristicas. A perda de espécies ao
acaso observada (limite de distribuicdo nao significativo), ocorre quando os limites
de distribuicdo das espécies sao determinados por tolerancias ambientais espécie-
especificas (Presley et al., 2010), ou seja, quando cada espécie ira responder as
variagoes do ambiente de forma diferente. Este fato € mais facil de ser observado
em grandes escalas espaciais. Quando analisados separadamente ao nivel de
infracomunidades, as comunidades dos ambientes urbano e rural apresentaram
padroes aleatérios, sugerindo relacées parasito-hospedeiro especificas a cada
ambiente, onde para uma espécie que apresenta grandes deslocamentos,
comportamento generalista e oportunista como D. aurita, apenas seria possivel
observar uma estruturagdo em fungédo do gradiente em uma escala mais ampla. O
padrao de tabuleiro de damas encontrado para as infracomunidades da area
silvestre indica a possivel existéncia de competicao interespecifica entre os
helmintos como mecanismo estruturador da metacomunidade (Presley et al., 2010).
A presenga de uma espécie de cestoda e a baixa abundancia de T. orloff na area
silvestre, que apresntou correlgdo positiva com V. hamata para o conjunto das
areas, podem sugerir a ocorréncia de competicao interespecifica.

A ocorréncia de espécies dominantes de maiores abundancias e
prevaléncias, tais como C. tentaculata, T. turgida e A. raillieti, nas localidades com

menor riqueza, indicam que estes parasitos formam a comunidade central de todas
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as comunidades componentes, contribuindo para a estruturagdo da
metacomunidade investigada. Espécies como D. proloba, B. advena e o Cestoda,
que ocorreram em apenas uma comunidade componente e em abundancias e
prevaléncias mais baixas, podem ser consideradas como espécies “satélites”,
também contribuindo para um padrao aninhado de estruturacdo. Um terceiro grupo
de espécies, tais como T. minuta, G. marsupialis, T. didelphis, representam espécies
que ocorreram em algumas comunidades e normalmente foram subordinadas ou
codominantes, formando um grupo intermediario dentro do padrao aninhado.

A compreensdo de padrdes ecolégicos s6 pode ser estudada em escalas
regionais, sendo a abordagem de metacomunidades um exemplo. Este estudo foi o
primeiro a analisar a estrutura das comunidades de helmintos do gambé& D. aurita e
também pioneiro a investigar a estrutura da metacomunidade de helmintos de um

marsupial Neotropical.
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7 CONCLUSAO GERAL

Didelphis aurita € novo relato de hospedeiros para as espécies de nematoides
G. marsupialis e T. didelphis.

O municipio do Rio de Janeiro é nova area de distribuicado geografica para os
helmintos G. marsupialis; H. heterostrongylus; T. orloffi; T. minuta; T. didelphis; D.
prolaba.

O municipio de Petrépolis é nova area de distribuicdo geografica para os
helmintos A. raillieti; C. tentaculata; H. heterostrongylus; T. orloffi; T. minuta; T.
didelphis; T. turgida; V. hamata e O. microcephalus.

O municipio de Sumidouro € nova area de distribuicao geogréfica para os
helmintos H. heterostrongylus e O. microcephalus.

Este estudo redescreveu H. heterostrongylus contribuindo com novos
detalhes na sua ultraestrutura através de microscopia eletrénica de varredura e
confirmando que Didelphostrongylus hayesi, apresenta afinidades filogenéticas por
DNA com H. heterostrongylus.

A estrutura da metacomunidade indicou que as &reas com uma menor
rigueza de espécies formaram subconjuntos de areas mais ricas, ou seja, seguem
um padrdao em fungao do gradiente ambiental.

Tanto nas infracomunidades quanto na comunidade compontente total, os
limites de distribuicdo das espécies foram determinados por tolerdncias ambientais
espécie-especificas.

O padrao de estruturacdao da comunidade de helmintos s6 foi observado na
escala regional, indicando que nesta relagdo parasito-hospedeiro, as respostas a um
gradiente ambiental se ddo em uma escala espacial mais ampla do que em nivel

local.
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Nematode parasites of the cardiopulmonary system of livestock and pet animals have been receiving
attention due to the pathogenic effects they produce in the course of the infection. However, parasitism in
wild animals by metastrongilid nematodes has been neglected, resulting in potential risk to wildlife. Het-
erostrongylus heterostrongylus is the etiological agent of bronchial pneumonia in the black-eared opossum,
Didelphis aurita, a widely distributed marsupial frequently reported to inhabit areas from wild environ-
ments to peri-urban spaces. In this study, we r the t. y of H. h ongylus, describing
and comparing morphology of Ly and Lz larvae and adult worms with closely related angiostrongilids,
and inferring phylogenetic affinities within the family Angiostrongylidae; we also detailed histopatho-
logical reactions under natural infection. Ultrastructural morphology and light microscopy confirmed
cephalic structures with well-developed trilobed lips, patterns of caudal bursa rays, spicules shape, ter-
minal anal aperture and presence of the ventral protuberance in L3 larvae, characteristics present for
the family Angiostrongylidae. Our molecular phylogenetic analyses, based on the partial small subunit
(SSU) 18S rRNA gene, suggested that H. heterostrongylus and Didelphostrongylus hayesi are closely related.
Pathological analyses agreed with previous findings, showing that cardiopulmonary parasitism provokes
verminous pneumonia and mucous bronchiolitis with hypertrophy of the smooth bronchiolar muscle.
These data confirmed that H. heterostrongylus represents a pulmonary pathogen in D. aurita, produces
severe pathological effects, and may represent risk to domestic and wild animals.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

2016) and synanthropic animals (Simdes et al., 2011). As examples,
we can mention Muellerius capillaris and Protostrongylus rufencens

Parasitic nematodes of the cardiopulmonary system of mam-
mals generate interest among the scientific community and clinical
veterinarians due to their severe pathological effects in livestock
(Silva et al., 2005), pets (Traversa et al., 2014), wild (Veronesi et al.,

* Corresponding author.
E-mail addresses: maldonad@ioc.fiocruz.br,
arnaldomaldonadojunior@gmail.com (A. Junior).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2016.08.018
0304-4017/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

which affect the respiratory tracts of goats and sheep (Berrag and
Urquhart, 1996); Aelurostrongylus abstrusus, Troglostrongylus spp.,
and Angiostrongylus chabaudi which affect domestic cats and Euro-
pean wildcats (Brianti et al., 2012; Di Cesare et al., 2015); and
Angiostrongylus cantonensis which affect Rattus norvegicus (Simées
etal,2014).

Although helminth infection may influence wild mammals’
populations through a strong debilitating action promoted by
pathological effects (Lamberski et al., 2002), little is known about
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the consequences of parasitism by angiostrongylid infection in
wild mammals. Regarding nematodes of the marsupial cardiopul-
monary system, Didelphostrongylus hayesi (Prestwood, 1976) and
Heterostrongylus heterostrongylus (Travassos, 1925) have been
reported to parasitize Didelphis marsupialis and D. aurita, respec-
tively. However, only Didelphis virginiana have had pathological
alterations reported due to infection by D. hayesi, which include
lung alterations and dissemination of inflammatory cell reactions
(Prestwood et al., 1977).

Travassos (1925) described the lungworm H. heterostrongylus
as a parasite nematode of the pulmonary system of the marsupial
D. aurita in the state of Rio de Janeiro, Brazil, and assigned it to
the family Metastrongylidae. Anderson et al. (1980) redescribed
H. heterostrongylus and reassigned it to the family Angiostrongyli-
dae based on lip morphology. Nevertheless, two main points persist
regarding this helminth. The firstis thatit is necessary to settle diag-
nostic characters that led to the current classification. Second, there
is alack of understanding of the phylogenetic affinities of this nema-
tode within the family Angiostrongylidae, particularly regarding its
connection with D. hayesi.

In view of this, we herein detailed the morphology of
H. heterostrongylus by scanning electron microscopy and light
microscopy, and conducted molecular phylogenetic analyses
in order to determine its relationships within the family
Angiostrongylidae. Additionally, we reported pathological conse-
quences of this helminth infection on naturally infected D. aurita
opossums collected in an urban forest in the city of Rio de Janeiro,
Brazil.

2. Material and methods
2.1. Study sites and habitat description

We captured opossums in the Campus Fiocruz Mata Atlantica
(Atlantic Forest Fiocruz Campus: 22°56'S 43°24’'W) in the city of
Rio de Janeiro, Brazil. This campus is located in the surroundings
of the Parque Estadual da Pedra Branca (Pedra Branca State Park),
which s the largest urban forest in Brazil. The studied area consists
of a mosaic of different habitats including preserved and disturbed
forests, and interface areas between wild environments and human
dwellings in the urban perimeter.

2.2. Collection and examination of marsupials

Live-trapping occurred every four months between July 2012
and April 2014 in six transects with 20 points each, all representing
different habitats as described above. At each point, we placed a
Tomahawk® trap (16 x 5 x 5 inches) on the ground. Each trapping
session lasted for five consecutive days.

Collected marsupials were anesthetized and euthanized in order
to recover helminths and other samples. Voucher specimens were
deposited in the scientific collection of the Museu Nacional, Uni-
versidade Federal do Rio de Janeiro (National Museum, UFR]). All
procedures followed the guidelines for capture, handling, and care
of the Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo
Cruz (Ethics Committee on Animal Use, Oswaldo Cruz Institute;
CEUA-IOC licence number L-049/08 and LW81/12). Licenses for
animal captures were granted by the Instituto Chico Mendes de
Conservagdo da Biodiversidade (Chico Mendes Institute for Biodi-
versity Conservation; ICMBio authorization number 13373) and by
the Instituto Estadual do Ambiente (Environment Institute of the
state of Rio de Janeiro; INEA — 020/2011) according to Brazilian
regulations, Professionals were trained and proficient in biosafety
practices and techniques, and had personal protective equipment
during all procedures involving animal handling and biological

sampling in accordance with the Brazilian Ministry of Health rec-
ommendations (Lemos and D’Andrea, 2006).

2.3. Helminths recovery and morphological analyses

Abdominal and thoracic cavities of opossums were examined for
the presence of helminths. Organs were separated in Petri dishes
and dissected using a stereomicroscope to remove small helminths.
Collected helminth specimens were washed twice in saline solu-
tion (0.9% sodium chloride in distilled water) in order to remove
tissue debris. Part of the helminth samples were fixed in hot AFA
(2% glacial acetic acid, 3% formaldehyde, and 95% ethanol) (Amato
et al.,, 1551). Other samples were kept in 70% ethanol for molecular
analyses. For light microscopy, we clarified ten male and ten female
specimens in 80% phenol, set them on temporary slides, and exam-
ined the specimens using a Zeiss standard 20 light microscope.
Voucher specimens of helminths were deposited at the Colegao
Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz (Helminthological Col-
lection of the Oswaldo Cruz Institute), under number: CHIOC 38319.

We used two different preparation techniques for Scanning
Electron Microscopy (SEM): 1. Helminths fixed in 2.5% glutaralde-
hyde and 4% freshly prepared formaldehyde in 0.1 M cacodylate
buffer with pH 7.2, posteriorly washed in 0.1 M cacodylate buffer
(pH 7.2), then post fixed for 2h in 1% 0sO4 and 0.8% K3Fe(CN)g
pH 7.2, dehydrated in a graded ethanol series (20-100° GL) for
20min each step, critical-point dried in CO,, mounted on metal-
lic stubs and coated with gold (20-25 nm deposited)(Lopes Torres
et al., 2013); 2. Helminths fixed in AFA were washed in 0.1 mM
Sodium cacodylate buffer (pH 7.4) three times for 15 min, and
post fixed for 2h in 1% 0sO4 and 0.8% K3Fe(CN)g in the same
buffer with pH 7.2, posteriorly washed three times for 15 min each
time, dehydrated in an ascending ethanol series for 20 min each
(30-100° GL), dried using the critical point method with liquid CO,,
mounted on aluminium stubs and coated with a 25-nm layer of
gold (Mafra and Lanfredi, 1998). Specimens were examined using
microscope model JEOL JSM-6390 at the Rudolf Barth Electron
Microscopy Platform of the Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz at the
Plataforma de Microscopia Eletrnica do Instituto Oswaldo Cruz,
PDTIS/FIOCRUZ (Electron Microscopy Platform of the Oswaldo Cruz
Institute), and model JEOL JSM 5310 at the Electron Microscopy
Platform CENABIO-UFR] (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro).

2.4. Larvae recovery

L; larvae were obtained from faeces of naturally infected opos-
sums according to the Baermann-Moraes technique (Baermann,
1917; Moraes, 1948). Posteriorly, Biomphalaria glabrata snails were
individually exposed to 30L; larvae overnight. Forty days after
exposure, the snails were set in a 0.7% HCl solution for digestion
for six hours in order to recover L3 larvae, per Baermann (1917)
and Moraes (1948)Moraes's (1948) methodology.

2.5. Histopathological analysis

Lung tissues were washed in saline solution, segmented, and
fixed in Carson’s Millonig formalin overnight. Posteriorly, the lung
tissues were dehydrated in progressive concentrations of ethylic
alcohol, diaphanized using xilol, and embedded in paraffin blocks
to provide 5 um serial sections. Tissue sections were stained with
hematoxylin and eosin and examined under a light microscope
(Humason, 1979).
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Fig. 1. Scanning electron microscopy of Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Female entire body showing lateral alae (La). (B) Male anterior end showing 6 developed lips
(Li), 4 pairs of external cephalic papillae (Ecp), 6 internal papillae (Icp), and 2 amphids (Am). (C) Detail of oral opening (Oo). (D) Male anterior end, lateral view showing

cephalic collar (Cc).

2.6. Molecular and phylogenetic analyses

Genomic DNA samples were isolated from six individual worms
using the Qiagen QIAamp DNA Mini Kit, according to the manufac-
turer’s protocol.

DNA amplification by polymerase chain reaction was con-
ducted using primers 47 forward (5'-CCCGATTGATTCTGTCGGC)
and 112 reverse (5'-GGCTGCTGGCACCAGACTTGC), and using 135
forward (5'-CGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGC) and 136 reverse
(5'-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC) to produce two overlapping
amplicons of partial nuclear-encoded small-subunit ribosomal RNA
(18S) gene (Carreno and Nadler, 2003).

Amplicons were cycle sequenced using the Big Dye Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) on
both strands with primers mentioned above, resulting in bi-
directional sequencing for better accuracy of data. Sequencing was
performed using the ABI 3730 DNA Analyzer. Both procedures
and cycle-sequenced products precipitation were conducted at
the Plataforma de Sequenciamento de DNA do Instituto Oswaldo
Cruz, PDTIS/FIOCRUZ (DNA Sequencing Platform of the Oswaldo
Cruz Institute). Fragments were assembled into contigs and edited
to ambiguities using the ChromasPro 1.5 software (TECHNELYS,
2016Technelysium Pty Ltd.), resulting in a consensus sequence. The
consensus sequence was deposited in the GenBank database under
accession number: KX426262.

Consensus sequences were aligned with representatives’
sequences from the family Angiostrongylidae obtained from
Genbank (Table 1). As outgroups, we added sequences from Ancy-
lostoma caninum and Necator americanus, also from Genbank
(Table 1). We produced alignments for the 18S gene sequences
using SILVA Incremental Aligner online software (SINA v1.2.11)

Table 1

Accession numbers of sequences retrieved from GenBank and hosts of parasites.
Nematode species 185 Host
Aelurostrongylus abstrusus AJ920366 Felis catus
Angiostrongylus cantonensis AY295804 Rattus norvegicus
Angiostrongylus costaricensis 1 LK942974 Sigmodon hispidus
Angiostrongylus costaricensis 2 DQ116748 Sigmodon hispidus
Angiostrongylus costaricensis 3 EF514913 Sigmodon hispidus
Angiostrongylus dujardini EF514915 Myodes glareolus
Angiostrongylus malaysiensis EF514914 Rattus tiomanicus
Angiostrongylus vasorum 1 EF514916 Vulpes vulpes
Angiostrongylus vasorum 2 AJ920365 Vulpes vulpes
Didelphostrongylus hayesi AY295806 Didelphis virginiana
Heterostrongylus heterostrongylus KX426262 Didelphis aurita
Ancylostoma caninum AJ920347 Canis familiaris
Necator americanus AJ920348 Homo sapiens

(Pruesse etal., 2012). Resulting alignments were trimmed of poorly
aligned regions using the Mesquite package software (Maddison
and Maddison, 2015).

We used PAUP* Software version 4.0a147 (Swofford, 2002) to
calculate pairwise distances corrected under the HKY + I maximum-
likelihood model chosen by Bayesian information criterion (BIC)
(Schwarz, 1978) and decision theory (DT) (Minin et al., 2003),
selected using the same program.

We also used PAUP* Software to produce phylogenetic recon-
structions using maximum parsimony (MP) as optimality criterion.
Node support in MP trees was assessed by nonparametric bootstrap
percentages (MP-BP), after 10,000 pseudoreplications.

Phylogenetic reconstructions using maximum likelihood (ML)
as optimality criteria were carried out with Treefinder Software
March 2011 version (Jobb, 2011). A nucleotide evolutionary model
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200um

Fig. 2. Scanning electron microscopy of Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Male posterior end showing copulatory bursa with ventral rays (Vr), lateral rays (Lr), posterodor-
sal rays (Pr), dorsal ray (Dr), and cloaca (Cl). (B) Female posterior end showing vulva (Vu), anus (An), and tail digitiform (Td). (C) Eggs, elliptic shape, showing longitudinal

ridges. (D) Ly larvae in detail, showing ventral knob-like tip (Kt) at posterior end.

was chosen by BIC using the same software. Node support in ML
trees was assessed by the expected-likelihood weights applied to
local rearrangements of tree topology (LR-ELW) after 1000 repli-
cates, and to nonparametric bootstrap percentages (ML-BP) after
1000 pseudoreplications.

Bayesian phylogenetic inference was carried out with the soft-
ware MrBayes version 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) on XSEDE using
the CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010). Bayesian analyses
were performed using the GTR +1+I" model. Markov chain Monte
Carlo (MCMC) samplings were performed for 10,000,000 genera-
tions with four simultaneous chains in two runs. We assessed the
robustness of nodes in Bayesian trees by Bayesian posterior proba-
bilities (BPP) calculated from tree samples every 100 generations,
after removal of a “burn-in” fraction of 25%. To assess the adequacy
of our sampling, we used Tracer Software (Rambaut et al., 2014)
to calculate the Effective Sample Sizes (ESS) of parameters. Values
above 100 effectively independent samples were considered to be
sufficient.

3. Results
3.1. Morphology by scanning electron and light microscopy

3.1.1. Description

Adult helminths exhibited sexual dimorphism. The female body
was larger and more robust than the male, and both had a discrete
longitudinal lateral line along the body (Fig. 1A). The anterior end
had similar structures in both sexes, and an oral aperture bearing
two robust trilobed labia, each lobe with one internal domed papil-
lae. Additionally, there was one pair of papillae on the outside edge
of the laterodorsal and latroventral lips. Amphids were externally

located to lateral papillae (Fig. 1B and Fig. 3A). The oral opening
was circular and conspicuous. (Fig. 1C). The cephalic cuticle was
folded, forming a cephalic collar (Fig. 1D). The copulatory bursa
was rounded and robust with the right lobe visualized, showing
the ventral, lateral, posterolateral, and dorsal rays on the margin
(Fig. 2A and Fig. 3B). The female tail was digitiform with the vulva
transversely situated with a prominent border and near the end
of the body, and with the anus located in a transverse fissure at
the posterior end (Fig. 2B and Fig. 3C). Elliptical eggs with a shell
surface were ornamented by longitudinal ridges (Fig. 2C), embry-
onated eggs with a hyaline shell were seen under light microscope
(Fig.3D). Rhabditoid larvae were at first stage with a smooth cuticle.
The total length was 201.5 um and 16.4 pm wide. The oesophagus
was 85 um long. Excretory pore, nerve ring and genital primordium
were not observed. The tail was curved, ending in a sharp point
(Fig. 3D). The anus was 21 wm from the caudal extremity (Fig. 3D).
Larvae were at third stage, filiform with smooth cuticle. Total
length was 1010 um and 54 pm wide (Fig. 2D). The oesophagus
was 425 m long. A rod-like structure was 0.7 pum long. The excre-
tory pore was 143 pwm from the anterior extremity. A nerve ring and
genital primordium were not observed. A knob-like ventral protu-
berance was located 34 um from the posterior extremity. The anus
was 83 wm (Fig. 3E).

3.2. Histopathology

There was no change in the helminths morphology, even in
recovered specimens associated with granuloma development on
the lung. Bronchi congestion was observed with draining of a green
catarrhal exudate and thickening of the parenchyma, showing
multifocal haemorrhagic areas and suggesting lobular bronchop-
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Fig. 3. Light microscopy of Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Male anterior end showing the oesophagus (Oe), and in detail, lips (Li) and cephalic collar (Cc). (B) Male
posterior end, lateral view, showing gubernaculum (Gu) and spicules (Sp). (C) Female posterior end showing didelphis uterus (Du), ovejecctor (0j), vulva (Vu), anus (An), and
tail digitiform (Td). (D) Eggs (Eg) and first larval-stage (L, ). (E) Ls larvae anterior end showing pore excretory (Pe), amphids (Am), rod-like structure (Rs), and posterior end

showing anus (An) and knob-like tip (Kt).

neumonia (Fig. 4A). The histopathology of the caudal lung lobe of
the opossums revealed inflammatory infiltrates ranging from a sub-
tle reaction process to severe responses, with massive occurrence of
inflammatory cell infiltration (Figs. 4B and C), presence of giant cells
of foreign body type, neutrophils, monocytes, macrophages, and
predominantly, eosinophils in tissue | of the parenchyma. In
addition, disruption of the muscle of the bronchi and extravasa-
tion of inflammatory cells into the lumen of the bronchus were
observed, forming inflammatory cell clumps and mucous catarrhal
exudative, coincident with the presence of adult helminths in
the respiratory tract, resulting in partial occlusion of the bronchi
(Figs. 4D and F). Adult helminths were found in the respiratory
tract with preserved cuticle, mucus, and inflammatory cells inside
their digestive tracts, suggesting that the helminths were ingesting
these inflammatory cells (Figs. 4D-F). At the lumen of bronchi-
oles, the first larval-stage (L;) was associated with green catarrhal

exudate and with hyperplasia of the bronchial glands (Fig. 4F).
The macroscopic aspect of the lungs revealed numerous coalesc-
ing areas, multifocal regions, and irregularities in the organ surface,
indicating alterations in the entire lung tissue due to infection.

3.3. Molecular and phylogenetic analyses

We obtained six consensus 18S gene sequences from adult
H. heterostrongylus recovered from different D. aurita specimens.
After alignment and trimming of poorly aligned ends, all six 18S
sequences of H. heterostrongylus were identical 1624 base pairs
sequences, representing one single haplotype. We therefore used a
single H. heterostrongylus 18S sequence.

The aligned matrix was comprised of 13 taxa and 1625
characters, including indels. 1511 characters were constant, 38
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Fig. 4. Histopathology of the caudal lung lobe from Didelphis aurita naturally infected with Heterostrongylus heterostrongylus. (A) Macroscopic aspect of the lung with
numerous coalescing areas, multifocal regions and irregularities in the organ surface. (B) Pulmonary parenchyma showing subtle reaction process with inflammatory cells
(Ic), inflamatory infiltarates (Ii) and presence of helminth (H). (C) Severe responses with massive occurrence of inflammatory cells infiltration. (D) Disruption of the muscle
of the bronchi (Dmb) with extravasation of inflammatory cells into bronchus lumen of the (BI), presence of adult helminths with mucus and inflammatory cells inside their

digestive tracts (Hc). (F) Helminths within the bronchus lumen. (E) First larval-stage (L, ) associated with green catarrhal exudate (Ce) and with hyperplasia of the bronchial
glands at the lumen of bronchioles. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

variable characters were parsimony-uninformative, and 76 were
parsimony-informative. Gaps were treated as “fifth base” in MP.

The best-fit model, chosen by BIC on Treefinder, for our 18S gene
matrix was the HKY (Hasegawa et al., 1985) model of nucleotide
substitution with optimized rate and frequency parameters, a dis-
crete Gamma heterogeneity model with optimized o shape and five
rate categories.

Tree topologies produced with different optimality criteria were
identical, however with dissimilar node supports. The phylogenetic
tree for Bayesian inference is shown in Fig. 5. ESSs for all parameters
in our Bayesian analyses were above 100 effectively independent
samples and for most parameters, ESSs were well above 200. We
therefore considered our sampling to be sufficient.

Interspecific distances within Angiostrongylus ranged from 0.5%
between A. cantonensis and A. malaysiensis to 1.3% between
A. malaysiensis and A. dujardini. Intergeneric distances within
Angiostrongylidae ranged from 2% between Didelphostrongylus and
Heterostrongylus, 4.4% between Aelurostrongylus and Heterostrongy-
lus, to 5.5% between Aelurostrongylus and Didelphostrongylus.
Distances between Heterostrongylus and Angiostrongylus species
sequences ranged from 2.5% to 3%.

Angiostrongylus, Didelphostrongylus, and Heterostrongylus 18S
gene sequences formed a well-supported monophyletic group
(MP-BP=90%, LR-ELW=86%, ML-BP=88%, BPP=100%), sister to
Aelurostrongylus abstrusus, which was basal mostly to other
angiostrongylids in all topologies.
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Fig. 5. Bayesian tree using 18S r DNA nucleotide gene. Values of Bayesian posterior probabilities are represented at the nodes.

Angiostrongylus species sequences formed a monophyletic
group in all topologies, although weakly supported (MP-BP 61%,
LR-ELW =66%, ML-BP =71%, BPP =88%). H. heterostrongylus was sis-
ter to D. hayesi with strong support in all topologies (MP-BP = 100%,
LR-ELW =100%, ML-BP = 100%, BPP=100%).

The sequences of H. heterostrongylus were monophyletic, and
intraspecific distance values in 18S ranged from 1.7% between H.
heterostrogylus and D. hayesi, to 3.7% between H. heterostrogylus and
Aelurostrongylus abstrusus.

4. Discussion

In 1949, Dougherty divided the family Metastrongylidae into
four subfamilies: Metastrongylinae, Filaroidinae, Pseudaliinae, and
Protostrongylinae, placing Metastrongylus species and monospe-
cific Heterostrongylus in the new subfamily Metastrongylinae due
to the similarity of the well-developed labial structure. Further,
Skrjabin et al. (2016) created the subfamily Heterostrongylinae
for Heterostrongylus within the family Metastrongylidae. Later,
Anderson (1978) transferred H. heterostrongylus to the family
Angiostrongylidae, noting affinities between this genus and D.
hayesi. Afterwards, Anderson et al. (1980) redescribed H. het-
erostrongylus and compared it under light microscopy with D.
hayesi, distinguishing these species by differences in position of
rays: H. heterostrongylus has robust rays in the caudal bursa, lat-
eral rays independent of each other, and dorsal rays not bifurcated,
whereas D. hayesi has bifid dorsal rays, more delicate and finger-
like rays, ventral and lateral rays arising from common stalks, and
a short and rounded tail in females. Moreover, Anderson et al.
(1980) also observed in both species six well-developed lips and
concluded that these structures are equivalent to the six oblong
structures (perityls) found in many pulmonary helminths. Thus,

H. heterostrongylus and D. hayesi were assigned to the family
Angiostrongylidae (Anderson et al., 2009).

Morphological characteristics observed in the present study
confirm the similarity of the cephalic structures of H. het-
erostrongylus, with well-developed trilobed lips as described for
Metastrongylus from the Metastrongylidae family. On the other
hand, other morphological characters observed in H. heterostrongy-
lus, such as the patterns of caudal bursa rays, shape of spicules, and
position of the terminal anal aperture close to the vulva in females,
place H. heterostrongylus within the family Angiostrongylidae.

The first and third larval-stages of H. heterostrongylus
were morphologically similar to D. hayesi, Angiostrongylus spp.,
Aelurostrongylus abstrusus, Troglostrongylus brevior, and T. subcre-
natus larvae (Brianti et al., 2012), having rod-like structures and
knob-like tips common in Metastrongyloidea. However, H. het-
erostrongylus L3 larvae had a ventral protuberance observed only
in Aelurostrongylus abstrusus, a parasite of cats, also placed within
Angiostrongylidae (Brianti et al., 2012). In contrast, it was distin-
guished from all others angiostrongylids by having larger body
length.

This lungworm provokes verminous pneumonia and mucous
bronchiolitis with hypertrophy of the smooth bronchiolar mus-
cle. Thus, microscopic lesions produced by H. heterostrongylus were
similar to those reported for D. hayesi (Prestwood et al., 1977;
Duncan et al.,, 1989; Lamberski et al., 2002). However, the pul-
monary lesions attributed to H. heterostrongylus were distinguished
by the rupture of bronchi muscles and for its absence in the sub-
pleura.

In the present study, we also conducted the first molecular
data analyses on H. heterostrongylus, enhancing the dataset for
helminth molecular identification. The largest ML-corrected pair-
wise genetic distances were between D. hayesi and the outgroup
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sequences. These distances were 6.4%-6.7% larger than the second-
largest distances 5.5% between D. hayesi and A. abstrusus, and larger
than the distances between H. heterostrongylus and the outgroup
sequences (4.9%). This indicates that although D. hayesi was sister
to H. heterostrongylus, the former has apparently undergone higher
evolutionary rates than any other angiostrongylid in our sample.

Intergeneric distance between Didelphostrongylus and Het-
erostrongylus was 2.0% larger than the largest interspecific
distances within Angiostrongylus (0.5-1.3%), while the lowest
distance between Heterostrongylus and Angiostrongylus species
sequences was 2.5%. This corroborates the allocation of Het-
erostrongylus and Didelphostrongylus to different genera while
demonstrating that they are closely related. Our 185 gene
phylogenetic analyses agreed with these findings, recovering
Heterostrongylus and Didelphostrongylus in a strongly supported
monophyletic group.

Although we recovered Aelurostrongylus, Angiostrongylus,
Didelphostrongylus, and Heterostrongylus forming a monophyletic
group in our phylogenetic analyses, Eamsobhana et al. (2014)
detected polyphyly for the family Angiostrongylidae in a study to
determine phylogenetic relationships of Angiostrongylus species
and other Metastrongyloidea taxa using 18S gene sequences. Fur-
thermore, Angiostrongylus monophyly was only weakly supported
in our analyses, suggesting that this genus may be polyphyletic
as well. Additional studies which increase genera and genetic
markers for Metastrongyloidea would be necessary in order to
elucidate these questions on these groups.

In conclusion, the present study details some morphologi-
cal characteristics of H. heterostrongylus using SEM and light
microscopy and contributes new details on the anterior end of the
adults, first and third larval-stages, and in the eggs. Also, patho-
logic changes associated with natural infection of the lungworm H.
heterostrongylus in D. aurita opossum were described, suggesting
the severity of the disease. Our new DNA data confirmed H. het-
erostrongylus affinities with D. hayesi and may be useful in future
studies. Moreover, the natural life cycle of this parasite is unknown
and the risk of transmission to domestic and wild animals should
be considered, since D. aurita is commonly reported to inhabit the
interface between wild environments and peri-urban areas due
to anthropic activities, and to the rather generalist nature of this
opossum.
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ABSTRACT

Despite the widespread occurrence and the great number of studies of the common opossum Didelphis aurita
(Didelphimorphia, Didelphidae), there is a serious lack of information about helminth parasitism in these species. The
synanthropic characteristic of these animals may influence their parasite fauna and the ecological parameters. We evaluated
the abundance, intensity, prevalence and spatial aggregation of the most abundant nematodes of the large intestine and
stomach, recovered from the common opossum D. aurita, in Pedra Branca State Park and its surroundings, which includes
the FIOCRUZ Atlantic Forest Campus, Rio de Janeiro, Brazil. We investigated the effects of anthropic disturbances on the
helminth populations comparing the parameters in relation to host habitat types, season and host gender in order to
understand the ecological host-parasite interaction. The animals were sampled in three different habitats. We conducted
eight small mammal samplings in different seasons and collected 48 individuals of the common opossum. The nematode
species found in the large intestine were Aspidodera raillieti and Cruzia tentaculata while Turgida turgida was found in
the stomach. Cruzia tentaculata was the species with the highest abundance, intensity and prevalence indices. The three
species had a highly aggregated distribution. No species had significant difference in prevalence when compared with
host habitat types, host gender or season. Cruzia tentaculata had higher intensity in the rainy season, which suggests
that rainfall contributes to the development of the life cycle of this helminth. Turgida turgida had higher abundance in the
disturbed forest habitat, suggesting that the presence of intermediate hosts may be favoured by the characteristics of this
environment.

Keywords: Atlantic Forest; ecology; host-parasite interaction; marsupials; parasitism.

INTRODUCTION

The conservation of biological diversity is a global
concern, especially because of the increasing
disturbance caused by human activities in ecosystems’
structure and function, which has consequently resulted
in changes in the composition and abundance of
species. Parasites are important organisms in
ecosystems' dynamics, taking part in the regulation and
structure of host populations. They play a key role in
biodiversity by interfering in processes such as
competition, migration, speciation and host reproduction
(Combes 1996). Recent studies of the influence of
parasites in complex systems have enhanced the
understanding of the structure and dynamics of these

interactions (Poulin 2010, Poulin ef al. 2013).

Among parasites, helminths have been widely
used as indicators of environmental change (Gardner
& Campbell 1992), which may alter the population
parameters of the hosts, resulting in deleterious effects
on their populations (Bush et a/. 2001). Helminths are
excellent models for studies of parasite-host
interactions in natural and anthropogenic ecosystems
(Simdes et al. 2010, Cardoso et al. 2016) due to their
great dispersal potential among species and
environments, to their evolutionary history, and to their
relatively short life cycles (Brandiao 2007).
Furthermore, seasonality can have a strong effect on
helminths' abundance and intensity, and may determine
their distribution. Extrinsic factors can favour the
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survival of some life stages, especially for species
whose eggs remain in the soil, subject to the influence
of temperature, moisture or rainfall (Jiménez et al.
2011, Simdes et al. 2016).

Many species of small mammals are known to
act as natural reservoirs of parasites that affect humans.
Opossums are noted for their high abundance,
widespread occurrence and importance to public health
because they are reservoirs of several zoonosis, such
as trypanosomiasis (Lima et al. 2012), leishmaniasis
(Xavier et al. 2014) and helminth infections, such as
gnathostomiasis (Ruiz 1952) and lagochilascariasis
(Artigas et al. 1968). The common black-eared
opossum  Didelphis Wied, 1826,
(Didelphimophia, Didelphidae) occurs in the Atlantic
Forest biome. It has a frugivorous / omnivorous feeding
habit and can feed on items found in human garbage
(Santori et al. 2012). These characteristics associated
with its generalist use of the habitat (Fonseca 1989,

aurita

Junior & Leite 2007) make this animal abundant, with
high population densities, especially in areas close to
human habitations (Gentile ef al. 2000), making the
common opossum a sylvatic - synanthropic animal.
The aim of this study was to analyse the
parasitological parameters and the spatial aggregation
of the most abundant nematodes of the large intestine
and stomach of the opossum Didelphis aurita Wied-
Neuwied, 1826 (Didelphimorphia, Didelphidae) in the
Pedra Branca State Park (a forest reserve) and its
surroundings. We compared the parameters in relation
to habitats of the host with different levels of anthropic
disturbance, season and host gender in order to
understand the ecological host-parasite interactions.
This study is part of a program on ecology and
biodiversity of small mammal populations and
communities and their parasites in the Pedra Branca
Massif in the municipality of Rio de Janeiro, Brazil.

MATERIAL AND METHODS
Study area

This study was carried out in areas of the
FIOCRUZ Atlantic Forest Campus of the Oswaldo

Cruz Foundation (Campus FIOCRUZ Mata Atlantica
- CFMA) and areas of Pedra Branca State Park

(PBSP) in the city of Rio de Janeiro. The CFMA is
inserted in an expanding urban region in the
Jacarepagua Basin and is part of the buffer zone of
the Pedra Branca State Park, including preserved areas
of the Park. This park is considered the largest forest
reserve located within an urban environment in Brazil,
covering a total area of 12,492 hectares with
predominance of Ombrophilous Dense Atlantic Forest
vegetation. The climate of the region is humid
mesothermal with hot rainy summers and mild winters.

Samples were collected in transects within the
CFMA and PBSP, in three different habitat types
representing areas of: 1) sylvatic-urban interface near
human dwellings (peridomicile) (22°56°18"S
43°24°11"W and 22°55°57"S 43°26°34"W), 2)
disturbed forest areas (22°56°28"S 43°24°34W and
22°24°45.5"S 43°24°45.6"W), and 3) preserved forest
areas (22°56°47"S 43°25°07"W and 22°55°57"S
43°26°36"W). The peridomicile areas were in the
backyards of houses and had sparse understory in most
of the transects, canopy ranging from 6 to 15 meters,
predominance of bushes and small trees, some flooded
areas, and flat to moderate slope. The disturbed forest
areas were in regeneration process with a vegetation
in different ecological succession stages between the
areas of human occupation and the preserved areas
of the Park, presenting semi-open understory, medium
vegetation height ranging from 6 to 20 meters, and flat
slope. The preserved forest areas were within the limits
of the preserved areas of the Park and had semi-open
understory, tall vegetation with canopy ranging from
10 to 40 meters, and irregular slope varying from flat
to steep.

Sampling Methods

Opossums were collected from July 2012 to April
2015 every four months (except in July 2014),
representing dry, rainy and intermediate seasons.
Captures were carried out along transects, two at each
location. Sherman® and Tomahawk® traps were
placed on the ground at each point baited with a mixture
of banana, peanut butter, oats and bacon.

Adult animals were euthanized for recovery of
helminths and other samples, and their bionomic data
were recorded (age, gender, reproductive activity, body
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mass and external measures). Young animals and
females with pouch young, were marked with ear tags
and released at their trapping points and were not
included in the analyses. The ages of the animals were
estimated based on dental development and body size
according to Gentile et al. (1995). The skulls of the
animals were deposited as voucher specimens in the
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zoological collection de Janeiro National
Museum.

Some of the nematode specimens were fixed at
65° AFA (70% ethanol - 0.4% formalin - 100% acetic
acid ratios 0f 93:5:2) according to Amato et al. (1991),
and some were stored in 70% ethanol for further
molecular analysis. Specimens were counted using a
stereoscopic microscope and identified using a Zeiss
Standard 20 light microscope. The species were
identified according to Yamaguti (1961) and Vicent et
al. (1997). Voucher specimens were deposited in the
helminthological collection of the Oswaldo Cruz
Institute (CHIOC numbers: Turgida turgidan® 38321,
Aspidodera raillieti n° 38322, Cruzia tentaculata n°
38323).

Animals were captured under authorization of
the Brazilian Government’s Chico Mendes Institute for
Biodiversity and Conservation (ICMBIO, license
number 13373) and the Environmental Institute of Rio
de Janeiro State (INEA, license number 020/2011).
All procedures followed the guidelines for capture,
handling and care of animals of the Ethical Committee
on Animal Use of the Oswaldo Cruz Foundation
(CEUA license number L-049/08 and LW-81/12 and
LW -39/14). Biosafety techniques and personal safety
equipment were used during all procedures involving
animal handling and biological sampling.

Data analysis

The parasitological parameters were calculated
for each nematode species according to Combes
(2001). Abundance was considered as the total number
of nematodes of a species divided by the number of
hosts analysed. Intensity was the total number of
nematodes of a species divided by the number of
animals infected by the species. Prevalence was the
ratio between the number of infected animals and the
total number of animals analysed. The spatial
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aggregation level was calculated using the variance to
mean ratio of the number of helminths per host.
Nematode sex ratios were compared using the chi-
square test.

Abundances, intensities and prevalences were
compared in relation to habitat type where the host
was captured, host gender and season for each
nematode species. Prevalence rates were compared
using the chi-square contingency test. Intensities and
abundances were compared using generalized linear
models (GLM), where the best models (models with
AAICc less than two) were chosen using the corrected
Akaike information criterion (AICc). The chi-square
tests were performed using the Past Software version
3.09 (Hammer et al. 2001) and the analysis of GLM
with PASW statistical software version 18 (SPSS Inc.
2009). The significance level used was of 5% in all
the analyses.

RESULTS

Forty-eight specimens of opossums were
collected, 22 in the peridomicile, 15 in the disturbed
forest areas and 11 in the preserved forest areas. We
found helminths species belonging to the three phyla;
however, we used only three nematodes as target
species to analyse the ecological effects on its
populations due to their high abundance. Turgida
turgida (Rudolphi, 1819) Travassos, 1919
(Physalopteridae, Railliet, 1893 subfam.) Leiper, 1908
was found in the stomach; and Cruzia tentaculata
(Rudolphi, 1819) Travassos, 1922 (Kathlaniidae,
Travassos, 1918) and Aspidodera raillieti Travassos,
1913 (Aspidoderidae, Freitas, 1956) were found in the
large intestine. Forty-five percent of the opossums
were infected with the three helminths analysed. We
recovered a total of 319 adult worms of 7. turgida,
3681 of C. tentaculata, and 966 of A. raillieti.

Sex ratio in T. turgida did not differ from 1: 1
(X?=0.127 and p=0.722). Cruzia tentaculata and A.
raillieti had significantly more females than males
(x¥?=51.39 and p=0.0; x?=21.35 and p=0.0,
respectively). C. fentaculata was the most abundant
and prevalent species (Table 1). All species had high
overall aggregation indices and when considering the
infrapopulations within each habitat type, host gender



Ecological Effects on Nematode Populations of the Common Opossum 57

or season (Table 1). No species had significant
difference in prevalence when compared among host
habitat types, host gender or season (p>0.05 in all
cases) (Table 1).

Intensity was different among variables in C.
tentaculata (Table 2). The best model obtained in
the GLM analysis included only the season, showing
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season (Table 2). In T. turgida and A. raillieti the
best models in the analyses were the null models
(without variables). However, in 7. turgida three
models were plausible, indicating that habitat, which
was present in two of these three models, may also
be an important variable related to intensity, which
was higher in the hosts of the disturbed forest areas

oLt 9y
(Table 2).

Table 1. Abundance and intensity (+ SD), prevalence (95% confidence interval) and aggregation indices in relation to the
habitat type, host gender and season for three nematode species (7. turgida, C. tentaculata, A. raillieti) recovered from
Didelphis aurita in Pedra Branca State Park and surroundings, Rio de Janeiro, Brazil.

Turgida turgida Cruzia tentaculata  Aspidodera raillieti
Abundance 6.64£7.66 76.68+128.23 20.12436.48
Peridomicile 4.04+7.05 80.18+118.99 15.50429.88
Disturbed Forest 10.06+8.19 111.20£171.36 22.204+45.26
Preserved Forest 7.18+6.05 22.63+34.54 26.50+37.69
Male 6.51+7.19 80.92+135.48 20.29+38.06
Female 7.42+10.73 51.85+75.56 19.14+27.71
Dry Season 6.04:+6.46 69.58+104.5 21.83+34.71
Rainy Season 6.90+9.26 148.00+212.27 31.20+54.02
Intermediate Season 7.50+8.75 37.92+56.96 9.284+21.19
Intensity 9.38+7.48 99.48+137.4 34.50+42
Peridomicile 6.35+7.48 103.76+116.23 26.20+34.59
Disturbed Forest 12.58+7.28 139.00£182 41.60+56.03
Preserved Forest 9.80+5.62 31.12+£37.45 41.70+40.37
Male 9.20+6.89 103.68+145.82 34.66+45.29
Female 10.40£11.11 72.60£78.63 33.504£29.25
Dry Season 8.05+6.16 75.90+107.02 30.82+37.82
Rainy Season 9.8549.44 246.6+227.65 52.00+62.89
Intermediate Season 11.66£8.58 59.00£61.80 26.00+£28.19

Prevalence
Peridomicile
Disturbed Forest
Preserved Forest

Male
Female

Dry Season
Rainy Season
Intermediate Season

Aggregation Indices
Peridomicile
Disturbed Forest
Preserved Forest

Male
Female

Dry Season
Rainy Season
Intermediate Season

70.83 (70.77-70.89)
63.63 (63.54-63.72)
80.00 (79.87-80.13)
72.72 (72.61-75.83)

70.73 (70.66-70.80)
71.42 (71.17-71.67)

75.00 (74.92-75.08)
70.00 (69.82-70.18)
9.00 (8.86-9.14)

6.31
10.69
4.12
3.57

529
14.01

3.95
10.50
7.63

77.08 (75.92-78.24)
77.27 (75.68-78.86)
80.00 (77.23-82.77)
72.72 (72.07-73.37)

78.04 (76.72-79.36)
71,42 (69.63-73.21)

91.66 (90.33-92.99)
60.00 (55.80-64.20)
64.28 (63.33-65.23)

192.97
154.56
239.21

45.07

204.28
95.91

151.29
209.88
67.06

58.33 (58.00-58.66)
59.09 (58.70-59.48)
53.30 (52.57-54.03)
63.60 (62.89-64.31)

58.53 (58.16-58.90)
57.14 (56.49-57.79)

70.83 (70.39-71.27)
60.00 (58.93-61.07)
35.71 (35.36-36.06)

52.6
48.64
76.63
38.08

57.82
29.66

46.86
76.06
36.15
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Table 2. Generalized Linear Models (GLM) for nematode intensities (7. turgida, C. tentaculata and A. raillieti), recovered
from Didelphis aurita in areas of Pedra Branca State Park and surroundings, Rio de Janeiro, Brazil.

Species Model AlCc AAICc WAICce
Turgida turgida Null 238.619 0 595
Habitat 238.896 0.277 5.18
Host gender+Habitat 240.133 1.514 2.79
Host gender 240.926 2.307 1.88
Season 242.186 3.567 1.17
Habitat+Season 242.492 3.873 3.41
Host gender+Season 244.945 6.326 1.10
Host gender +Habitat+ Season 245.137 6.518 0.01
Cruzia tentaculata Season 468.446 0 24.63
Host gendert+Season 471.110 2.664 6.50
Habitat+Season 472.482 4.036 3:27
Null 473.120 4.674 2.38
Habitat 474.854 6.408 1.23
Host gender 475.269 6.823 1.15
Host gender +Habitat+ Season 475.542 7.096 2.58
Host gender+Habitat 477.436 8.990 0.01
Aspidodera raillieti Null 293.072 0 29.11
Host gender 295.589 2.517 8.27
Season 296.910 3.838 4.27
Habitat 297.368 4.296 3.40
Host gender+Season 299.814 6.742 1.29
Host gender+Habitat 300.322 7.250 1.50
Habitat+Season 301.127 8.055 3.99
Host gender +Habitat+ Season 303.895 10.823 0.00

Turgida turgida had higher abundances in
hosts captured in the disturbed forest areas, with the
best model including only host habitat (Table 3).
Nevertheless, the null model and the model including
host habitat and host gender were also plausible. C.
tentaculata showed higher abundance during the
rainy season, with the best model including only
season, but the null model and the model including
habitat were also plausible (Table 3). In 4. raillieti,
the only plausible model was the null model (Table
3), indicating no relation between abundance and the
variables analysed. In all the analyses, the model
effects were significant.

DISCUSSION

In parasites, female-biased sex ratios can
increase the probability of mating in polygamous mating
systems (Poulin 2007). The observation of a larger
number of females in relation to males observed for
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C. tentaculata and A. raillieti, which is the most
common pattern in the sex ratio of nematodes, can be
attributed to an ecological reproductive strategy, where
an increase in egg output enhances the chances of the
parasite infecting the host, and consequently,
maintaining the life cycle. In counterpart, the 1:1 ratio
observed for 7. turgida can be attributed to the fact
that males and females of this species spend much
time adhered to each other during the reproductive
phase because of the adhesive secretion produced by
the prostate glands (Oliveira-Menezes et al 2011).
Antunes (2005) also observed a 1:1 sex ratio in 7.
turgida and more females in C. tentaculata, agreeing
with the present study; however, she observed more
males in 4. raillieti, but did not mention their mating
system. Although there is a lack of information
concerning the mating system of these species, we
suggest that C. tentatculata and A. raillieti may have
shown a polygamous behaviour in this study, which
was not clearly observed for 7. turgida.
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Table 3. Generalized Linear Models (GLM) for the nematode abundances (7. turgida, C. tentaculata and A. raillieti)
recovered from Didelphis aurita in areas of the Pedra Branca State Park and surroundings, Rio de Janeiro, Brazil.

Species Model AlCc AAICc WAICc
Turgida turgida Habitat 334.876 0 10.90
Null 336.121 1.245 5.85
Host gender+Habitat 336.659 1.783 4.47
Host gender 338.315 3.439 1.95
Habitat+Season 339.654 4778 1.49
Season 340.451 5575 2.15
Host gender+Habitat+Season 341978 7.102 1.61
Host gender+Season 342.929 8.053 0.01
Cruzia tentaculata Season 605.316 0 3.46
Null 605.424 0.108 3.28
Habitat 606.857 1.541 1.60
Host gender 607.387 2,07 0.62
Host gender+Season 607.800 2484 2.14
Habitat+Season 609.317 4.001 0.90
Host gender+Habitat 609.110 3.794 4.35
Host gender+Habitat+Season 612.051 6.735 0.01
Aspidodera raillieti Null 485.083 0 8.11
Host gender 487.356 2273 2.60
Season 487.451 2.368 2.48
Habitat 488.987 3.904 1.15
Habitat+Season 489.269 4.186 1.21
Host gender+Season 489.642 4.559 1.11
Host gender+Habitat+Season 489.846 4.763 2.26
Host gender+Habitat 491.477 6.394 0.02

The rainy season seemed to promote an increase
in the intensity of C. fentaculata in the opossums and,
less evidently, in abundance. This result may be related
to the life cycle characteristics of this helminth. C.
tentaculata has a direct life cycle, so that embryonated
eggs remain latent in the soil until they are ingested by
the host (Jiménez et al. 2011). During such periods,
soil temperature and moisture must be constant and
adequate for the eggs remain infective (Anderson
2000). Thus, drought periods can impair the
development of the free-living stages of this species in
the environment. The same might apply to 4. raillieti,
because this species also has a direct life cycle
(Anderson 2000, Jiménez et al. 2011), and also showed
greater abundance and intensity during the rainy
season. However, the modelling results for this species
did not indicate season as a significant variable, so
further investigation is needed. Although C.
tentaculata and A. raillieti occur in the same
microhabitat, the large intestine, we did not observe
any association (positive or negative) between them

(unpublished data of the laboratory), indicating no
evidence of competition or synergism between these
species in this study.

The greater abundance and intensity of T
turgida in opossums of the disturbed forest area can
be explained by the ecological characteristics of this
area. The vegetation of these areas presents different
stages of ecological succession, and is close to human
dwellings as well as to the more preserved forest.
These features could provide a larger abundance of
the intermediate hosts of this nematode, which are
possibly arthropods. These constitute one of the main
items of the opossum diet (Santori ez al. 2012), causing
infection by ingesting the nematode eggs or larvae. 70
turgida has a heteroxenous life cycle, where the
arthropods, which are present in the opossum diet, may
act as intermediate hosts when infected with the
nematode larvae (Anderson 2000, Jiménez et al. 2011,
Acosta-Virgem et al. 2015). Thus, the generalist and
synanthropic characteristics of the opossum may have
favoured the transmission of this helminth.
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Most studies of parasitism have only investigated
the occurrence of parasite species in the hosts. The
scarcity of parasitological studies of small mammal host
with ecological focus, especially in Brazil, reinforces the
importance of the present report and the need for further
studies on this topic. Ecological approaches have a key
role in the understanding of host-parasite interactions,
and thus understanding the functional importance of
parasites in the stability of ecosystems (Lebarbenchon
et al. 2009). Parasites can also be considered as
biological parameters in biodiversity conservation
programs (Poulin 1999). The present report is a
preliminary study and the first to evaluate parasitism by
nematodes in small mammals in the sylvatic-urban
interface of the largest urban forest in Brazil, Pedra
Branca State Park. We concluded that the host's
behaviour might be an important characteristic for the
maintenance of these parasites' life cycles in the
different environments. There was no clear evidence
that 4. raillieti was affected by habitat type of the hosts'
captures, season or host gender. Rainfall seems to
facilitate the life cycle development of the nematode C.
tentaculata. T. turgida seems to be favoured by
characteristics of more heterogeneous areas within the
interface of the sylvatic-urban environment, which may
enable the occurrence of its intermediate hosts.
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Coordenadora da CEUA
( FIOCRUZ



Ministério da Sadde

7
FIOCRUZ !
Fundacdo Oswaldo Cruz S— ’
Comissdo de Etica
no Uso de Animais

Vice-presidéncia de Pesquisa e
Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-81/1.

Certificamos que o protocolo (P-42/12.1), intitulado "DIAGNOSTICO DA
INFECCAO POR TRIPANOSOMATIDEOS EM MAMIFEROS POTENCIAIS
RESERVATORIOS NO BRASIL.”, sob a responsabilidade de ANDRE LUIZ
RODRIGUES ROQUE, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licengca ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenca tem validade até 26/11/2016 e inclui o uso total de:

Rodentia
- 600 Machos.
- 600 Fémeas.

Marsupialia
- 600 Machos.
- 600 Fémeas.

Chiroptera
- 200 Machos.
- 200 Fémeas.

Carnivora =
- 75 Machos. -3
- 75 Fémeas.

A0 A.
(continua) g\EAPE 04628

Comiss#o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expans&o — sala 200 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br



LICENCA LW-81/12

(continuacao da licen¢a LW-81/12 - protocolo 42/12.1)

Cingulata
- 10 Machos.
- 10 Fémeas.

Pilosa
- 10 Machos.
- 10 Fémeas.

Canis familiaris
- 460 Machos.
- 460 Fémeas.

Sus domesticus
- 100 Machos.
- 100 Fémeas.

Bovinae
- 40 Machos.
- 40 Fémeas.

Capra aegagrus hircus
- 40 Machos.
- 40 Fémeas.

Rio de Janeiro, 26 de novembro de 2012.

C:‘\ 7 = = ,_,,:;Qi’f‘&\
Octavio Augusto Franga Presgrave =
Coordenador da CEUA/FIOCRUZ

P ‘_esg(a“e
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Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expansao — sala 200 — Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br



Ministério da Saide

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz )
Comissao de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

I tarAze A i sms memra al
LICENGA LVV-39/14

Certificamos que o protocolo (P-70/13.2), intitulado “ESTUDOS
TAXONOMICOS E ECO-EPIDEMIOLOGICOS SOBRE PEQUENOS MAMIFEROS
SILVESTRES NAO VOADORES DO BRASIL”, sob a responsabilidade de PAULO
SERGIO D’ANDREA atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispbe sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga nao exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao nacional.

Esta licenca tem validade até 19/05/2018 e inclui o uso total de:

Marsupialia
- 1000 machos;
- 1000 fémeas.

Rodentia
- 1000 machos;
- 1000 fémeas

Rio de Janeiro, 19 de maio de 2014.

Octavio A gusto Franca Presgrave '/

Coordenador da CEUA/FIOCRUZ M»Q
o
o
Og}'b"\ pﬁ\w



GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
SECRETARIA DE ESTADO DO AMBIENTE - SEA
INSTITUTO ESTADUAL DO AMBIENTE - INEA

AUTORIZAGAO DE PESQUISA CIENTIFICA INEA N° 020/2011

AIITADIZAARA DADA BEaAIIcA AiENTIEIAA

O Diretor de Diodiversidade ¢ Areas Protegidas do Instituto Cstadual do Ambiente — INCA, no
uso de suas atribuigdes legais, considerando a Portaria IEF/RJ/PR n°® 227, de 18/12/2007, e
considerando ainda o que consta no procedimento administrativo E-07/500.901/2010,
AUTORIZA o pesquisador PAULO SERGIO D'ANDREA, vinculado a Fundagao Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ, e sua equipe, Ana Maria Jansen-Franken, André Luiz Rodrigues Roque. Amaldo
Maldonado Junior, Cibele Rodrigues Bonvicino, Elba Regina Sampaio Lemos, Fabiano Aradjo
Fernandes, José Luis Passos Cordeiro, José Roberto Machado Silva, Marcio Neves Béia, Pedro
Cordeiro Estrela, Ricardo Moratelli Mendonga da Rocha, Rosana Gentile, Rosdngela Rodrigucs
Silva, Bernardo Rodrigues Teixeira, Carla Nunes Kauffman, Cecilia Silianky de Andreazzi,
Cinthia Coutinho Rosa, Fernanda Bittencourt de Oliveira, Gabriele de Almeida Liano, Ingrid
Lorenzato Ferrelra Viana, Jonathan Gongalves, Juberlan Siiva Garcia, Jullana Ferraz, Liana
Stretch Pereira, Marta Julia Faro dos Santos, Raquel de Oliveira Simdes. Renata Carvalho de
Oliveira Pires dos Santos, Rodrigo Agrellos e Sécrates Fraga da Costa Neto a obter dados no
Parque Estadual da Pedra Branca — PEPB, com vistas a execugdo do projeto de pesquisa
“Estud taxonémicos, légicos, genéticos e parasitolégicos sobre mamiferos
reservatérios de zoonoses de importancia para a saide publica em um mosaico de
ocupagdo antrépica no Campus da Fiocruz da Mata Atlantica e areas adjacentes, RJ",
devendo ser observadas as condigdes discriminadas no verso desle documento e ainda agquelas
previstas na Portaria supra mencionada.

A presente autonzagao tem validade de 05 (cinco) anos a partir da data de sua
assinatura.
Rio de Janeiro, 31 de MAAce de2011.

(RN

André liha
Diretor de Biodiversidade e Areas Protegidas

~ .
B O ineasmoue r.o‘z?

Avenida Venezuela, 110 - Satde - Rio de Janeiro - RJ-CEP: 20081-312 - Tel.: 2332-4640

www.inearj.goy.br




Condicionantes desta autorizagao:

1. Fica o pesquisador autorizado a:

a) Capturar.

a.1) espécimes dos tAxons Rodentia, Didelphimorphia. por meio de armadilhas do tipo
Tomahawk e Sherman, coletar sangue, fezes e ectoparasitos e utilizar brincos para marcagao,e
a2) espécimes do taxon Chiroptera, por meio de rede de neblina (mist-net) e pugas, coletar
sangue, fezes e ectoparasitos e utilizar colares para marcagao.

b) Coletar, por excursao e por localidade. até:

b.1) 10 (dez) especimes de Oligoryzomys nigripes e Akodor cursur, assim como sangue,
fezes, ectoparasitos, endoparasitos, tecidos e érgdos;

b.2) 06 (seis) espécimes de Didelphis aunto, Philandor fronat Metachi) dicaudatus,
Monodeiphis americana, Micoreus demerare, Gracilinanus microtarsus, Eurioryzomys sp.,
Sphiggurus villosus, Cavia apersa Cavia fulgida e Trinomys dimidialus, assim como sanaue.
fezes, ectoparasitos, endoparasitos, tecidos e 6rgéos;

b.3) 01 (um) espécime de Dasyprocta leporin, assim como sangue, fezes, ectoparasitos,
endoparasitos, tecidos e 6rgaos;

b.4) todos os espécimes de Mus musculus, Rattus rattus, Raltus norvergicus, assim como
sangue, fezes, ectoparasitos, endoparasitos, tecidos e orgaos, e

2. Fica o pesquisador autorizado, durante todo o projeto, a coletar até 10 (dez) machos e 10
(dez) fremeas por espécie du laxon Chiroptera, , assim como sangue, fozes, cctoparasitoe,
endoparasitos, tecidos e 6rgaos.

3. Esta autorizag8o ndo autoriza a coleta das espécies presentes nas listas oficiais de espécies

ameacadas.

4 O pesquisador devera entrar em contato com o Servico de Planejamento e Pesquisa da
Diretoria de Biodiversidade e Areas Protegidas, pelo telefone (21) 2334-6207, bem como com o
administrador da unidade de conservagao pelo telefone (21) 3347- 1786 para agendamentc das
atividades.
5.0pesquisadudwedapmenhrwlNEAmlat¢rbspuddsmbdaaﬁvidadedo
pesquisa.
S.Aotemhodapeoq:isadonuﬁudwetaoseremaninhadasaolNEAduucOpias
inpmmseouinodoadomlnﬁédoﬁmldopocqubaoumcbpiaomnniodioﬂnlmmmo
pdf.naopodondoseruh‘apassadoopnzomaximdos(ns)maposommda
pesquisa, bem como duas copias das publicacdes cientificas e quaisquer outros materiais
produzidos a partir dos dados obtidos.

7. O pesquisador devera mencionar o nome da unidade de conservagdo nos trabalhos
publicados a partir desta pesquisa.
9.0pesquisadordwoﬁduenﬂadampednodemma¢eodamwfka¢odepesquisaao
(trinta) dias antes de seu término, caso necessite dar conlinuidade a mesma.
9.0pesqubadoromequbeﬂwnmmnﬂdosemapmnt«ammdopuquba.
acompanhada de um documento de identidade, compre que eolicitado por servidor do INEA,
bem como a executar exclusivamente o que foi previsto no projeto de pesquisa aprovado pelo
INEA.

10. Ficeopnq&adammpmnwﬁdoamﬁurquahueraﬂemﬂodoproje!omdem
execucdo, devidamente justificada, para prévia aprovagao.

11. A inobservancia das determinagdes relacionadas, bem como qualquer intervencao nao
autorizada na Unidade de Conservagio em questdo, implicara na suspensao total ou parcial da
referida Autonzagao, e na aplicagao de sangoes §dministrativas previslas na Lei 3.467/2000 e
na Lei 9.605/1998.



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

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

Observac;oes ressalvas e condncnonantes

1 do(a) i nas ativi previ nesta i de c ida pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologa (CNPg/MCT);
A licenga permanente nao é valida para:
a) coleta ou P de ies que nas listas oficiais de i de G
b) ¢do de espécit de fauna silvestre em cativeiro;
2 | c) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e
d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagao federal ou em caverna.
A reslnqéo prewsta no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de Protegdo
i por terras pri
3 O pesquisador titular da licenga p quando devera registrar a i de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicdo, que no comprovante de registro de expedicao para | cdo a i
4 Esta licenga permanente nao exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previ em outros il legais, bem como do consentimento do
| | responsavel pela area, piblica ou privada, onde sera realizada a atividade.
5 Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para izago de atividades i ao pi de li
: de .
6 Esta autorizagio NAO exime o p i titular da i de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n°® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.
7__| O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos da equipe (quando for o caso)
8 O orgao gestor de unidade de conservagao distrital ou icipal podera, a ito da licenca e das i i pelo Ibama,
outras G paraa i de pesquisa nessas unidades de conservagao.
O titular de Iloenq;a ou aulonza;éo € os membros da sua equipe deverao optar por de coleta e i de captura direci sempre que possivel,
9 |aogrupo de i a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo ico de i em i in situ.
10 O titular da licenga per devera api 3 relatorio de ativi a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emissdo da licenga
O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como 0s de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
11 [ omiss&o ou falsa descrigdo de informagbes que a icdo do ato, podera, i decisdo moti tera izagdo ou licenga
ou revogada pelo Ibama e o material bi i Ip! ido nos termos da legi: ileira em vigor.
12 Alicenga sera valida durar o vinculo gaticio do com a instituigao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiao da
13 Este nao di: a de autori. de acesso ao do i i ico ou ao i i i nos termos da
¢do vigente.
14 As atividad nesta autori. NAO i ilei de listas oficiais (de i i ou icil de
éci C de exting ou C: de plotac
Taxons autorizados
# Nivel i Taxon(s)
(1 _|ORDEM ia, Di imorphia
2
Destino do material biolégico coletado
[#] Nome local destino | Tipo Destino
| 1| Museu Nacional (UFRJ) | colecao

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através

do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autentici our i deste dc ), por meio da pagina do

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

Cadigo de autenticagdo: 91827146 |‘|||||||||||I"|||I|

Pagina 1/2




Ministério do Meio Ambiente - MMA
~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
i A WA Sistema de Autorizagéo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

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

Anexo para registrar Coietas imprevistas de Material Bioiogico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. , a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagéo ou na licenga 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
biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida anotagao.
O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica, preferencialmente
depositado em colegéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biol6gicas (CCBIO).

Nivel Taxon* Qtde. Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico mais especifico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do codigo de autenticagdo 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).

Cadigo de autenticacao: 91827146 m |||| |‘ m”‘"“”m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
- Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
' Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidagdo*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissé&o.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padroes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosofilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) |Fim (més/ano)
1 de na estag&o chuvosa (previsao) 11/2014 12/2014
2 | campanha de amostragem na estagdo seca (previsao) 06/2015 07/2015

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de rsos e técnicas que se i ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a izacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta izagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instr legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao

federal cujo pi 0 de izacZo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugado Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizag&o, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importagédo ou exportagdo de flora e fauna - CITES e n&o CITES).

O titular de licenca ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverao optar por mé de coleta e il 1tos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violag&o da legislagdo vigente, ou quando da inadequagéo,
6 | omissdo ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedigdo do ato, podera, medlante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licengca
ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico ido nos termos da legi: ) ileira em vigor.

Este documento nao disp o i da legislagéo que dlspoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informacées em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

Para as espécies presentes na lista brasileira da fauna ameagada de extingao somente esta autorizada a coleta/transporte de 2
individuos/espécie.

As redes de neblinas deverao ser verificadas no minimo de 30 em 30 minutos.

1 |As armadilhas utilizadas para a captura deverdo ser vistoriadas pelo menos duas vezes ao dia (pela manha e tarde) para minimizar a morte
devido a hipo ou hipertermia.

Os pit fall devem conter aparatos que diminuam stress (insolagéo e/ou afogamento) dos animais, os quais devem ser fechados ou retirados
quando inativos.

1- Observar o previsto na Cartilha do Pesquisador do PARNASO. 2- Mesmo que as atividades ocorram fora das portarias do PARNASO, as datas
2 deverao ser avisadas pelo email pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br 3- As armadilhas de queda deverdo ser mantidas fechadas entre as

campanhas e deverao ser retiradas apds a dltima campanha, caso néo haja previsao de reutilizagéo, e os buracos devem ser tampados com
terra.

Equipe

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagdo: 63173632 m""lmul‘“ll ”m
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~ Ministério do Meio Ambiente - MMA
» Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de AutorizagZo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 45839-1 | Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 ’ Data para Revalidagao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrdes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosofilas

e parasitos na Mata Atléntica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16
# Nome Fungao CPF Doc. i N. i
1_| Emmanuel Messias Vilar Goncalves da Silva Pesquisador Brasileira
2 | Arnaldo Maldonado Junior Pesquisador Brasileira
3 [ Jonathan Gongalves de Oliveira Aluno Brasileira
4 | Ana Claudia Delcit pesquisador Brasileira
5 [ Bernardo Rodrigues Teixeira Pesquisador Brasileira
6 | Jeiel Gabrir Carvalhaes Pesquisador Brasileira
7 | Michele Maria dos Santos Técnico Brasileira
(8 | Julia Lins Luz Pesquisadora Brasileira
9 | Luana Delfoente Fernandez Aluno Brasileira
:) André Campos Santana Técnico Brasileira
: Fernanda Leite Marinho Aluno Brasileira
; Alexander de Oliveira Maia Aluno Brasileira
; Bruna Marcenes Gomes Aluno Brasileira
: Camila dos Santos Lucio Aluno Brasileira
; Thiago dos Santos Cardoso Aluno Brasileira
:3 Manoel Comes Muanis Pesquisador Brasileira
; Natalie Olifiers Pesquisadora Brasileira
; ROSANA GENTILE Pesquisadora Brasileira
; Fernando de Oliveira Santos Aluno Brasileira
3 Victor Siqueira Pimentel Aluno Brasileira
f reginaldo dos santos honorato Aluno Brasileira
g Roberto do Val Vilela Pesquisador Brasileira
2 | Leticia Lutke Riski Aluno Brasileira
2 | PATRICIA FERNANDES HELIODORO DOS -
4 | sSANTOS Aluno Brasileira
.3, Socrates Fraga da Costa Neto Técnico Brasileira
2 Suzy Emidio Ribeiro Pesquisadora Brasileira
3 Lucas Henriques de Carvalho Possi Aluno Brasileira

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticag&o abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 63173632 “‘"Hlm"m‘“ Hm
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizag3o e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 45839-1 | Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidagao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padroes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosdfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio | UF TDescricao do local [ Tipo
1] |RJ | PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS [ UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Didelphimorphia, Lagomorpha, Cingulata, Chiroptera, Rodentia
2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Chiroptera, Didelphimorphia, Lagomorpha, Rodentia, Cingulata
i " = Chiroptera (*Qtde: 20), Lagomorpha (*Qtde: 4), Cingulata (*Qtde: 4), Rodentia (*Qtde: 20),
3 | Coletaltransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Didelphimorphia (*Qtde: 20)
4 [Marcacao de animais silvestres in situ Didelphimorphia, Rodentia, Chiroptera

Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagao, a serem coletados durante um ano.
Material e métodos

— 0 Fragmento de tecido/6rgao, Outras amostras biologi rgaos para h i (FIOCRUZ)),
1 | Amostras biolégicas (Outros mamiferos) ; :
Sangue, Ectoparasita, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele
2 | Método de capturalcoleta (Outros mamiferos) Armadilha de queda “pit fanll . Rede de neblina, Armadilha tipo gaiola com atracao por iscas (“Box
Trap/Tomahawk/Sherman”)
3 | Método de marcacao (Outros i Brinco, Outros métodos de ¢ao(anilha para

Destino do material biol6égico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino ]
|1_JUFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO | colecao ]

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticagdo: 63173632 “"l“l”"m“ll m |‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
» Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagédo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidagao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padroes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, droséfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO ’CNPJ: 33.663.683/0001-16

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida
anotagao. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a institui¢éo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegées Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizag&o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagdo: 63173632 m"“lm"l”’l”“ ||
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
+ Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidagao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao

Dados do titular
Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrdes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, droséfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Institui¢do : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticag@o abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

. . N [ Pagina 5/5 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informacado em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-2 Data da Emissao: 11/08/2015 12:35 Data para Revalidagao*: 09/09/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentag&o do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: RUI CERQUEIRA SILVA CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padroes de diversidade, biogeografia e endemismo de

P

pécies de r os, aves, anfibios, drosdfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituicdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Tnicio (més/ano) |[Fim (més/ano)
[1_| campanha de amostragem na estac&o chuvosa (nrewséo) 11/2014 11/2014
2 de na estagéo seca (p 07/2015 12/2015
Observagoes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslc de e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, matenas‘ espéctmes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura natlva e mlmra populan presente e passada‘
obtidos por meio de recursos e icas que se d ao estudo, a difus3o ou a pesq estdo sujeitas a ¢do do de Ciéncia e T
Esta autorizagao NAO exime o i titular e os de sua equipe da i de obter as i istas em outros i legais, bem
» |como do consentimento do responsével pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgso gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizacio fundiéria encontra-se em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previ na c iva ICMBio n° 03/2014 ou na instrut;au Normativa ICMBio n°® 10/'2010 noque
3 i esta i nao ser utilizado para fins comerciais, i iais ou i O material bis devera ser utili; para
ou didati no ambito do ensino superior.
& A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagao ou exportagdo de flora e fauna - CITES e nao CITES).
O titular de Ileenc;a ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |ao grupo dei i a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nio comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxonémico de interesse em condicdo in situ.
O titular de autonza;ao ou de Ilcem;a permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
6 ou falsa ¢ que i aexp ', do ato, podera, i decisdo moti , tera ¢a0 ou licenga
suspensa ou revogada pelo |CMBIO nos termos da legislagdo ileira em
Este ) ndo 0 cumpri da 30 que dlspoe sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona i lusiva, ou ao hy to tradicional iado ao patrimnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores i em www.mma.gov.bricgen.
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o i titular desta i devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedicdes, as condigdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

Para as espécies presentes na lista brasileira da fauna ameacgada de extingao somente esta autorizada a coleta/transporte de 2
individuos/espécie.

As armadilhas utilizadas para a captura deverao ser vistoriadas pelo menos duas vezes ao dia (pela manha e tarde) para minimizar a morte
devido a hipo ou hipertermia.

Os pit fall devem conter aparatos que diminuam stress (insolagao e/ou afogamento) dos animais, os quais devem ser fechados ou retirados
quando inativos.

- Observar o previsto na Cartilha do Pesquisador do PARNASO. 2- Nao devem ser aberias novas trilnas e o corte de vegetacao nas trilhas a ser
utilizadas deve ser o minimo para permitir o deslocamento dos pesquisadores. 3 - Fica autorizada a coleta de 20 individuos por especie de
Didelphimorphia e 20 individuos por espécie de Rodentia, com excegdo dos géneros Akodon e Oligoryzomys, para os quais fica autorizada a
remogao de até 30 individuos por espécie. Dentro do possivel, as coletas devem ser divididas nas trés trilhas pesquisadas. Para espécies
ameacadas, fica autorizada a coleta de dois individuos por espécie na campanha de 2015 e de até 4 individuos de Cingulata e Lagomorpha que

eventualmente sejam capturados nas armadilhas.

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do codigo

de aut

do abaixo, I cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do Sisbio/ICMBio na

Intemnet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagdo: 53946224 ||||||I |”||||||H|||
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag3o e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-2 Data da Emissao: 11/08/2015 12:35 Data para Revalidagao*: 09/09/2016
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anual di aap ¢ao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: RUI CERQUEIRA SILVA CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: PadrGes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, droséfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16
Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Emmanuel Messias Vilar Gongalves da Silva Pesquisador Brasileira
2 | Amaldo Maldonado Junior Pesquisador Brasileira
3 than Gongalves de Oliveira Aluno ilei

4 [ ANA CLAUDIA DELCIELLOS i

5 | Jeiel Gabrir Carvalhaes P isadc Brasien

6 | Michele Maria dos Santos Técnico i

| 7_| Jalia Lins Luz Pesquisadora Brasileira
8 | Luana Delfoente Fernandez Aluno Brasileira
9 | André Campos Santana Técnico Brasileira
(1) Fermnanda Leite Marinho Aluno Brasileira
41' Alexander de Oliveira Maia Aluno Brasileira
; Bruna Marcenes Gomes Aluno Brasileira
; Camila dos Santos Lucio Aluno Brasileira
l Thiago dos Santos Cardoso Aluno Brasileira
; Manoel Comes Muanis Pesquisador Brasileira
é Natalie Olifiers Pesquisadora Brasileira
; ROSANA GENTILE Pesquisadora Brasileira
; Fernando de Oliveira Santos Aluno Brasileira
; Victor Siqueira Pimentel Aluno Brasileira
g REGINALDO DOS SANTOS HONORATO Aluno Brasileira
? Roberto do Val Vilela Pesquisador Brasileira
2 | Leticia Lutke Riski Aluno Brasileira
g Socrates Fraga da Costa Neto Técnico Brasileira
i SUZY EMIDIO RIBEIRO Pesquisadora - Brasileira
g Lucas Henriques de Carvalho Possi Aluno Brasileira
g Alan Gerhardt Braz Magalhaes Aluno Brasileira
.2, Diogo Loretto Medeiros Pesquisador Brasileira

Este documento (Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugio Normativa n® 03/2014. Através do cédigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao pedera verificar a autentici our i deste ), por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacdo: 53946224 ||||||I H || |||||| || ||
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
i Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-2 | Data da Emissao: 11/08/2015 12:35 Data para Revalidagao*: 09/09/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: RUI CERQUEIRA SILVA CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrées de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosdfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16
g Marcelo Weksler Pesquisador 018.286.157-06 05184857-0 IFP-RJ Brasileira
g PAULO SERGIO D ANDREA Pesquisador 062.639.198-92 16921152 SSP-SP-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio [ UF [Descricao do local [Tipo
[ [RJ__ | PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS | UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

'Oligoryzomys flavescens, Cingulata, Oligoryzomys nigripes, Akodon serrensis, Akodon cursor,

1 | Captura de animais silvestres in situ Rodentia, Lagomorpha, Didelphi hia. Akedan

Akodon cursor, Oligoryzomys , Cingulata, Di i ia, Rodentia, Lagomorpha,

2 | Coletaltransporte de amostras biolbgicas in situ Akodon montensis, Akodon serrensis, Oligoryzomys nigripes

Oligoryzomys flavescens (*Qtde: 30), Akodon cursor (*Qtde: 30), Rodentia (*Qtde: 20),
3 |C rte de i da fauna sil in situ Didelphimorphia (*Qtde: 20), Cingulata (*Qtde: 4), Lagomorpha (*Qtde: 4), Oligoryzomys nigripes
(*Qtde: 30), Akodon montensis (*Qtde: 30), Akodon serrensis (*Qtde: 30)

'Oligoryzomys flavescens, Rodentia, Oligoryzomys nigripes, Didelphimorphia, Akodon cursor,

4 | Marcag3o de animais silvestres in situ Akndon Akodon samansis

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 N N (Outros . \ Ectoparasita, Urina, Outras biolégic para h i (FIOCRUZ)), Animal
ntrado morto ou partes (carcaca)/ Ipele, Fi de teci géo, Fezes, Sangue

2 | Método de cap (Outros fferos) ?lr;npa,gﬂha de queda “pit Ia_l; . Armadilha tipo gaiola com atragao poriscas ("Box

3 | Método de marcagdo (Qutros mamiferos) Brinco

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino [ Tipo Destino

1 | UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO | colegao

Este documento (Autorizaga@o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemnet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 53946224 mml |||| ||”|I|||‘
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_ Ministério do Meio Ambiente - MMA
& Instituto Chico Mendes de Conservaggo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de AutorizagZo e Informagzo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 45839-2 I Data da Emisséo: 11/08/2015 12:35 Data para Revalidagao*: 09/09/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: RUI CERQUEIRA SILVA CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrdes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, droséfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigéo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO ICNPJ: 33.663.683/0001-16

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagao. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticacao: 53946224 |I|||‘I |||||“ ‘|||"|

I Pagina 4/5 [




Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autoriza¢do e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-2 Data da Emissao: 11/08/2015 12:35 Data para Revalidagao*: 09/09/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: RUI CERQUEIRA SILVA CPF: 271.775.487-34

e

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padroes de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de r 0s, aves, anfibios, droséfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigéo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
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Responsabilidades dos Pesquisadores trabalhar com coleta de

helmintos em campo

a) Planejamento da logistica da coleta dos helmintos; Procedimento.

b) Ajudar na montagem do Laboratorio de campo e na sua infra-estrutura;
Procedimento.

c) Coletar, processar e fixar as amostras para investigacao parasitologica;

d) Separar os espécimes pelo grupo zoolégico ao qual pertence (Filo);
Procedimento.

e) Etiquetar os tubos (Vidro e/ou Plastico) com as informacdes referentes a
cada espécime coletado. Procedimentos.

f) Escrever as informacdes geradas diariamente durante o periodo da
expedicao na ficha de Registro; Procedimento.

g) Armazenar, conservar e transportar as amostras até o destino final no
LABPMR.

PROCEDIMENTO
Material cirurgico

Os profissionais devem fazer um Kit cirdrgico com: 2 Tesouras 12cm Reta
Fina, 2 Tesouras Cirurgica Reta Fina 15cm, 2 Tesouras Ponta Romba 15cm, 2
Pincas Disseccdao Anatémica 12cm reta, 2 Pingas Dissec¢do Anatdmica 16cm Reta,
2 Pincas Histologica Ponta Fina 12cm.

Material de consumo

Separar 2 Pincel chato cerda natural cabo longo (tamanho da cerda 5 mm de
altura X 5 mm de largura), 2 Pincel chato cerda natural cabo longo (tamanho da
cerda 8 mm de altura X 7 mm de largura), 2 Canetas nanquim uma de 0,2 e outra de
0,4 mm, 2 Lapis HB, 1 Apontador, 1 Borracha, 1 Rolo de Fita Duxex de 2,5cm, 1
Suporte para fita Durex Grande, 1 Rolo de Fita Duxex de 1,5cm, 1 Suporte para fita
Durex Grande ou pequeno, 1 caixa de Laminas de vidro tamanho 26X76 mm, 2
pares de placa de Petri de vidro tamanho 90X15 mm, em média 10 pacotes com 10
placas de Petri de Plastico tamanho 90X15 mm, 3 pacotes de placas de Petri de
Plastico tamanho 137X15 mm, em média 200 Frascos de vidro com tampa de 30 a
50 ml, Etiquetas para Identificacdo dos espécimes (ver modelo abaixo), 2 pacotes de
Tubos Falcon de 50mL e um pacote de 15mL, 1 Pote de PVC com tampa com a



medida minima de 10 cm altura, 20 cm largura e 30 compriemnto, no minimo 1m de
pelicula vedante (Parafilm), 50 microtubos de 1,5mL, 50 Criotubos 2mL, 1 Pipeta
automética de 1000uL, 1 Pipeta automatica de 200uL, 50 Pipetas pasteur
descartaveis de 3mL, 2 Estilete de Agulha de Insulina com seringa de 1mL, 2
Estilete de Agulha 25x0,8 com seringa de 3mL, 1 pacote de Gaze em pedacos 13
fios, 3 Macos de Papel toalha, Luva de Latex no seu tamanho (XP, P, M, G, XG), 1
caixa de Ponteira de 1000uL, 1 caixa de Ponteira de 200uL, 1 saco de Lixo Biologico
por dia (O tamanho vai depender do numero de espécimes coletados), 1 Rolo de
Papel Filme, 1 Avental descartavel (Jaleco) a cada 2 dias em média, 1 Descarte de
perfuro cortante de 3 Lts, 500mL de Detergente neutro, 3 pacotes de elastico, 1
esponja de limpeza dupla face, 1 Escova pequena para lavar o material cirurgico, 1
Galao de descarte quimico, 2 Becker Plastico de 600ml, 2 Becker de vidro de
100mL, 1 Borrifador 500 ml, 1 Caixas para microtubo, 1 Estantes para tubo falcon
50mL, 1 Estantes para tubo falcon 15ml, 1 Filtro de linha, 1 Extensao elétrica, 3

Adaptadores de tomada.
Equipamento basico dos profissionais

1 - Transformador/conversor de voltagem bivolt 110v/220v 220v/110v
chaveada e com alimentadores (Macho e fémea)

1 - Microscopio Estereoscépio “Lupa”

1 - Placa aquecedora

2 - Luminarias + Lampadas

1 - Perfusor completo
Tipo de Fixadores e mantenedores

Fixadores Fisicos:

Aquecimento, Resfriamento no nitrogénio liquido, a -20 °C.

Fixadores quimicos:

Acao de agentes quimicos: AFA (93 partes de etanol 70%, 5 partes de formol
0,4% e 2 partes de &cido acético 100%), Etanol Absoluto, Alcool Etilico 70% Glacial,
Paraformaldeido, Karnovsky, Glutaraldeido, Millonig, Formalina 10%.

Fixadores Fisico-Quimico:

AFA aquecidos a 65°C



Tipos de mantenedores:

Solucdo salina (NaCl a 0,85% + ddH20), Solucdao de Salina Citrato
(NasCsH507.2H20 a Diluicdo + ddH20), PBS Salina tamponada (Tampao fosfato de
s6dio 10mM + NaCl 0,9%+ ddH20), Soro Fisiologico farmacolégico (NaCl a 0,9%+
ddH20).

Equipamento de Protecao Individual e vestimenta dos profissionais

Na base laboratorial de Campo: Para os procedimentos no laboratério os
pesquisadores devem estar vestindo calgas compridas, camisa e calgado fechado.
Ainda devem estar equipados com prote¢édo individual NB3 constituido de jaleco,
capuz Tyvek de protecdo, Traqueia respirador, respirador motorizado de pressao
positiva equipado com filtro tipo HEPA (Unidade turbo conjunto composto por:

unidade turbo, bateria, filtro de alta eficiéncia, cinto e medidor de fluxo).
Montagem do Laboratério de Campo
Durante a montagem do Laboratério de campo o pesquisador deve reservar

um lugar onde vai desenvolver seu trabalho e montar sua infra-estrutura.

Etiqueta padrao para rotular tubo com helmintos

LBCE:
Orgao:
Data:_ / /

Fixador:




