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RESUMO

Moluscos terrestres invasores tém gerado prejuizos econdémicos para a agricultura,
problemas ambientais e a salde humana em varias partes do mundo, incluindo o Brasil.
Podem ainda atuar como transmissores de nematdédeos como Angiostrongylus
cantonensis e Angiostrongylus costaricensis, que podem causar em humanos, a
meningite eosinofilica e a angiostrongiliase abdominal, respectivamente. O objetivo
principal desse estudo foi avaliar a ocorréncia do caracol africano Achatina fulica
infectado com larvas de Angiostrongylus spp. em municipios da Mesorregido Centro
Fluminense do estado do Rio de Janeiro, visando a subsidiar medidas de controle e
prevencdo dessas parasitoses. A analise parasitoldgica de outros moluscos encontrados
em simpatria com A. fulica foi também realizada. As coletas de moluscos foram feitas
nos 16 municipios dessa Mesorregido entre 2016 e 2018. O exame parasitologico dos
moluscos foi realizado através da técnica de digestdo artificial. Um total de 630 moluscos
de 17 espécies foram coletados, sendo: A. fulica, Sarasinula linguaeformis, Bradybaena
similaris, Subulina octona, Leptinaria unilamellata, Bulimulus tenuissimus, Deroceras
laeve, Succinea meridionalis, Streptartemon cookeanus, Allopeas micra, Ovachlamys
fulgens, Megalobulimus ovatus, Beckianum beckianum, Drymaeus sp., Latipes
erinaceus, Tamayoa banghaasi e Streptaxis contusus. Foram analisados 452 moluscos,
desses 353 foram Achatina fulica. Os indices de infeccdo para larvas de
Metastrongyloidea foram: A. fulica (94%); B. similaris (2%) e Latipes erinaceus (4%).
Espécimes de A. fulica infectados com Angiostrongylus spp. foram encontrados em
Carmo, Comendador Levy Gasparian, Cordeiro, Nova Friburgo, Santa Maria Madalena,
Sapucaia, Sumidouro e Trés Rios. Em Metastrongyloidea estdo incluidas outras espécies
de interesse em saude publica e em medicina veterinaria como Angiostrongylus vasorum
e Aelurostrongylus abstrusus, sendo que essa Ultima foi encontrada em 44% dos
municipios, fortemente associada com A. fulica. Outras larvas encontradas foram
Strongyluris spp., Caenorhabditis briggsae e Rhabditis sp. A proxima etapa deste estudo
sera a analise morfoldgica detalhada e a continuidade da analise molecular das amostras
armazenadas. Os resultados reforcam a importancia da pesquisa da malacofauna e da
helmintofauna associadas e fornecem subsidios ao controle e a prevencao de parasitoses,
além de, seguramente, contribuir para o conhecimento de nossa biodiversidade.
Palavras-chave: Gastropodes terrestres, helmintofauna, levantamento, parasitoses

Angiostrongiliases.



vii

ABSTRACT

Invading terrestrial molluscs have generated economic losses for agriculture,
environmental problems and human health in several parts of the world, including Brazil.
They can also act as transmitters for nematodes such as Angiostrongylus cantonensis and
Angiostrongylus costaricensis, which cause eosinophilic meningitis and abdominal
angiostrongyliasis, respectively. The main objective of this study was to evaluate the
occurrence of the African snail Achatina fulica infected with Angiostrongylus spp larvae
in the Mesoregion Centro Fluminense of the state of Rio de Janeiro, aiming to subsidize
measures to control and prevent parasitosis transmitted by them. Parasitological analyses
of other molluscs collected together with A. fulica were also performed. Collections of
molluscs were carried out in the 16 municipalities of this Mesoregion between 2016 and
2018. The parasitological examination of the molluscs was carried out using the artificial
digestion technique. A total of 630 molluscs were collected: A. fulica, Sarasinula
linguaeformis, Bradybaena similaris, Subulina octona, Leptinaria unilamellata,
Bulimulus tenuissimus, Deroceras laeve, Succinea meridionalis, Streptartemon
cookeanus, Allopeas micra, Ovachlamis fulgens, Megalobulimus ovatus, Beckianum
beckianum, Drimaeus sp., Latipes erinaceus, Tamayoa banghaasi and Streptaxis
contusus. In total, parasitological analyses were done on 452 molluscs, of which 353
were A. fulica. The infection rates for Metastrongyloidea larvae were: A.fulica (94%);
B. similaris (2%) and Latipes erinaceus (4%). Specimens of A. fulica infected with
Angiostrongylus spp. were found in the following municipalities: Carmo, Comendador
Levy Gasparian, Cordeiro, Nova Friburgo, Santa Maria Madalena, Sapucaia, Sumidouro
and Trés Rios. Metastrongyloidea includes other species of medical-veterinary interest
such as Angiostrongylus vasorum and Aelurostrongylus abstrusus. This latter was found
in 44% of the municipalities, with a strong association with A. fulica. Other larvae found
were Strongyluris spp., Caenorhabditis briggsae and Rhabditis sp. The next step of this
study will be the detailed morphological analysis and the continuity of the molecular
analysis of the stored samples. The results reinforce the importance of researching
malacofauna and associated helminths, as they provide subsidies for the control and
prevention of parasites. In addition this kind of survey surely contributes to the
knowledge of our biodiversity.

Keywords:

Terrestrial gastropods, Angiostrongyliasis, Parasitosis, Survey, Helminth fauna.
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1. INTRODUCAO

O estudo da relacao entre os moluscos e helmintos de importancia na Medicina
Veterinéria e na Saude Publica constitui uma das linhas de pesquisa desenvolvidas no
Laboratério de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz, que tem sua estrutura
fundamentada em Ensino, Pesquisa, Servico de Referéncia e Colecdo de Moluscos, esta

ultima com um acervo de mais de 10.000 lotes.

O caracol exdtico invasor Achatina (Lissachatina) fulica Bowdich, 1822 foi
introduzido no Brasil para fins comerciais na alimenta¢do humana, no final da década de
1980 (RODRIGUES et al., 2016). E nativo do leste da Africa, com distribuicio original
ocorrendo entre Natal (Africa do Sul) e Somalia. Achatina fulica esta entre as 100 piores
espeécies exoticas invasoras do mundo (LOWE et al., 2000) e, atualmente, esta registrada
em todos os estados do Brasil, exceto no Rio Grande do Sul (THIENGO et al., 2013)
(Figura 1), estando associada a prejuizos econdémicos, problemas ambientais e a saude
humana (FISCHER & COSTA, 2010; THIENGO & FERNANDEZ, 2010;
RODRIGUES et al., 2016).

Achatina fulica ocorre geralmente em densas populagdes nas areas urbanas e atua
como hospedeiro intermediario de nematodeos de importancia médica como,
Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) agente etiolgico da meningite eosinofilica
em humanos. J& a espécie congénere Angiostrongylus costaricensis Morera e Céspedes,
1971, agente etiolégico da angiostrongiliase abdominal, esta ja& comprovada
experimentalmente sendo capaz de utilizar A. fulica como hospedeiro intermediario
(CARVALHO et al., 2013), mas ainda ndo observado naturalmente. Angiostrongylus
cantonensis € endémico no sudeste asiatico e ilhas do Pacifico, porém, nos ultimos anos
tém ocorrido registros de casos humanos da doenca ou de moluscos e roedores infectados
pelo nematddeo no Japdo, Australia, Egito, Madagascar, Estados Unidos, Caribe e, a
partir da década de 2000, no Brasil (KLIKS & PALUMBO, 1992; PROCIV et al., 2000;
LINDO et al., 2002; RACCURT et al., 2003; CALDEIRA et al., 2007; MALDONADO
et al., 2010; CARVALHO et al., 2012; SIMOES et al., 2011, MORASSUTTI et al.,
2014; CUNHA, 2017).
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Figura 1 - Distribuicdo de Achatina fulica no Brasil. Fonte: Thiengo et al., 2013.

O ciclo bioldgico natural de A. cantonensis envolve varias espécies de roedores
como hospedeiros definitivos, diferentes espécies de moluscos como hospedeiros
intermediarios, e anfibios, planarias, crustaceos, répteis e peixes como hospedeiros
paraténicos (ACHA & SZYFRES, 1986; GUERRINO et al., 2017) (Figura 2).



Angiostrongylus cantonensis
HD - Hospedeiro definitivo / HI - Hospedeiro intermediario / HP - Hospedeiro paraténico / HA - Hospedeiro acidental

Figura 2 - Ciclo biol6gico de Angiostrongylus cantonensis adaptado. Fonte: CDC-Estados Unidos

A infeccdo humana por A. cantonensis € acidental, podendo ocorrer através da
ingestdo dos hospedeiros intermediarios ou paraténicos crus ou mal cozidos, e também
das hortalicas contaminadas com a larva de terceiro estaddio (Ls), infectante para o
vertebrado (ACHA & SZYFRES, 1986; MALDONADO et al., 2012).

Segundo o Centro de Prevencdo e Controle de Doengas dos Estados Unidos
(CDC/EUA) houve registro de quase 3.000 casos humanos de meningite eosinofilica em
todo o mundo, distribuidos em mais de 30 paises, incluindo o Brasil (WANG et al.,
2008).

Varios autores tém associado a expansao da meningite eosinofilica a dispersao
de A. fulica, em vérios paises (PROCIV et al., 2000; KIM el al., 2014), o que vem sendo
também observado no Brasil, com 35 casos de meningite eosinofilica confirmados e
registrados nos estados do Espirito Santo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul e Sédo Paulo, e quase 100 casos suspeitos, com um ébito. (CALDEIRA et al., 2007;
THIENGO et al., 2008; 2010; LIMA et al., 2009, ESPIRITO SANTO et al., 2013,



MORASSUTTI et al., 2014, CUNHA, 2015). Além disto, o nematodeo A. cantonensis,
ja esta notificado para 12 dos 26 estados brasileiros (RAMOS-DE-SOUZA et al., 2018).

Para a angiostrongiliase abdominal, no Brasil, a maioria dos casos dessa doenca
em humanos ocorre na Regido Sul, com aproximadamente 100 notificagdes. Os estados
onde héa registro de angiostrongilose abdominal sdo: Minas Gerais, Espirito Santo,
Parand, Santa Catarina, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Distrito Federal
(GRAEFF-TEIXEIRA et al., 1993; ZUCCARO et al., 1998).

O género Angiostrongylus possui atualmente 23 espécies descritas no mundo,
sendo que destas, nove ocorrem nas Américas e pelo menos trés ocorrem no Brasil e
possuem importancia em Medicina Veterinaria e em Salde Publica (VALENTE et al.,
2018):  A. cantonensis, A. costaricencis e A. vasorum, este ultimo parasito
cardiopulmonar de canideos (BARCANTE et al., 2003; RAMOS-DE-SOUZA et al.,
2018).

A identificacdo das larvas de Angiostrongylus spp. ndo é uma tarefa simples,
devido a grande semelhanca morfolégica entre elas (ASH et al., 1970).

Atualmente, devido a introducdo e a grande expansdo de A. fulica no Brasil, 0
Laboratdério de Malacologia, enquanto Referéncia Nacional para Esquistossomose —
Malacologia, tem também atendido as Secretarias Municipais de Salde de diversos
estados do pais, principalmente do Estado do Rio de Janeiro, através da identificacdo de
amostras de moluscos coletados no campo e da pesquisa de larvas de nematodeos de
importancia medica associados. Em face da grande demanda por informacgdes sobre este
molusco, sempre que solicitado, o Laboratério de Malacologia também participa de
reuniBes técnicas em diferentes 6rgdos de salde, e ambientais auxiliando na elaboracéo
de medidas de controle e de material educativo/informativo (ZANOL et al., 2010;
THIENGO et al., 2008; 2010; OLIVEIRA et al., 2015).

Neste estudo sdo apresentados os resultados do levantamento da malacofauna
terrestre e helmintofauna associada, com énfase no molusco invasor A. fulica na
Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro, visando a contribuir para o

conhecimento sobre moluscos de interesse em Medicina Veterinaria e em Saude Publica,



fornecendo subsidios tanto para o controle de moluscos na mesorregido estudada, como

também na profilaxia dos nematodeos que podem ser transmitidos por esses agentes.

2. OBJETIVO GERAL

» Levantar a ocorréncia de Achatina (Lissachatina) fulica Bowdich, 1822 infectada
com nematddeos de importancia na Medicina Veterinaria e em Saude Publica,
com énfase em Angiostrongylus spp. na Mesorregido Centro Fluminense do

estado do Rio de Janeiro.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar coletas de moluscos terrestres com énfase em A. fulica na Mesorregido
Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro;

v Conhecer através da identificacdo, os moluscos associados a A. fulica na
Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro, através de analises
morfoldgicas e conquiliolégicas;

v"Identificar as larvas de nematddeos de interesse médico-veterinario encontradas

em A. fulica, através de analises morfo-moleculares;



4. METODOLOGIA
4.1. Local de Estudo

De acordo com o Censo Demografico de 2010 realizado pelo IBGE, seis
Mesorregides de Governo compdem o Estado do Rio de Janeiro: Mesorregido Baixadas,
Centro Fluminense, Metropolitana, Noroeste Fluminense, Norte Fluminense e Sul
Fluminense (Figura 3). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro tem 451.357 habitantes
(IBGE/2010), e a quinta area em densidade populacional do estado do Rio de Janeiro
(Censo, 2010).

RIO DE JANEIRO - MESORREGIOES

LEGENDA

"] BAIXADAS
(B9 CENTRO FLUMINENSE

[ METROPOLITANA DO RIO DE JANEIRO
NOROESTE FLUMINENSE

NORTE FLUMINENSE

[ SUL FLUMINENSE

Figura 3 - Mesorregides do estado do Rio de Janeiro. Fonte: IBGE, 2010.

No periodo de Jan/2016 a Out/2018 foram efetuadas coletas de moluscos (Licenca
para coleta dos moluscos: SISBIO 14.551) nos dezesseis municipios que compdem a
Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro: Areal, Bom Jardim,
Cantagalo, Carmo, Comendador Levy Gasparian, Cordeiro, Duas Barras, Macuco, Nova
Friburgo, Paraiba do Sul, Santa Maria Madalena, Sdo Sebastiao do Alto, Sapucaia,
Sumidouro, Trajano de Moraes e Trés Rios (Figura 4).



Foi realizado pelo menos uma coleta em cada um dos 58 Distritos dos dezesseis
municipios investigados, totalizando 65 pontos de coleta. Todos esses pontos foram
georreferenciados, com o uso do aplicativo GPS Essentials Versdo 4.4.25 (Michael
Schollmeyer, 2015) Free Software para Android. As figuras 5 e 6 estéo relacionadas a
alguns dos ambientes estudados.



Rio de Janeiro

43°W

Figura 4 — Local de Estudo. Mesorregido Centro Fluminense, Rio de Janeiro.



Figura 5 - Coleta realizada em area urbana, terreno baldio com lixo, muitas bananeiras e mamoeiros.
Localidade: Tiradentes no municipio de Nova Friburgo, RJ. Foto: Paulo Rodrigues

Figura 6: Coleta realizada em terreno com plantacdo de aipim e muito entulho, os quais servem de
criadouro para 0s moluscos. Localidade: Tapera - Trajano de Moraes, RJ. Foto: Paulo Rodrigues
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4.2. Acondicionamento

Os moluscos foram coletados com auxilio de ancinhos e pincas, colocados em
potes plasticos, devidamente etiquetados, e transportados até o Laboratério de
Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, onde foram acomodados em terrarios
com terra autoclavada até o processamento para o estudo morfoldgico e parasitolégico
(Figura 7).

Figura 7 - Exemplares de Achatina fulica em terrarios, antes de serem submetidos ao exame
parasitolégico. Foto: Acervo LABMAL

Antes de serem processados para 0 estudo parasitolégico, um total de 1 a 5
exemplares dos moluscos identificados de cada espécie encontrada por municipio, foi

depositado na Colecdo de Moluscos do Instituto Oswaldo Cruz (CMIOC).

4.3. Identificacdo e Fixacao

Os moluscos foram identificados pela morfologia através da conquiliologia e de
disseccoes, principalmente do sistema reprodutor (SALGADO et al., 2003; SIMONE,
2006). Para a morfologia, os exemplares foram distendidos em agua e fixados em alcool
etilico 70%. Foram obtidas fotos de cada uma das espécies encontradas, utilizando
camera Cannon — Power Shot G11 para exemplares vivos. As fotografias das conchas
foram feitas na lupa Leica M205C.
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4.4. Estudo Parasitoldgico

Para 0 exame parasitologico os moluscos foram processados individualmente
através da tecnica de digestdo artificial (GRAEFF-TEIXEIRA e MORERA 1995). A
massa cefalopediosa de cada molusco foi fragmentada e digerida em solucdo de &cido
cloridrico a 0,7% por 6 horas. As amostras foram digeridas individualmente, colocadas
no aparelho de Baermann-Moraes para sedimentagdo “overnight”, sendo recolhidos, no
dia seguinte, 10 ml do produto da digestdo (Figura 8). As amostras foram entéo
centrifugadas por 8 minutos a 1500 RPM, para concentracdo das larvas e posterior exame
no microscopio estereoscopio com aumento de 20X.

Figura 8 — Amostras de moluscos j& processadas pela técnica de digestdo artificial e colocadas em
aparelho de Baermann para sedimentacao. Foto: Paulo Rodrigues

As larvas encontradas foram observadas no microscopio 6tico de campo claro
(aumento de 40X, 100X, 200X). Os helmintos foram inicialmente identificados em niveis
taxondmicos superiores (ex.: Superfamilia) com base em caracteristicas da morfologia,

sendo armazenados a -18°C em Solucdo Salina Fosfatada Tamponada (PBS).
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Posteriormente sera realizada identificacdo especifica através da analise de sequéncias
da regido da Citocromo Oxidase | do DNA mitocondrial. Para analise morfoldgica, uma
quantidade entre 5 e 30 nematddeos foi fixada em solucdo AFA (2% acido acético glacial,

3% formaldeido e 95% etanol) e acondicionada em microtubos de 1,5 mL.

As larvas restantes foram posteriormente clarificadas em lactofenol, montadas em
laminas e examinadas sob microscopio ético de campo claro para morfometria e desenho

com o auxilio de uma “camera lucida”.

Os registros fotograficos e medidas foram feitos com o auxilio microscopio 6ptico
Zeiss Observer Z1 acoplado de uma camera digital Zeiss Axio Cam HRC e processadas

pelo AxioVision Rel. 4.7 software.

5. RESULTADOS

Uma vez identificados, um a cinco exemplares de cada espécie de molusco foram
depositados na Colecdo de Moluscos do Instituto Oswaldo Cruz (CMIOC): CMIOC
11283-11296, CMIOC 11382-11393, CMIOC 11399-11413.

Foi coletado um total de 630 gastropodes nos 16 municipios da Mesorregido

Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro (Tabela 1).

Destacamos que, dentre as 17 especies pertencentes a 11 diferentes familias, dez
sdo exoticas: A. fulica, Allopeas micra (d’Orbigny, 1835), Beckianum beckianum
(Pfeifter, 1846), Bradybaena similaris (Férussac, 1821), Deroceras laeve (Muller, 1774),
Latipes erinaceus (Colosi, 1921), Leptinaria unilamellata (d’Orbigny, 1835),
Ovachlamys fulgens (Gude, 1900), Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885) e Tamayoa
bangaasi (Thiele, 1927) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Moluscos coletados e identificados por familia em 14 dos 16 municipios da Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro.

Familia Achatinidae Agriolimacidae Bradybaenidae = Bulimulidae Helicarionidae Megalobulimidae Scolodontidae ~ Streptaxidae  Succineidae Subulinidae Veronicellidae
i~ ~ @
m ~ 3 < L @
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2 5 ~ 2 = 0 8 5 5 0
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p g g s 2 E - e 5§ ® s ° EE & g
© o © =) = a 2 8 X = ] R E 0w 2 o
e c o Q S = o > S 5 2 © £ g © £ o
I3) prar] o > S e < © = - —- < = i Py I Q
@ © o S £ £ 3) o o o 5 3 X o !
2 5 5 g 5 2 ¢ g 5 £ ¢ & 8% 9o 5 %
Municipio W < o) 0 @ 0 0 p F [ ) N 4 o o < o 4
Areal X X
Bom Jardim X X X X X X X
Cantagalo X X X X X X X
Carmo X X X X X
Com. Levy Gasparian X X X
Cordeiro X X X
Macuco X X
Nova Friburgo X X X X X X X X X X X
Paraiba do Sul X X X X X X X
Santa Maria Madalena X X X X X X X X
Sapucaia X X X X X X X X X X X
Sumidouro X X X X X X X X X
Trajano de Moraes X X X X X X X
Tres Rios X X X X

Obs* (E) = Espécies exdticas; (X) = Presenca da espécie no municipio
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Achatina fulica foi a espécie mais presente, (encontrada em 12 dos 16 municipios
amostrados). A segunda espécie mais presente foi S. linguaeformis (9 municipios) e
apesar de ndo se ter certeza da sua origem adotaremos, nesse estudo, como espécie
exotica. B. tenuissimus também foi bem presente (9 municipios). As outras duas espécies
mais encontradas foram S. octona (8 municipios) e D. laeve (6 municipios). As figuras 9

e 10 estdo relacionadas as espécies encontradas.

Figura 9 - Moluscos encontrados (A) Achatina fulica. (B) Deroceras laeve. (C)
Streptartemon cookeanus. (D) Subulina octona em areas urbanas da Mesorregiao
Centro Fluminense. Fotos: Paulo Rodrigues
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Figura 10 - Moluscos encontrados em areas urbanas da Mesorregido Centro
Fluminense. (E) Bradybaena similaris. (F) Bulimulus tenuissimus. (G)
Leptinaria unilamellata. (H) Sarasinula linguaeformis.  Fotos: Paulo Rodrigues

Nos municipios de Duas Barras e Sdo Sebastido do Alto, nenhum molusco foi
coletado. Drymaeus sp. (Albers, 1850), Streptaxis contusus (Férussac, 1821),
Ovachlamys fulgens (Gude, 1900), Tamayoa banghaasi (Thiele, 1927), Beckianum
beckianum (Pfeiffer, 1846) foram encontrados em areas urbanas, mas em pequeno

numero (1 a 3 exemplares).

Foram analisados parasitologicamente 452 moluscos, sendo que 353 eram A.
fulica. Foram encontradas sete diferentes formas larvais parasitando esses moluscos e,
conforme indicado na Tabela 2, em todas as amostras positivas de A. fulica foi observada
co-infeccdo por duas formas larvais diferentes.
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Tabela 2 - Larvas de nematddeos encontradas em exemplares de A. fulica provenientes dos 16 municipios da
Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro, no periodo de novembro de 2016 a outubro de 2018.

Municipio A.fulica Nemat6deos

Aelurostrongylus

Rhabditis sp.
abstrusus

1%}
o
o
<
L2
©
c
<

Positivos
Infeccbes

Dupla

10

=N

© U1 0

Slw w o e

ND — Né&o Determinado

A Figura 11 representa o percentual de formas larvais encontradas considerando
apenas A. fulica. O maior indice de infeccdo ocorreu no municipio de Paraiba do Sul,

com 75% e 0 menor no municipio de Macuco, com 8%.
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B Angiostrongylus

B Rhabditis

m Strongyluris
Aelurostrongylus abstrusus

mND

Figura 11 — Percentual de formas larvais de nematddeos encontradas em A. fulica na Mesorregido Centro
Fluminense do Estado do Rio de Janeiro.

O registro das co-infecgbes ocorreu em 25% dos exemplares de A.fulica.
positivos. Acreditamos que andlises mais detalhadas (molecular e/ou morfométrica)
destas larvas, ainda em andamento, poderéo elevar este nimero. Considerando as outras
espécies de moluscos analisados (B. similaris, B. tenuissimus, D. laeve, L. erinaceus e
S. linguaeformis), observamos que a co-infeccdo ocorreu com baixa frequéncia. Dentre
0s espécimes positivos, 3% apresentaram dupla infecgdo, contra os 25% em A. fulica.

Moluscos coletados que ndo apresentaram resultados positivos para nematddeos
estavam em simpatria com 0 molusco invasor A. fulica (Streptartemon cookeanus (Baker,
1914), Subulina octona (Brugiiiére,1789), e Tumayoa bangaasi). Além de A. fulica,
exemplares de B. similaris e Latipes erinaceus estavam positivos para Angiostrongylus

sp.
A maior parte das larvas de nematddeos ndo puderam ser determinadas pela

morfologia (63%), sendo necessaria uma posterior analise molecular para determinacéo
das espécies.
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5.1.Formas Larvais ldentificadas:

- Rhabditis sp.:

Classe: Chromadoria.
Ordem: Rhabditida.
Superfamilia: Rhabditoidea.
Familia: Rhabdiasidae.

Género: Rhabditis Dujardin, 1844
Habitat: Vida livre

Larva encontrada em A. fulica, apresentando es6fago rhabditiforme, dividido em
trés estruturas distintas (pseudobulbo, istmo e bulbo, cauda afilada para os exemplares
fémeas e véu bursal para os exemplares machos (Figura 12).

Encontrada em 25% dos municipios estudados.

Figura 12 - Rhaditis sp.: extremidade anterior com primdrdio da capsula bucal (CB), sistema digestivo
assinalando pseudobulbo (PB), istmo (IT) e bulbo (BL), fémea com extremidade posterior da larva
com o anus (AN) e (A) cauda longa e afilada (CD) e morfotipo macho recuperado de A. fulica, com
o detalhe do véu bursal. Foto: Paulo Rodrigues
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- Strongyluris sp.

Classe: Chromadorea
Superfamilia: Heterakoidea
Familia: Heterakidae
Subfamilia: Heterakinae
Género: Strongyluris Mueller, 1854

Larva obtida de A. fulica apresentando es6fago oxiuriforme, anel nervoso anterior
ao bulbo esofagico, cuticula estriada, faringe relativamente longa e cauda curvada
dorsoventralmente.

Habitat: Intestino delgado de lacertideos.

Encontrada em 38% dos municipios estudados.

Figura 13 — Strongyluris sp.: extremidade anterior demostrando esofago bulbiforme (EB), capsula
bucal (CB) anel nervoso (ANR) e extremidade posterior com o anus (AN) e cauda curvada
dorsoventralmente. Foto: Foto: Paulo Rodrigues
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- Angiostrongylus sp.

Classe Secernentea
Ordem Strongylida
Superfamilia Metastrongyloidea
Familia Angiostrongylidae
Género: Angiostrongylus Kamenski, 1905

Larva com esofago filariforme, presenca de primoérdio genital localizado no
terco médio do corpo, apéndice pontiagudo no final da cauda, reentrancia na parte
posterior da cauda.

Encontrada em 50% dos municipios estudados.

C

Figura 14 - Larva L; de Metastrongyloidea: (A) visdo geral, (B) extremidade anterior com primérdio da
capsula bucal (CB), (C) primordio genital situado no terco médio do corpo da larva L; (PG), (D)
extremidade posterior com o anus (AN) e nitida presenca de apéndice (AP). Foto: OLIVEIRA et al., 2010.
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Espécie: Aelurostrongylus abstrusus Railliet, 1898

Classe: Chromadorea

Ordem: Strongylida

Superfamilia: Metastrongyloidea
Familia: Angiostrongilidae

Genero: Aelurostrongylus Cameron, 1927

Larva com esofago filariforme de tamanho longo, cauda com presenca de botéo
na extremidade.

Habitat: Alvéolo pulmonar de Felideos

Encontrada em 44% dos municipios estudados.

20 pm BT
Figura 15 - Aelurostrongylus abstrusus; A - Detalhe da porgéo posterior: botdo caracteristico no

final da cauda (BT); B - Larva inteira, anus (AN), es6fago (ES), capsula bucal (CB).
Foto: Paulo Rodrigues



5.2. Formas Larvais de Nematdédeos Nao Identificadas
Pela Morfologia:

Figura 16 - Larva de nemat6deo néo identificado coletado de um espécime de A.fulica. Apresenta
membrana caudal bem definida, eséfago em forma de bulbo. Foto: Paulo Rodrigues

Figura 17 - Larva de nematddeo nao identificado pela morfologia obtido de um espécime de A.
fulica. Foto: Paulo Rodrigues

22
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Figura 18 - Larva de nematddeo encontrado em A.
fulica, ndo identificado pela morfologia. (AN)
anus; (PG) poro genital; (CB) capsula bucal; (PB)
Pseudobulbo; (BL) Bulbo; (IT) Istmo.

Foto: Paulo Rodrigues

A morfometria de larvas de Angiostrongylidae (n=30) e de Aelurostrongylus
(n=20) revelou resultados compativeis com A. cantonensis e Aelurostrongylus abstrusus,
respectivamente (Tabela 3).

As larvas provenientes de moluscos naturalmente infectados possuem pequenas
variacoes influenciada pelo ambiente e também por possuirem grande semelhanca entre
os estadios larvais das diferentes espécies congéneres, o que dificulta a identificacdo das
especies pela morfologia. Dessa forma, 0 uso de outras técnicas como, por exemplo, o
sequenciamento de DNA ¢é necessario para a identificagéo.
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Tabela 3 — Medidas obtidas de larvas de Metastrongylidae (n=30) e de Aelurostrongylus (n=20),
encontrados em A. fulica valores em (um).

Caracter Morfométrico Metastrongylidae Aelurostrongylus abstrusus

Tamanho total 454 (488-420) 460 (356-564)
Largura 25 (24-26) 29 (21-38)
Esofago 112 (100-125) 148 (142-155)
Poro Excretor-Boca 85 (78-92) 90 (82-99)
Primordio-Cauda 117 (110-125) 182 (152-212)
Terminacdo cauda pontiaguda botdo

O mapa (Figura 19) mostra os municipios com a presenca de nematodeos da
superfamilia Metastrongyloidea em A.fulica, B. similaris e L. erinaceus.

43°W a2°w

@ Metastrongilidae Minas Gerais

Cantagalo

22°S

Nova Friburgo

Rio de Janeiro

23°S

43°W 42°W

[ Mesorregido Centro Fluminense 25 0 25 50 km A
[ Rio de Janeiro } ' } :

Figura 19 — Distribui¢ao de Metastrongyloidea em Achatina fulica, Bradybaena similaris e Latipes
erinaceus na Mesorregido Centro Fluminense, Rio de Janeiro. Criado por: Paulo Rodrigues
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Uma das caracteristicas de A. abstrusus € um botéo no final da cauda, enquanto
que para A. cantonensis a cauda é pontiaguda. Os dados da morfometria associados a
estas caracteristicas das larvas sugerem a identificacdo destas espécies. A confirmacao
dessas identificacdes somente serd possivel apos a realizacdo das anélises moleculares.

6. DISCUSSAO

Segundo Thiengo e colaboradores (2007), em uma revisdo da invasdo e
distribuicdo de A. fulica, ficou demostrado que o Brasil estava passando por uma fase
explosiva da invasdo e expansdo dessa espécie. A ocorréncia da espécie foi registrada em
23 estados naquela época e, passada mais de uma década, ndo houve diminuicdo da

distribuicdo, mesmo apds de vérias a¢bes de controle.

Oliveira et al. (2010) reportaram que, em 2005, A. fulica estava presente em 14
municipios do estado de Goias, em 2009 esse nimero subiu para 83, mostrando a rapida

dispersdo do molusco.

Em 2017 Guerrino e colaboradores relataram a ocorréncia de A. cantonensis em
varios municipios da Baixada Santista obtidos em A. fulica. Os autores inclusive mostram

variacdes na morfologia do parasito.

Considerando o estado do Rio de Janeiro, de acordo com Zanol et al., (2010), A.
fulica ocorre em 83 municipios. No presente trabalho foi registrada a ocorréncia de A.
fulica em 12 dos 16 municipios da Mesorregido Centro Fluminense, todos parasitados
por larvas de nematddeos e, destes municipios, nove tiveram a ocorréncia de
Metastrongilideos. O presente estudo traz o primeiro registro dessa espécie de molusco

no municipio de Macuco.

Thiengo et al. (2008) registraram a presenca de A. abstrusus no estado do Rio de
Janeiro nos municipios de Campos dos Goytacazes, Duque de Caxias, Mangaratiba,
Marica, Niterdi, Rio de Janeiro e S8o Gongalo, sendo neste ultimo, o primeiro registro
em A. fulica. O presente trabalho registra a ocorréncia do nematdédeo em mais sete
municipios: Carmo, Comendador Levy Gasparian, Paraiba do Sul, Santa Maria
Madalena, Sapucaia, Trajano de Moraes e Trés Rios.
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Segundo Traversa & Di Cesare (2014), as mudancas climatica tem o potencial
de favorecer o desenvolvimento de A. abstrusus, aumentando a ocorréncia em felinos na
Europa podendo também causar modificagdes no comportamento e no ciclo biologico de

moluscos transmissores.

Bechara et al., (2018) encontraram larvas de Metastrongyloidea, em um estudo
realizado na Zona Oeste do municipio do Rio de Janeiro associadas a A. fulica. No

presente trabalho, a maior parte dos metastrongilideos foi obtida neste mesmo molusco.

A maioria das espécies de moluscos encontradas associadas a A. fulica € exdtica,
bem conhecidas e ja foram registradas causando prejuizos para a agricultura ou como
hospedeiros intermediarios de nematddeos de importancia médica (RODRIGUES et al.,
2016; RAMOS-DE-SOUZA et al., 2018).

Kim et al., (2014) fizeram um estudo extensivo sobre os moluscos que atuam
como transmissores da meningite eosinofilica no Hawaii, demonstrando a importancia
dos moluscos, principalmente das espécies exoticas, na transmissao de parasitoses. No
presente estudo foi observado que, assim como em outros paises, as espécies exoticas
encontradas sdo as que oferecem mais risco de transmitir parasitoses de interesse médico
ou veterinario, como € o caso de A. fulica e B. similaris, duas espécies amplamente

distribuidas no Brasil e encontradas em grande abundéancia em ambientes sinantropicos.

Strongyluris sp. teve o primeiro registro em Caicara, Crissiumal, Santa Rosa (RS)
e Uberlandia (MG), em diferentes espécies de moluscos (THIENGO,1995). No estado
do Rio de Janeiro, BERTO & BOGEA (2007) relataram Strongyluris sp. no municipio
do Rio de Janeiro, e Franco-Acufia et al. (2008) reportaram no municipio de Mesquita,
ambos no molusco A. fulica. No presente trabalho registramos Strongyluris spp. em 6
municipios dessa Mesorregido: Cantagalo, Nova Friburgo, Santa Maria Madalena,

Sapucaia, Trajano de Moraes e Trés Rios.

Otite parasitaria por nematddeos do género Rhabditis ja foi registrada em
rebanhos bovinos no Brasil (MARTINS et al., 1971; BARBOSA et al., 2016). Entretanto
ndo ha registro no Rio de Janeiro. No presente trabalho foram encontradas larvas de
Rhabditis em A. fulica, o que pode servir de alerta para a ocorréncia de casos de

parasitoses por este nematddeo.
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A maior parte das espécies encontradas, nematodeos e moluscos, esta sendo pela
primeira vez registrada nos municipios investigados. Esses resultados serdo divulgados

em outro trabalho ja em andamento.

7. CONCLUSOES

A ocorréncia de A. fulica foi registrada em mais da metade dos municipios
investigados (12/16) do presente estudo. Embora seja uma espécie exdtica invasora,
destacamos que se encontra bem adaptada, participando do ciclo biol6gico de pelo menos

sete diferentes formas larvais nos municipios investigados.

Foram registrados 7 moluscos em simpatria com A. fulica: Deroceras laeve,
Streptartemon cookeanus, Subulina octona, Bradybaena similaris, Bulimulus

tenuissimus, Leptinaria unilamellata e Sarasinula linguaeformis.

Além de A. fulica, Bradybaena similaris e Latipes erinaceus também foram

encontradas parasitadas por larvas de Angiostrongylus spp.

Enfatizamos a ocorréncia de A. abstrusus em 44% dos municipios estudados da
Mesorregido Centro Fluminense, sendo que observamos forte associacao entre A. fulica

e este parasito.

Os resultados permitiram elaborar um mapa com a distribuicdo de A. fulica,
Bradybaena similaris e Latipes erinaceus infectados por nematodeos de interesse

médico-veterinario na Mesorregido Centro Fluminense do estado do Rio de Janeiro.

Concluindo, diante dos dados obtidos, enfatizamos a necessidade de continuidade
destes estudos, visando a contribuir para a promocdo da saide humana, assim como para
0 conhecimento de nossa biodiversidade e da vigilancia epidemioldgica de moluscos de
importdncia para a Salde Publica e Medicina Veterinaria que estdo fortemente
associados a dispersdo de tais helmintiases no Brasil.
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