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RESUMO

NEVES, Fernanda Bittencourt de Oliveira. Inquérito parasitolégico em humanos e
caracterizacdo genética de Echinococcus vogeli em pacas (Cuniculus paca) de reservas
florestais do Acre. Brasil. 2021. 111 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Na Amazonia, é comum cagar animais silvestres para alimentagdo. Os moradores estdo
longe dos centros urbanos, onde 0 acesso a educacdo, servicos de saude, saneamento bésico e
agua tratada é baixo ou inexistente, favorecendo a transmisséo de zoonoses e enteroparasitoses.
Existem poucas abordagens que envolvam coleta, caracterizagdo molecular, analise e
levantamento de dados genéticos sobre as populacdes das espécies causadoras das
equinococoses neotropicais (Echinococcus vogeli e Echinococcus oligarthra), principalmente
obtidas de pacas da regido amazbnica do Brasil. A existéncia de variabilidade genética
intraespecifica ja foi comprovada para E. granulosus sensu lato, porém, pouco se sabe sobre
este conhecimento em E. vogeli. Estes dados podem contribuir para programas de controle,
prevencdo e diagnastico da equinococose neotropical policistica (ENP). Um hébito especifico
local é a ingestdo dos figados malcozidos desses animais, contribuindo para a transmissao de
Calodium hepaticum, agente etioldgico da capilariose hepatica. Ovos ndo embrionados desse
helminto, quando ingeridos, favorecem a infeccao espuria, em que esses ovos passam pelo trato
intestinal e saem nas fezes sem causar doenca hepatica. Porém, humanos nessa condicdo, atuam
como dispersores, podendo contribuir para a infeccdo de outros hospedeiros. Neste trabalho
buscamos realizar a caracterizacdo molecular (PCR e sequenciamento) de amostras de E. vogeli
isoladas de pacas oriundas do estado do Acre, bem como realizar levantamento parasitolégico
(sedimentacdo espontanea, centrifugo-sedimentacdo e Kato-Katz) e sociodemogréafico
(aplicacdo de questionario) em moradores de reservas florestais de municipios acreanos (Xapuri
e Sena Madureira). As localidades foram baseadas nos relatos de casos humanos de ENP,
segundo dados prévios do Laboratério de Referéncia Nacional em Hidatidose do IOC/Fiocruz-
RJ (LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz). Todos os 13 isolados de E. vogeli (cistos extraidos dos
figados) foram identificados como E. vogeli com base nos genes parciais cox1 e P-29. Para
coxl, nossas amostras demonstraram similaridade genética com todas as sequéncias de E.
vogeli disponiveis no GenBank-NCBI relacionadas 8 Amazonia brasileira, sobretudo com as do
préprio Acre. Nossa analise revelou trés sitios de segregacdo e quatro haplétipos, sendo um
central e dois compartilhados entre as duas localidades do estudo. Ndo houve diversidade
genética para sequéncias de E. vogeli geradas para P-29. Nas 276 amostras de fezes examinadas,
foram observados ovos de ancilostomideos (19.2%), ovos de C. hepaticum (1.1%) e cistos de
Blastocystis sp. (6.9%). Conclui-se que: este € o terceiro estudo sobre a estrutura e variabilidade
genética das populagdes de E. vogeli, sendo um dos poucos a trabalhar com o gene nuclear P-
29. Dentro do perfil negligenciado da ENP, todos os esfor¢os que busquem elucidar a
diversidade e estrutura genética do E. vogeli podem contribuir para estudos taxondmicos,
evolutivos, diagndstico, epidemioldgicos, bem como prevencdo e controle da doenca. O habito
de comer carne crua de paca € um fator de risco para a infec¢éo espuria por C. hepaticum em
Sena Madureira e Xapuri. O estudo representa o primeiro relato de Blastocystis sp. no Acre.
Com base em nossos dados sociodemograficos, a infecgdo por geohelmintos e protozoarios
intestinais relaciona-se as precarias condi¢fes sanitarias dos habitantes da area de estudo.

Palavras-chave: Echinococcus vogeli. Paca. Calodium hepaticum. Enteroparasitoses. Acre.



ABSTRACT

NEVES, Fernanda Bittencourt de Oliveira. Parasitological survey in humans and genetic
characterization of Echinococcus vogeli in pacas (Cuniculus paca) from forest reserves in
Acre. Brazil. 2021. 111 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

In the Amazon Rainforest, it is common to hunt wild animals as a food resource. The
forest dwellers live far from urban centers with a lack of access to education, health services,
basic sanitation, and clean water, increasing zoonoses and intestinal parasites. There are few
approaches involving collection, molecular characterization, analysis, and data survey about
the population genetics of species that cause neotropical echinococcosis (Echinococcus vogeli
and Echinococcus oligarthra), especially obtained from lowland pacas in the Brazilian Amazon
Rainforest. The genetic variability of E. granulosus sensu lato has already been proven and the
knowledge of the E. vogeli genetics can contribute to the control, prevention, and diagnosis
programs for polycystic neotropical echinococcosis (PNE). A specific local habit is the
ingestion of these animals’ livers undercooked, contributing to the transmission of Calodium
hepaticum, the etiologic agent of hepatic capillariasis. The ingestion of unembryonated eggs of
this helminth causes the spurious infection, characterized by the passing of these eggs through
the intestinal tract and then the release with the feces, all this without causing liver disease.
However, humans in this condition act as dispersers of the eggs in the environment, which may
contribute to the other hosts’ infection. The objectives of this work were the molecular
characterization (PCR and sequencing) of lowland pacas’ E. vogeli isolates from the state of
Acre and the parasitological survey (spontaneous sedimentation, centrifugal-sedimentation, and
Kato-Katz) and sociodemographic (questionnaire application) of the forest reserves dwellers
from two municipalities of Acre, Brazil: Xapuri and Sena Madureira. The collect locations were
based on reports of human cases of PNE, according to the data of the National Reference
Laboratory on Hydatidosis at 10C/Fiocruz-RJ (LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz). All the 13 E.
vogeli isolates (cysts extracted from livers) were PCR positive for the cox1 and P-29. For the
cox1 gene, our samples showed genetic similarity with all E. vogeli sequences available in
GenBank-NCBI related to the Brazilian Amazon Rainforest, especially with those from Acre
itself. Our analysis revealed three segregation sites and four haplotypes, one central and two
shared between the two study locations. There was no genetic diversity for E. vogeli in the P-
29 sequences obtained. In the 276 stool samples examined, hookworm eggs (19.2%), C.
hepaticum eggs (1.1%) and Blastocystis sp. (6.9%). It is concluded that: This is the third study
on the structure and genetic variability of E. vogeli populations, being one of the few to work
with the nuclear gene P-29. Concerning the neglected context of PNE, all efforts that seek to
elucidate the diversity and genetic structure of E. vogeli will contribute to studies regarding
taxonomic, evolutionary, diagnosis, epidemiology, disease prevention and control. The habit of
eating raw paca meat is a risk factor for spurious C. hepaticum infection in Sena Madureira and
Xapuri. The study represents the first report of Blastocystis sp. in Acre. Infection by
geohelminths and intestinal protozoa is related to the precarious sanitary conditions of the
inhabitants of the study area.

Keywords: Echinococcus vogeli. Paca. Calodium hepaticum. Enteroparasitosis. Acre.
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INTRODUCAO

Na Regido Norte do Brasil, € comum moradores viverem em contato direto com a
Floresta Amazonica praticando o agroextrativismo como uma das principais atividades
econdmicas. Além disso, aglomeracgdes, falta de saneamento e deficiéncias educacionais
também sdo importantes componentes do cendario epidemioldgico que contribuem para a
ocorréncia de enteroparasitoses nestas regides rurais florestais (Okyay et al., 2004; Wang et al.,
2014), além de impactarem na epidemiologia de zoonoses, realidade comum das populacdes
residentes no estado do Acre (Souza et al., 2007; Souza et al., 2021).

Grupos economicamente desfavorecidos sdo 0s mais propensos a possuirem tais
caracteristicas sociais e apresentam o0s maiores indices de doencas, incluindo as
enteroparasitoses sempre associadas as condicdes insalubres de vida, além de propiciarem a
contaminacgdo de corpos d'agua e plantacbes com o acimulo de residuos, seja de origem fecal
humana ou animais infectados (Ludwing et al., 1999; Puleston et al., 2014).

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, parasitoses intestinais sdo uma
importante fonte de problemas de salde, onde as condi¢bes socioeconémicas, culturais e
ambientais contribuem para a manutencdo dos ciclos bioldgicos dos parasitos e facilitam sua
disseminacéo (Okyay et al., 2004). Além disso, a escalada de préticas predatérias contra o0 meio
ambiente, agravada por aspectos prejudiciais de marcos politicos e econdmicos, colabora para
aumentar a ocorréncia de doencas parasitarias, além de outros prejuizos, que envolvem seres
humanos, 0 meio ambiente e animais, sejam eles silvestres ou domésticos (Santos et al., 2010).

As infecgbes por helmintos transmitidos pelo solo (HTS) estdo entre as doencas
tropicais negligenciadas (DTN) mais prevalentes, com uma estimativa de 1,45 bilhdo de pessoas
infectadas com pelo menos uma espécie em todo o mundo (Hotez e Alibek, 2011; Pullan et al.,
2014; Silver et al., 2018). Este namero, entretanto, permanece provavelmente subestimado
devido a falta de dados epidemiol6gicos de alta qualidade da maioria das regifes geogréficas.
As infeccOes pelos ancilostomideos humanos (Ancylostoma duodenale e Necator americanus),
Trichuris trichiura e Ascaris lumbricoides geralmente ndo resultam em mortalidade, mas levam
a infeccgdes cronicas e prolongada morbidade (Silver et al., 2018). Foi demonstrado que criangas
cronicamente infectadas, por exemplo, apresentam desnutri¢do, atrofia e déficits cognitivos
(Awasthi et al., 2000; Stoltzfus et al., 2001), enquanto mulheres gravidas desenvolvem anemia
induzida por HTS (Brooker et al., 2008; Gyorkos e Gilbert, 2014). A morbidade “oculta” das
infeccbes por HTS tem grande impacto na saude dos individuos, mas também afeta o

desenvolvimento econdmico (Redekop et al., 2017).
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Uma revisdo sobre a carga global de infecgOes por HTS revelou que quase 70% delas
ocorrem na Asia (Pullan et al., 2014). O mesmo estudo demonstrou que um quarto (26,4%) da
populacéo do estudo asiatico hospedava pelo menos uma espécie de HTS e essa alta carga de
HTS na Asia foi associada as condic@es climaticas tropicais e Umidas, escassez de agua potavel,
saneamento inadequado e praticas de higiene inadequadas, fatores que facilitam a sobrevivéncia
e transmissao desses helmintos (Strunz et al., 2014).

Em 2012, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) publicou um roteiro abrangente para
combater as DTN ate 2020 e, para os HTS, estabeleceu a meta de atingir 75% de cobertura de
administracdo em massa de medicamentos (MDA) em todos os paises endémicos (WHO,
2012). Esta iniciativa da OMS foi ainda mais fortalecida pela declaracdo de Londres com o
compromisso de empresas farmacéuticas e outras organizacdes de apoiar os esforgcos globais
para controlar ou eliminar 10 DTNs especificas, incluindo HTS até 2020, ainda que a
erradicacdo das que estavam propostas, ndo tenha acontecido (Silver et al., 2018).

Taylor et al. (2001) estimaram que trés quartos dos patégenos humanos emergentes sdo
zoonoticos, ou seja, sdo transmitidos de outros animais vertebrados para os humanos. As
zoonoses, portanto, tm um impacto ecoldgico e socioeconémico consideravel, além de ser um
fardo para as economias globais (Cascio et al., 2011). Por sua vez, as doencgas infecciosas
emergentes (DIEs) sdo doencas recém-reconhecidas ou que reaparecem detectadas em uma
populagéo pela primeira vez. Essas doencas estdo aumentando rapidamente em prevaléncia ou
alcance geografico. Quase dois ter¢os das DIEs sdo representadas por zoonoses e a maioria
delas se originam em animais silvestres (Jones et al., 2008; White e Razgour, 2020).

O avancgo das doencas foi descrito como “efeito colateral do crescimento da civilizagao"
(Dobson e Carper, 1996) e as zoonoses ndo sao excegdo. Taxas recentes sem precedentes de
mudanca antropogénica do uso da terra, incluindo urbanizacdo, conversdo ou intensificacdo
agricola, desmatamento e fragmentacao de habitat, levaram a perda total de ambientes naturais
para o desenvolvimento humano. As mudancas antropogénicas do uso da terra que alteram o
meio ambiente local e as interagdes homem-vida selvagem podem ser uma fonte importante de
doencas zoondticas porque removem ou reduzem os habitats naturais e &reas de vida de muitas
espécies, forcando-as a viver mais proximas dos humanos. 1sso se torna um problema se a
espécie hospeda uma doenca zoonotica (Jones et al., 2013). A transmisséo de patogenos tende
a aumentar em resposta & mudanca antropogénica, mas esse efeito ndo é universal (Gottdenker
et al., 2014; White e Razgour, 2020).

Principalmente na Amazbnia, a caca de peixes e animais silvestres representam

importantes fontes proteicas para as populacfes indigenas e rurais (Peres, 2000; Peres e
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Nascimento, 2006; Constantino et al., 2008; Shepard et al., 2012; Botelho, 2013; Souza et al.,
2021). Populages que vivem em reservas florestais, possuem habitos alimentares tradicionais
e alimentam-se de animais silvestres, sua principal fonte proteica. Para isso, essas pessoas
praticam a caca de subsisténcia e relatam o consumo também do figado desses animais cru ou
cozido de forma ineficiente (Carvalho-Costa et al., 2009; Soares et al., 2011; Gongalves et al.,
2012).

A paca € uma das espécies mais suscetiveis a caca e favorita dos moradores locais
(Valsecchi e Amaral, 2009), atrés apenas do caititu (Pecari tajacu L, 1758). Bodmer e Lozano
(2001) mostraram que a paca € a principal espécie cacada na area rural do Peru, com uma taxa
de abate estimada em 17.000 individuos por ano, reforcando sua importancia como fonte
proteica de subsisténcia. No entanto, a espécie € a quinta em importancia econdémica, precedida
por queixada (Tayassu pecari Link, 1795), anta (Tapirus terrestris Linnaeus, 1758) e diversos
primatas. Além da regido amazonica brasileira, a paca é altamente consumida também em
outras regiGes, como demonstrado por Altrichter e Almeida (2002) ao relatarem que é a
principal espécie consumida em 15 comunidades da Peninsula de Osa na Costa Rica, com uma
frequéncia de caca 11 vezes maior que a dos queixadas e com consumo equivalente ao dos
animais de producéo.

A caca da paca para subsisténcia, sua evisceragdo e descarte inadequado expde o
ambiente a riscos de contaminacdo por formas evolutivas de agentes patolégicos que nela
estejam estabelecidos. Além do E. vogeli, o figado da paca pode ser alvo, por exemplo, do
helminto Calodium hepaticum (Bancroft, 1983) Moravec, 1982, responsavel pela capilariose
hepatica, com potenciais riscos diretos ou indiretos para a sadde humana.

Fora do campo da saude publica, poucas pessoas avaliam plenamente o impacto das
doencas gastrointestinais na saude humana. Estimar um namero preciso de casos globalmente
¢ um desafio porque os sintomas associados a essas infecc@es sdo diversos, muitas vezes
inespecificos e, por isso, pode ser dificil diagnosticar tais infeccdes. A gama de sintomas
associados a infeccdes gastrointestinais vai alem de diarreia e gastroenterite. Apesar disso, a
alta prevaléncia de doencas gastrointestinais em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
recebe pouca atencdo (GBD, 2017).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) relata que enteroparasitoses sdo consideradas
indicadores do grau de desenvolvimento socioeconémico de um pais, além de inferir
informagdes a respeito dos habitos, costumes e da qualidade de vida de uma populacdo. Neste

caso, a maioria das doencas negligenciadas é endémica de &reas rurais e podem ser a causa de
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morbidades no hospedeiro, principalmente em criangas, por constituir um fator agravante da
subnutricdo (WHO, 2006; 2010).

Parasitos intestinais sao um importante fator debilitante, frequentemente associado a
diarreia crénica e desnutri¢do, que podem, trazer prejuizos, particularmente a grupos de idades
mais jovens (Nahrevanian et al., 2015).

Como j& mencionado anteriormente, populacdes que vivem em reservas florestais,
possuem habitos de vida tradicionais e alimentam-se de animais silvestres, sua principal fonte
proteica. Tais habitos inclui o consumo do figado desses animais, cozido de forma ineficiente.
Esse costume comp®e as caracteristicas epidemioldgicas comuns aos locais de ocorréncia da
ENP e da infeccdo espdria por C. hepaticum (Carvalho-Costa et al., 2009; Soares et al., 2011;
Gongcalves et al., 2012).

Criancas, principalmente em idade escolar, sdo mais suscetiveis a infec¢des intestinais
por possuirem o sistema imunolégico ainda pouco estimulado e baixa preocupagdo com habitos
de higiene, comprometendo o desenvolvimento fisico, gerando déficits nutricionais e queda no
rendimento escolar (Kabatende et al., 2020; Marques et al., 2020).

Como método de controle, prevencdo e eliminacdo das helmintiases, a OMS preconiza
a desparasitacdo preventiva de criangcas em idade escolar e grupos de risco por meio da
administragdo em massa de quimioterapicos anti-helminticos, o fornecimento de agua tratada e
a educacdo em saude (Brasil, 2012; WHO, 2020).

E bem conhecido que maés condicBes sanitarias estdo associadas a infeccdo por
enteroparasitos, e ndo s6 favorecem sua presenca, mas também contribuem para a manutencéo
delas (Visser et al., 2011; Moreira, 2013; Braga et al., 2014). Para interromper a ocorréncia
dessas doencas, programas para o controle de enteroparasitoses tendem a se concentrar no uso
de medicamentos. Porém, em areas endémicas, Uchoa et al. (2004) destacaram a importancia
do ensino de medidas profilaticas a populacdo por meio de professores da educacéo basica, que
desempenham importante papel na comunidade, por atuarem diretamente na formacdo da
populacdo mais afetada que, em seu ambiente domiciliar, sdo os principais difusores do
conhecimento.

De acordo com o Global Burden of Diseases (2017), as parasitoses intestinais continuam
a aumentar em todo o mundo. Este estudo indica que, até 2016, 800 milhGes de individuos
provavelmente se infectaram em todo o mundo com A. lumbricoides, 451 milh6es com
ancilostomideos, 435 milhGes com T. trichiura e 190 milhdes estavam com esquistossomose.
Esses nimeros sugerem que as infecgdes por helmintos podem continuar a induzir morbidade

significativa nas popula¢bes mais pobres do mundo.
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Desde a década de 1990, o estudo Global Burden of Diseases (GDB) tem como objetivo
alinhar as prioridades dos sistemas de salde com as necessidades da populacdo. Para isso, é
realizada uma tentativa abrangente de quantificar a ocorréncia de quase 300 doencas, lesdes e
fatores de risco, incluindo doencas tropicais negligenciadas em mais de 200 paises (Bezinger
et al., 2016; GBD, 2019). Uma das ferramentas de analise utilizada no estudo ¢ o “disability-
adjusted life year” (DALY ou “anos de vida produtiva perdidos devido a alguma deficiéncia”),
uma meétrica de saude primaria do GBD, que avalia o impacto de uma série de doencas, a nivel
local e global, na vida dos individuos (Bezinger et al., 2016). O DALY representa uma das
poucas métricas disponiveis que poderiam compreender os reais efeitos crénicos dessas
doencgas, uma vez que a maioria das doencas tropicais negligenciadas listadas pela OMS sao
consideradas incapacitantes ao inves de letais (Hotez et al., 2014).

A OMS destaca que, em 2020, mais de 24% da populacdo mundial apresentou infeccédo
por helmintos transmitidos pelo solo, como ancilostomideos, Trichuris trichiura, Ascaris
lumbricoides, Strongyloides stercoralis. Além disso, mais de 267 milhdes de criangas em idade
pré-escolar e mais de 568 milhdes de criancas em idade escolar vivem em areas onde esses
parasitos sdo transmitidos de forma intensa e precisam de tratamento e intervencdes
preventivas. Essas infecgdes sdo resultantes de fatores socioeconémicos, praticas culturais e
falta de saneamento. Elas sdo transmitidas pela ingestdo de ovos, através da contaminagdo do
solo, m& higienizacdo das mdos, ingestdo de frutas ndo lavadas, carne cozida infectada e
vegetais mal lavados (Katz N, 2018).

A OMS também afirma que a saude da populacdo é responsabilidade dos governos
(WHO, 2020). No entanto, sem dados de saude precisos, sem uma avaliacdo abrangente das
doencas, as liderancas tendem a identificar as ameacas a salde da populacéo tarde demais e
deixam de direcionar recursos adequados a populacdo. Sem esse levantamento preciso, doencas
que carecem de uma defesa forte podem ser subestimadas e negligenciadas (Bezinger et al.,
2016).

Em 2010, algumas das maiores variagcbes nas estimativas de sobrecarga de doencas
foram observadas entre as trés principais infeccdes por nematoides intestinais no mundo, sendo
elas, a ascaridiase, a ancilostomiase e a tricuriase. Uma das principais razdes para essa grande
variacdo é o fato de que essas infeccdes estdo entre as infecgbes mais comuns da humanidade
(Steinmann et al., 2006; Hotez et al., 2008; Pullan e Brooker, 2012). Outra razao ¢ devido a
forma como o GBD 2010 classificou certas doengas, como a equinococose cistica, sendo
agrupada junto da equinococose alveolar, ou seja, ambas foram classificadas como

“equinococose”. Essa decisdo, uniu dois parasitos com ciclos de vida diferentes, alem de
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distribuicGes geograficas e manifestacdes clinicas distintas. Por exemplo, o nimero de casos de
equinococose global estimado foi de 1,1 milh&o entre os anos de 1990 e 2010. Embora revele
um numero outrora desconhecido, a juncdo dessas duas doencas distintas mascara a realidade
da ocorréncia nos individuos afetados e dificulta as acGes de controle. As futuras estimativas
do GDB precisaréo, portanto, considerar o relato dessas doengas separadamente, dando énfase
aos atributos Unicos de cada parasito (Hotez et al., 2014), além de procurar abordar as
equinococoses neotropicais, negligenciadas nos relatorios.

Com o objetivo de conhecer a populagdo, alguns inquéritos parasitologicos foram
realizados na regido amazonica do Brasil (Gongalves et al., 2016; Cardoso et al., 2017). Em
2018, 25,5% da populacgdo do Acre de 0 a 17 anos possuia um sistema deficiente de eliminacéao
de dejetos, o que pode interferir diretamente na qualidade da agua para consumo. Esses
indicadores podem trazer consequéncias diretas para a sobrevivéncia de criangas, que podem
morrer em consequéncia de enteroparasitoses (UNICEF, 2018).

Outros inquéritos parasitoldgicos também demonstraram alta taxa de positividade de
enteroparasitos em residentes ribeirinhos do Estado do Para, também com maior prevaléncia
em criancas e adolescentes (Silva et al., 2014).

A &gua de consumo ndo tratada é um fator de destaque, uma vez que torna moradores
de reservas florestais mais suscetiveis a doencas de veiculagdo hidrica, condigdo agravada pela
auséncia de outras fontes de abastecimento de agua, além dos rios, para onde correm esgoto e
outros residuos domiciliares. Essas condicdes perpetuam os ciclos de transmissdo de
enteroparasitos de veiculacdo hidrica (Salazar e Flores, 2012).

De acordo com o Plano Integrado de Ac¢des Estratégicas do Ministério da Saude, a
maioria dos municipios menos qualificados no indice total de distribuicdo de dgua estdo na
Regido Norte do Brasil sdo: Rio Branco (AC), Santarém (PA), Macapa (AP), Porto Velho (RO)
e Ananindeua PA) (Trata Brasil, 2021).

A distancia dos centros urbanos e a falta de transporte, além de ser comum em indmeras
reservas florestais, isolam essas comunidades da sociedade e dificultam o acesso aos servigos
de satde. As condi¢des socioecondmicas desfavoraveis, a falta de saneamento (abastecimento
de agua potavel; coleta, destino e tratamento de esgoto e residuos sélidos; tipo de moradia) e
deficiéncias educacionais sao fatores caracteristicos da alta prevaléncia de enteroparasitos nessa
populacdo (Wang et al., 2014; Trata Brasil, 2021). Tais caracteristicas tornam os residentes
mais suscetiveis a enteroparasitoses, causando prejuizos a saude dessas comunidades (Souza et
al., 2007; Marques et al., 2020).
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Um habito comum em moradores de reservas florestais, é a ingestdo do figado de
animais silvestres, cozidos de forma ineficiente (Pastore et al., 2003; Carvalho-Costa et al.,
2009; Gongcalves et al., 2012). Este habito pode contribuir para a transmissdo de ovos nédo
embrionados do nematoide C. hepaticum. Esse helminto tem distribuicdo mundial e apresenta
baixa especificidade de hospedeiro, apresentando elevada afinidade pelo figado de muitas
espécies de mamiferos silvestres, como Cuniculus paca (Linnaeus, 1766), Tayassu pecari
(Link, 1795), Cavia spp. Pallas, 1766, Mus musculus Linnaeus, 1758, Sciurus (Guerlinguetus)
aestuans Linnaeus, 1766, Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758) e Cricetomys gambianus
Waterhouse, 1840 (Soares et al., 2011; Almeida et al., 2013; Davoust et al., 2014; Fuehrer,
2014; Milléan et al., 2014).

No ciclo biolégico de C. hepaticum, os ovos embrionados liberam as larvas no ceco dos
hospedeiros naturais. Essas larvas migram para o figado e ali se desenvolvem em helmintos
adultos. As fémeas depositam seus ovos (ndo embrionados) e em seguida morrem, ainda no
figado (Rocha et al., 2015). Os ovos sdo dispersos no ambiente, apds morte do hospedeiro,
desintegracdo da carcaca ou pela predacdo/canibalismo através das fezes do predador, e em
condicdes adequadas de umidade e temperatura, tornam-se infectantes (Galan-Puchades et al.,
2018) (Figura 8).

Ocasionalmente, o homem participa do ciclo de vida de C. hepaticum de duas formas:
como predador, através do consumo de figados infectados de roedores silvestres cozidos de
forma ineficiente (infeccdo espuria); e através da ingestdo de ovos embrionados presentes no
solo (alimentos ou agua), desenvolvendo a capilariose hepética, uma doenca hepética grave,
rara e frequentemente fatal (Ochi et al., 2017). Na literatura ha o registro de 218 casos de
infeccdo espuria humana por C. hepaticum. Desses, 171 casos foram provenientes do Brasil
(Coimbra e Mello, 1981; Santos et al., 1985; Machado et al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2009;
Palhano-Silva et al., 2009; Camargo et al., 2010; Soares et al., 2011; Goncalves et al., 2012;
Cabada et al., 2013; Klisiowicz et al., 2014).

A ingestdo do figado (malcozido) de roedores silvestres, uma vez contendo ovos néo
embrionados de C. hepaticum, cria condi¢des favoraveis para a ocorréncia da infeccao espuria,
ou infecgéo falsa, na qual os ovos do helminto passam pelo trato intestinal e saem com as fezes
sem causar doenca hepatica. Uma vez infectado, o ser humano pode depositar suas fezes no
ambiente, contribuindo para a dispersdo dos ovos nao embrionados de C. hepaticum. Esses
ovos, encontrando condigdes adequadas de umidade e temperatura no ambiente, tornam-se

infectantes para outros hospedeiros competentes (Gongalves et al., 2012).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do ciclo biolégico do Calodium hepaticum

/

Legenda: (1) ovos e vermes adultos no figado; (2) ovos ndo embrionados no ambiente ap6s morte e decomposi¢o
do hospedeiro; (3) hospedeiro morre por canibalismo ou predacdo; (4) ovos embrionados liberados nas
fezes apds canibalismo ou predagdo; (5) ovos embrionados no ambiente; (6) ovos embrionados ingeridos
pelo hospedeiro definitivo; (7) ovos embrionados ingeridos pelo homem.

Fonte: llustracdo de Ricardo Schmidt do Servico de Producédo e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.

Os helmintos do género Echinococcus Rudolphi, 1801 sdo, em geral, transmitidos de
carnivoros a herbivoros, sendo geralmente canideos silvestres e domésticos os hospedeiros
definitivos mais envolvidos. Ovinos, bovinos, cervideos e roedores, sdo 0s hospedeiros
intermediarios mais importantes. Os canideos albergam helmintos adultos no intestino delgado
e os diferentes hospedeiros intermedidrios admitidos, desenvolvem os estagios larvais
(metacestoides) do parasito em 6rgdos internos como figado e pulmdes (Eckert e Deplazes,
2004; Otero-Abad e Torgerson, 2013). S&o, portanto, canideos, sobretudo os domésticos, 0s
gue desempenham um papel fundamental na transmisséo desses parasitos aos seres humanos
(Eckert e Deplazes, 2004), uma vez que eliminam os ovos desses helmintos junto de suas fezes.
Em geral, os ovos (Figura 1) podem ser de esfericos a elipsoides, medindo de 30 x 50 um ou
de 22 x 44 um em seus dois diametros, sendo caracterizados pela presenca de uma membrana
espessa quitinosa ou “casca” (embrioforo) envolvendo a oncosfera ou embrido hexacanto em

seu interior. A oncosfera, por sua vez, mede cerca de 25 x 30 um (Vuitton et al., 2020).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do ovo de Echinococcus sp.

Embriéforo

Oncosfera ou embrido hexacanto com 3 pares de aculeos

Fonte: llustracdo de Bruno Eschenazi do Servi¢o de Producdo e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.

As espécies de Echinococcus spp. sdo frequentemente agrupadas com base em
semelhancas morfologicas de seus estagios larvais (metacestoides ou cistos hidaticos), bem
como por analises moleculares (Alvarez et al., 2014; Romig et al., 2015). A descrigdo inicial de
algumas espécies do género Echinococcus foram baseadas principalmente em caracteristicas
morfologicas e da relacdo parasito-hospedeiro. Sendo assim, apenas quatro espéecies foram
admitidas inicialmente: Echinococcus granulosus (Batsch, 1786), Echinococcus multilocularis
Leuckart, 1863, Echinococcus oligarthra (Diesing, 1863) e Echinococcus vogeli Rausch &
Bernstein, 1972.

Essa distincdo permaneceu dessa forma por muitos anos, mas com o advento da
caracterizacdo molecular de materiais genéticos, as espécies se mostraram mais distintas
(Thompson e McManus, 2001). Diante do surgimento de novas ferramentas de pesquisa, a
validade das espécies do género Echinococcus foi sendo, consequentemente, atualizada. As
diferencas genética e morfoldgica das linhagens foram reveladas por meio de técnicas baseadas
na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando locus génicos e sequenciamentos de
DNA nuclear e DNA mitocondrial (mtDNA), além de estudos epidemioldgicos. Essas
ferramentas revelaram relacGes filogenéticas interespecificas que suportam a taxonomia
previamente documentada (Thompson, 2017) e uma das abordagens mais utilizadas nessas
revisdes tém sido as arvores filogenéticas, baseadas tanto em sequéncias de DNA mitocondrial
(mtDNA) quanto nas de DNA nuclear (Bowles et al., 1995; Moks et al., 2008; Knapp et al.,
2011; Sharma et al., 2013; Daipert-Garcia et al., 2019).

Bowles et al. (1992) e Bowles e McManus (1993), através da andlise de sequéncias
parciais de genes mitocondriais, sendo eles, as subunidades 1 do citocromo oxidase (cox1) e a
da NADH desidrogenase (nadl), definiram genétipos para E. granulosus, porém ainda
mantiveram a nomenclatura das quatro espécies originalmente descritas para o género. Os

genotipos de E. granulosus foram relacionados aos seus respectivos hospedeiros intermediarios
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principais, definindo as linhagens bioldgicas da seguinte maneira: G1 (linhagem de ovelha), G3
(linhagem de buafalo), G4 (linhagem de cavalo), G5 (linhagem de gado), G6 (linhagem de
camelo), G7 (linhagem de porco) e G8 (linhagem de cervideos). O gendtipo G10 (outra
linhagem de cervideos) foi sugerido posteriormente (Lymbery, 2017; Vuitton et al., 2020). Os
genotipos G2 e G9, outrora ja aceitos, foram recentemente suprimidos por serem considerados
microvariantes, respectivamente, de G3 e G7 (Vuitton et al., 2020).

Além dessas classificacdes e corroborando com a constante revisdo das espécies do
género Echinococcus, a revisao mais recente, proposta em um consenso internacional (Vuitton
et al., 2020) propde a existéncia de 9 espécies dentro do género, sendo elas: E. vogeli, E.
oligarthra, E. multilocularis, E. granulosus Batsch, 1786 sensu stricto (s.s.), Echinococcus
felidis Ortlepp, 1937, Echinococcus shiquicus Xiao, 2005, Echinococcus equinus Schneider et
al., 2010, Echinococcus ortleppi Schneider et al., 2010 e Echinococcus canadensis Schneider
et al., 2010.

No género, seis espécies sdo consideradas de importancia para a saude humana, sendo
elas: E. oligarthra e E. vogeli, causadoras da equinococose neotropical (EN); E. multilocularis,
agente da equinococose alveolar (EA); e E. granulosus s.s., E. canadensis € E. ortleppi, capazes
de causar a equinococose cistica (EC) (Eckert e Thompson, 2017). Até o momento, reportados
no Brasil: E. granulosus s.l. (s.s. G1, s.s. G3, E. ortleppi G5 e E. canadensis G7), relacionados
a algumas regides do Sul do pais; E. oligarthra, relacionada ao bioma amazénico; e E. vogeli,
relacionada aos biomas amazoénico e cerrado (De la Rue et al., 2011; Soares et al., 2013;
Monteiro et al., 2015; Neves et al., 2017; Bittencourt-Oliveira et al., 2018; Daipert-Garcia et
al., 2019).

Taxonomia do E. vogeli:
FILO: Platyhelminthes
CLASSE: Cestoda
SUBCLASSE: Eucestoda
ORDEM: Cyclophyllidea
FAMILIA: Taeniidae
GENERO: Echinococcus Rudolphi, 1801
ESPECIE: Echinococcus vogeli Rausch & Bernstein, 1972

A distribuicdo global da equinococose neotropical policistica (ENP), denominacéo atual
da doenga causada por E. vogeli, em termos de endemicidade e prevaléncia é desconhecida. No
Brasil, individuos de varios estados ja apresentaram casos de ENP (Machado & Rangel, 1964;
Chapadeiro et al., 1964; Timmerman et al., 1986; Ferreira et al., 1987, 1995; Rodrigues-Silva
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et al., 2002), porém, a maioria dos casos € proveniente da regido amazonica (Kern et al., 2017),
principalmente dos estados Acre (Meneghelli et al., 1998; Siqueira et al., 2010) e Para (Soares
etal., 1999; Soares et al., 2004).

Quando presentes, os principais sintomas e sinais clinicos sdo dor abdominal, ictericia,
hepatomegalia, perda de peso, febre e surgimento de massa abdominal em consequéncia do
desenvolvimento e crescimento dos cistos hidaticos no figado (D’ Alessandro e Rausch, 2008,
Siqueira et al., 2013). E comum a infeccdo ser assintomatica por longos periodos, sendo
diagnosticada em adultos, com apenas 10 a 20% dos casos vistos em pacientes com menos de
16 anos (Moro e Schantz, 2009). O figado é a localizacdo mais comum dos cistos, representando
cerca de 70% dos casos, seguido dos pulmdes, porém outros 6rgaos como coracao e cavidade
abdominal também podem ser afetados (D’ Alessandro e Rausch, 2008; Siqueira et al., 2013).

O cisto hidatico cresce cerca de 1 a 5 centimetros por ano e é a partir da camada
germinativa que se desenvolvem as vesiculas proligeras onde brotam desde poucos até
numerosos protoescolices (Zhang et al., 2012). Na ENP os metacestoides desenvolvem-se como
policistos. Eles crescem como um ou Varios cistos localizados mais frequentemente no figado
e nos pulmdes dos hospedeiros intermediarios (Thompson, 2017).

Assim como outros cestoides, E. vogeli apresenta, na sua forma adulta, corpo
segmentado (Figura 2), dividido em escélex, onde estdo presentes ventosas com um rostro
armado com duas fileiras de ganchos ou rostelos, colo e estrébilo (Eckert e Deplazes, 2004). O
estrébilo do helminto adulto mede de 3,9 a 5,6 mm e se origina a partir do colo, onde hé intensa
proliferacdo celular. As proglotes gravidas, responsaveis pela formacao do estrobilo, sdo longas
e cilindricas, representando quase metade do tamanho total do helminto, podendo reter cerca

de 90 ovos no utero (D'Alessandro e Rausch, 2008).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do verme adulto de Echinococcus vogeli
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Fonte: Laboratdrio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ).

O ciclo de vida de E. vogeli (Figura 3) possui, como hospedeiro definitivo, o cdo
selvagem (Speothos venaticus Lund, 1842) (Figura 4), conhecido popularmente como cachorro-
vinagre, e o cdo doméstico. Speothos venaticus é um canideo sul-americano encontrado desde
0 Panamé4 até o nordeste argentino, com excecdo do Chile e Uruguai. E uma espécie rara,
adaptada a vida em florestas, sendo considerada semiaquéatica por conseguir nadar e mergulhar
com facilidade (Rodrigues-Silva et al., 2002; Romig et al., 2017). No Brasil, o cachorro-vinagre
ja foi reportado em todas as regides do pais (GBIF, 2021).

Cabrera et al. (1960), primeiros autores que descreveram o ciclo biolégico de E. vogeli,
observaram que o cachorro-vinagre cagava, em bandos, a paca (Cuniculus paca Linnaeus,
1766) (Figura 5), hospedeira intermediaria do E. vogeli. O cachorro-vinagre e a paca possuem
tamanhos semelhantes, e um unico cachorro pode, as vezes, ser capaz de superar esse roedor
(D’ Alessandro e Rausch, 2008).
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Figura 4 — Representacao esquematica do ciclo bioldgico do Echinococcus vogeli

CACHORRO-VINAGRE

Legenda: (a) ovo; (b) ovo ingerido pela paca, hospedeiro intermedidrio; (c) metacestoide; (d) ingestdo de
metacestoide pelo cachorro vinagre, hospedeiro intermediario; (e) escélex desenvaginado; (f)
helminto adulto; (g) ingestéo de ovo pelo homem, hospedeiro acidental; (h) metacestoides.

Fonte: Ilustracdo de Bruno Eschenazi do Servigo de Producdo e Tratamento de Imagem — IOC/Fiocruz-RJ.

Figura 5 — Registro fotografico do cachorro-vinagre (Speothos venaticus)

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-10C/Fiocruz-RJ).
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Figura 6 — Registro fotografico da paca (Cuniculus paca)

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-10C/Fiocruz-RJ).

A presenca da paca € relatada do Sul do México ao leste do Paraguai, além do nordeste
da Argentina (Eisenberg e Redford, 1989) e distribuicdo marginal no Uruguai (Mones et al.,
2003). E nativa na Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, El
Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai, Venezuela e introduzida em Cuba.
Cuniculus paca também é encontrada em Cuba, pais em que foi introduzida (Varona, 1974;
Emmons, 2016).

Pacas sdo tipicas de florestas tropicais apresentando habitos noturnos e podem ser
encontradas em ambientes modificados ou integros. Apesar de viverem em diferentes
ambientes, as suas atividades t€ém mais proximidade com cole¢des d’agua (Michalski et al.,
2015), construindo suas tocas em torno de zonas ribeirinhas (Michalski e Norris, 2011; Huanca-
Hurachi et al., 2011) onde encontram vias de refugio contra predadores ou cagadores (Emmons
e Feer, 1999).

Na Regido Norte do Brasil, a ENP é a principal doenca descrita em pacas, que se
infectam ao ingerirem alimentos ou agua contaminados por ovos de E. vogeli eliminados
juntamente com as fezes do cachorro-vinagre, Unico hospedeiro definitivo natural conhecido
do E. vogeli (D’ Alessandro e Rausch, 2008; Soares et al., 2014). As camadas externas dos ovos
sdo digeridas no duodeno desses roedores, local onde sdo liberados os embrides ou oncosferas.
Estes atravessarem a parede intestinal, ganham a circulacdo porta e finalmente alojam-se no
figado (Moraes e Arnaud, 1997; D’ Alessandro e Rausch, 2008). Eventualmente, as oncosferas

alcangam a circulacao sistémica e atingem outros 6rgaos, frequentemente os pulmdes. O figado
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da paca, uma vez infectado, acaba, juntamente com o restante de suas visceras, servindo de
fonte de infecgdo para caes domésticos, quando cacadores as ofertam como alimento. Os cées,
por sua vez, sdo 0s responsaveis pela contaminacdo do ambiente peridomicliar ao eliminarem
ovos do helminto em suas fezes (Neves et al., 2017), criando condigdes para a infec¢do humana.
E importante destacar que o contato direto, de humanos e roedores silvestres, com as fezes dos
caes também exerce um papel importante na infeccdo (Acha e Szyfres, 1989; Meneghelli et al.,
1990; Meneghelli et al., 1992; D’ Alessandro e Rausch, 2008). Além disso, no ciclo silvestre de
E. vogeli, os ovos expelidos pelo cachorro-vinagre no ambiente natural tém pouca importancia
para a salde publica, uma vez que o ciclo acontece naturalmente no ambiente silvestre, sem a
presenca humana (Soares et al., 2004, Paramasvaran et al., 2009).

A ENP se caracteriza pelos desdobramentos clinicos do desenvolvimento de cistos
hidaticos (metacestoides) (Figura 6) de E. vogeli no figado. Esses cistos sdo caracterizados
como vesiculas esféricas continuas ou esporadicamente isoladas, de aspecto esbranquicado e,
por vezes transllcido, cada uma sendo capaz de albergar até 500 protoescoleces do helminto.
Situam-se no parénquima, sendo que a maioria se localiza proximo a superficie, contrastando
com a coloracdo escura do figado, quando estabelecidos neste 6rgdo nos hospedeiros
intermediérios, incluindo o homem (D’ Alessandro et al., 1981; D’ Alessandro e Rausch, 2008;
Almeida, 2012).

Figura 7 — Representacdo esquematica do metacestoide de Echinococcus sp.

CAMADAS CIiSTICAS
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Fonte: Laboratério de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).

Os protoescoleces, presentes no interior do cisto hidatico, medem entre 150 e 203 um,
e apresentam seus 0rgdos (ventosas e ganchos rostelares) invaginados, que, no futuro, apos a

desinvaginacao, constituirdo a extremidade anterior do helminto adulto no intestino do canideo
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(Bourée, 2001; D’Alessandro e Rausch, 2008). No protoescolex ha dois tipos de ganchos
(Figura 7): os da fileira superior, que sdo maiores (grandes ganchos) e possuem uma guarda
arredondada e robusta; e os da fileira inferior, que sdo menores (pequenos ganchos) e possuem
uma guarda achatada (Hobbs et al., 1990; Antoniou e Tselentis, 1993). Antoniou e Tselentis
(1993) relataram que as diferengas encontradas na morfologia dos ganchos correspondem as
diferentes funcbes que exercem. Os grandes ganchos possuem movimentos mais livres
responsaveis pela locomocéo, enquanto os pequenos ganchos sao responsaveis pela fixacdo do
helminto. Os ganchos variam em numero, tamanho e forma, e normalmente séo encontrados

livres no interior dos cistos (Almeida et al., 2007; Almeida et al., 2015).

Figura 8 — Caracteristicas dos ganchos rostelares (pequeno e grande) de Echinococcus vogeli

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Nota: ganchos analisados por Contraste Interferencial de Normaski — DIC em microscopia de campo claro.

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

Durante o desenvolvimento da ENP humana, a doenca pode ndo apresentar sintomas.
Além disso, quando presente, a sintomatologia é inespecifica, dificultando o diagnéstico. Por
esse motivo, o diagndstico € dependente de dados epidemioldgicos, como a localizacdo
geogréfica dos pacientes, pratica da caga de subsisténcia, contato com cdes alimentados

frequentemente com visceras de animais cacados e exame fisico apresentando massas palpéveis
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no hipocondrio direito (Zhang e McManus, 2006). A soma dessas caracteristicas auxilia no
diagnostico da doenca.

Em muitos paises onde ha casos da ENP, a notificacdo ndo € obrigatdria, uma realidade
que favorece a subnotificacdo dos casos. Esta subnotificacdo dificulta o real conhecimento da
ocorréncia da doenca, que tem significativo impacto na morbidade e mortalidade das pessoas
afetadas. Dos fatores que contribuem para essa subnotificacdo, € possivel destacar o dificil
acesso aos locais endémicos, a desinformacéo, os sintomas inespecificos, a cronicidade da
doenca e a dificuldade do estabelecimento do diagndstico. Esses fatores também contribuem
para que a doencga seja detectada tardiamente (Romig et al., 2017; Kern et al., 2017).

Estudos soroldgicos desenvolvidos em regides endémicas relatam altas frequéncias da
ENP. Esta informac&o corrobora a hipdtese da subnotificacdo da doenca no pais (Pastore et al.,
2003a,b). No Brasil, a ENP (192 casos) tem sido reportada nas Regides Norte, Centro-Oeste,
Nordeste e Sudeste, porém o Acre tem sido o estado que comporta a maioria dos casos (123)
(Siqueira, 2021). Individuos do sexo masculino com idade entre 40 e 60 anos representam a
parcela da populacdo testada com maior positividade para ENP (Kern et al., 2017).

A identificacdo do agente etioldgico envolvido nas equinococoses ainda é um desafio
para todos os métodos diagndsticos. Para definir um diagnéstico preciso é necessario a
utilizacdo de métodos moleculares em busca da identificacdo do DNA ou exame parasitoldgico
em espécimes de tecido humano e animal, contendo a forma larvar, uma vez que, as formas
larvares se diferenciam entre as espécies do género Echinococcus. No exame parasitoldgico, a
espécie € definida pela analise morfoldgica e morfométrica dos ganchos rostelares (Rausch e
D’Alessandro, 1999; Thompson, 2017). No entanto, os métodos de diagnostico disponiveis
ainda apresentam alguns resultados inconclusivos quanto a especificidade do agente etiol4gico.

A identificacdo especifica do agente etiologico de uma parasitose € importante em
estudos epidemioldgicos, além de ser fundamental nas estratégias de controle (Falavigna et al.,
2005; Yong et al., 2007). E nesse sentido, a diferenciagdo e deteccdo de parasitos e 0
diagnostico de infeccOes parasitarias tem sido realizados por técnicas morfologicas, bioldgicas
e ensaios moleculares.

Os testes baseados em DNA candidatos a testes diagndsticos precisam atender a
algumas demandas, como apresentarem alta sensibilidade e especificidade, serem adequados
para triagem em massa, permitir a quantificacdo de DNA, serem seguros para o laboratorio e
serem eficazes em termos de custos. Nos dltimos 30 anos, com o advento de abordagens
moleculares e bioquimicas para a deteccdo de parasitos, diferentes métodos foram

desenvolvidos a fim de identificar variantes de Echinococcus de hospedeiros animais e
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humanos. Esses estudos, baseados principalmente na Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR),
foram usados para a identificacdo de espécies, genotipos e haplétipos observados em E.
granulosus s.s e para o diagnostico diferencial de E. granulosus s.l. e E. multilocularis.
Metodologias baseadas na PCR tém encontrado ampla aplicabilidade para deteccao, realizacao
de estudos populacionais e investigacdes epidemioldgicas do género Echinococcus,
principalmente porque permite a analise de regifes génicas nucleares e mitocondriais de
material parasitario fresco, congelado, fixado em etanol ou em parafina. Essas técnicas também
foram utilizadas em diferentes formas larvares, como ovos, protoescoleces ou camada
germinativa de metacestoides, helmintos adultos e de amostras de solo, vegetais, mucosa
intestinal e fezes do hospedeiro (Siles-Lucas et al., 2017).

A PCR tem sido o método molecular mais utilizado (Lymbery, 2017), onde o DNA
utilizado é geralmente extraido de helmintos adultos, larvas ou de formas evolutivas presentes
em fezes, que, quando provenientes de animais silvestres, a obtengéo desse material pode ser
dificil ou demorada (Bundy et al., 1985). Ensaios moleculares, em muitos casos, melhoraram a
sensibilidade e especificidade do processo de deteccao e reduziram a possivel subjetividade
inerente a interpretacdo dos dados morfoldgicos e biolégicos. A importancia do uso da PCR, a
partir do desenvolvimento de primers espécie-especificos, esta relacionada também a analise
do DNA independentemente do estagio de desenvolvimento do parasito (Zarlenga e Higgins,
2001).

As mitocondrias, organelas que possuem seu préprio DNA (mtDNA), tém uma
velocidade evolutiva relativamente rapida e heranca exclusivamente materna, por isso ndo sofre
recombinacdo (McManus e Thompson, 2003). Por ser de origem mitocondrial, 0 gene
mitocondrial que codifica a subunidade | do citocromo ¢ oxidase (coxl) é util para
discriminacdo de organismos intimamente relacionados, porém de espécies diferentes
(Hajibabael et al., 2007). Sendo assim, o gene tem sido utilizado para a analise molecular, a fim
de identificar variagdes existentes nas espécies de Echinococcus (Bowles et al., 1992).

Apesar da importancia ja conhecida dos marcadores mitocondriais, € possivel avaliar a
estrutura das populagdes de parasitos utilizando marcadores nucleares, como, por exemplo, 0
gene codificador do antigeno P-29 encontrado no fluido do cisto hidatico de Echinococcus
granulosus s.l., que é um promissor candidato a producdo de vacinas de prevencdo a
equinococose (Santos et al., 2012).

Arrabal et al. (2017) descreveram o surgimento de duas populagdes distintas ao analisar
isolados de E. oligarthra de hospedeiros definitivos na Argentina. Os autores defendem que

compreender a variagdo genética dos organismos pode ter grande significado médico e que a
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implementacdo de analises de marcadores moleculares pode ajudar a determinar melhores
estratégias na prevencao, diagnostico e conhecimento da gravidade da manifestacéo clinica da
doenca. Essa variabilidade j& foi comprovada e estd bem estabelecida para a especie
Echinococcus granulosus s.l., porém, o aumento do conhecimento de possiveis variantes no
género Echinococcus, sobretudo para a espécie E. vogeli, pode contribuir diretamente nos

programas de controle, prevencao e diagndstico da ENP.
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JUSTIFICATIVA

Nas ultimas duas décadas, o Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose do
Laboratdrio de Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz-RJ
(LRNH-LHPV-10C/Fiocruz) vem estudando a ENP humana, em pacas e canideos domésticos
em municipios do estado do Acre. Na Regido Norte do Brasil o habito de fornecer figado cru
de pacas é a forma de transmissdo de Echinococcus vogeli para os cdes domésticos. No
Amazonas, este mesmo habito € uma fonte de infeccdo espuria humana por C. hepaticum.

Por mais que estudos moleculares integrem atualmente estudos com taxonomia
integrativa, ecologia de parasitos com ciclos silvestres e epidemiologia molecular de muitas
zoonoses, poucas sao as abordagens gue envolvem a coleta e caracterizacdo molecular das
espécies neotropicais do género Echinococcus. A diversidade e variabilidade genética ja foram
comprovadas e estdo bem estabelecidas para a espécie E. granulosus s.l., porém, o aumento do
conhecimento de possiveis variantes para a espécie E. vogeli, pode contribuir diretamente nos
programas de prevencao, diagndéstico e controle da ENP humana.

A maioria das comunidades amazonicas esta longe dos centros urbanos, onde o acesso
a educacdo, servicos de saude, instalacbes de saneamento basico e dgua tratada é baixo ou
inexistente, propiciando o desenvolvimento de enteroparasitoses. Entretanto, ndo se conhece a
sua ocorréncia em moradores de reservas florestais dos municipios de Xapuri e Sena Madureira,
areas de transmissdo da ENP no Estado do Acre.

Face a limitacdo nos conhecimentos destes aspectos, este trabalho foi desenvolvido para
avaliar se ha diversidade genética de E. vogeli de pacas provenientes Xapuri e Sena Madureira,
bem como realizar um levantamento parasitolégico e sociodemografico em moradores destas

areas.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Realizar caracterizagdo molecular de Echinococcus vogeli de pacas e levantamento

parasitoldgico e sociodemografico em moradores de reservas florestais do Acre, Brasil.

1.2 Especificos

1- Avaliar a variabilidade genética das sequéncias de E. vogeli geradas;

2- Comparar as sequéncias de E. vogeli do estudo com outras sequéncias de Echinococcus sp.
disponiveis no GenBank;

3- Realizar andlises filogenéticas nas amostras que fardo parte do estudo;

4- Realizar o levantamento epidemiolégico da prevaléncia de enteroparasitos em moradores de

reservas florestais do Acre, Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Areas de estudo

Todas as amostras de figados de pacas que integraram este estudo foram provenientes
do estado do Acre e coletadas por meio de expedicdes as areas florestais dos municipios de

Sena Madureira e Xapuri (Figura 9) entre os anos de 2017 e 2019.

Figura 9 — Mapa evidenciando os municipios de estudo no estado do Acre
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Fonte: lustracdo de Heloisa Diniz do Servico de Producédo e Tratamento de Imagem — I0C/Fiocruz-RJ.

O estado do Acre foi incorporado ao Brasil em 1903 e possui 88% de cobertura florestal.
Ele é 0 15° em extensdo territorial, com uma superficie de 164.221,36 kmz, correspondente a
4,26% da Regido Norte e a 1,92% do territorio nacional. O Estado esta situado num planalto
com altitude média de 200 metros, localizado no sudoeste da Regido Norte, entre as latitudes
de -7°06°56” N, longitude de -73°48'05"N e latitude de -11°08°41"S, longitude -68°42'59"S. Os
limites do estado sdo formados por fronteiras internacionais com Peru e Bolivia e por divisas
estaduais com o0s estados do Amazonas e Rondénia. As cidades mais populosas sdo: Rio
Branco, Cruzeiro do Sul, Feijo, Tarauaca e Sena Madureira (Bittencourt-Oliveira, 2016).

Sena Madureira, atualmente, é o terceiro municipio mais populoso do estado do Acre e
0 segundo em extensdo territorial. Ele representa o polo econdmico da regional Alto Purus e
possui uma conexdo muito intensa com Rio Branco, situada a uma distancia de 136 km.
Apresentando 34.230 habitantes, o0 municipio abrange uma area de 23.732 km2. Limita-se ao

norte com o estado do Amazonas; ao sul, com o municipio de Assis Brasil; a leste, com 0s
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municipios de Bujari, Rio Branco, Xapuri e Brasiléia; a oeste com o municipio de Manoel
Urbano e a sudoeste, com a Republica do Peru (Cenamo et al., 2011).

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

2.1.1 Aspectos éticos

Parte deste trabalho foi realizado com a aprovacdo do Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) do Ministério do Meio Ambiente (MMA) de acordo
com a Instrugdo Normativa Ibama 154/07, sob a numeragdo 13373-1 da licenga permanente
emitida em 19/11/2007 para a coleta e transporte de material zooldgico do(s) taxon(s) Rodentia
e Didelphimorphia (Anexo A) e a outra sob a autorizacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio) mediante outra licenga, de numeracdo 68985-1 e
vélida até 04/2022, para atividades com finalidades cientificas: coleta, processamento e
transporte de material bioldgico de animais silvestres do(s) taxon(s) Carnivora, Aves, Rodentia
e Xenarthra (Anexo B).

2.1.2 Obtencao de Echinococcus vogeli

A coleta de visceras de pacas, sobretudo os figados, foram essenciais para o
desenvolvimento deste estudo, para ter a chance de obter os cistos de E. vogeli ou até mesmo
conseguir caracterizar outra espécie neotropical, o E. oligarthra.

Conseguir amostras de E. vogeli é extremamente dificil, dado seu caréater
majoritariamente silvestre, por isso, o planejamento para coleta de visceras de pacas, leva em

consideracao a melhor época do ano, dando preferéncia para periodos com maior probabilidade
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de estarem livres de chuvas constantes. Chuvas minimas j& provocam muitos alagamentos e/ou
encharcamento dos ramais a serem percorridos que, na maioria das vezes, sdo de dificil acesso.

Outro fator importante é a experiéncia dos colaboradores no relato do avistamento das
pacas. A rotina local da caca de pacas para subsisténcia é sempre levada em consideracéo, além
da sincronia de agenda dos nossos colaboradores locais, para que participem do nosso estudo
em termos de apoio logistico. Para isso, conhecendo a biologia da paca e a rotina dos
agroextrativistas na caca da paca para subsisténcia, nosso planejamento anual sempre esteve
voltado para os meses de abril a junho, porém ja conseguimos realizar coletas nos meses de
agosto e setembro. Fora desse periodo, de outubro a marco, as chuvas tornam esse tipo de
trabalho praticamente inviavel, em termos de deslocamento local. Isso ndo quer dizer que dentro
dos periodos das expedicOes ja planejadas, deixamos de ter intercorréncias.

Desde o0 ano de 2011, o LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz-RJ realiza expedi¢cdes anuais ao
Acre para coleta desse tipo de material bioldgico, dentre outras atividades relacionadas a ENP.
Além disso o LRNH conta com colaboradores no estado, que disponibilizam estrutura béasica
para deslocamento local, coleta, recebimento, processamento inicial e envio do material
bioldgico para o laboratdrio no Rio de Janeiro.

Vinte e oito amostras de figado de pacas foram obtidas para busca por lesbes
macroscopicas compativeis com Echinococcus sp. A quantidade de amostras, apresentando
lesGes ou ndo, e suas respectivas regides de coleta estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Localidade, quantitativo e analise macroscépica dos figados de pacas oriundas

do Acre, Brasil

) Figados com lesdes Figados sem lesGes Total
Localidade
(n=16) (n=12) (n=28)
Xapuri 13 10 23
Sena Madureira 03 02 05

Em cada moradia visitada, apos a explica¢do dos objetivos e da importancia do trabalho,
foi solicitado que, quando ocorresse 0 abate de pacas para consumo proprio, os figados néo
fossem descartados, como de costume. Apo6s obtermos informacdes da existéncia de visceras
de pacas disponiveis, houve deslocamento de nossa equipe até o local para contato com a

populacéo local (Figura 10) e recolhimento do material. Como os abates aconteciam no periodo
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da noite ou madrugada, essas coletas eram realizadas t&o logo o contato dos moradores e as
amostras eram processadas em laboratorios de campo (Figura 11).

Figura 10 — Imagem representativa da interacdo da equipe com moradores e colaboradores de
Xapuri, Acre

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).

Figura 11 — Imagem de local utilizado como laboratério de campo em Xapuri, Acre

Fonte: Laboratdrio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ).
Nota: registro da residéncia local ainda ndo adaptada as condic¢Ges do laborat6rio de campo.
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2.1.3 Andlises dos figados (macroscépica) e dos liquidos extraidos (microscopicas)

O processamento de algumas amostras de figados foi realizado no laboratério do
Instituto Federal do Acre (IFAC) do municipio de Xapuri (Figura 12). J& a manipulacdo de
outros figados foi realizada nas reservas florestais, proximo ao horario do abate das pacas
mediante a rotina de subsisténcia familiar. Nesses locais, organizamos uma area restrita e
isolada em domicilios vazios cedidos ou peridomicilios das moradias (Figura 13) que nos
recebiam, para que o processamento dos figados fosse feito afastados da rotina domiciliar.

Algumas residéncias possuiam energia elétrica temporaria a base de motor a 6leo diesel,
0 que nos possibilitou utilizar o microscépio de campo para andlise do liquido extraido dos
cistos encontrados (Figura 13). Em contrapartida, outras moradias ndo possuiam a mesma
estrutura, 0 que impossibilitou essa analise no momento das extracdes, sendo essas analises
realizadas somente no LRNH-IOC/Fiocruz. Da mesma forma, no processamento realizado no
IFAC, conseguimos analisar os liquidos dos cistos hepaticos em microscépio, logo apos a
extragao.

Os figados foram lavados com solucdo fisioldgica (0,9%) e analisados
macroscopicamente a fim de identificar areas com possiveis cistos hidaticos. Os figados que
apresentaram lesdes compativeis com a infeccdo por E. vogeli (perfil de lesdes em alto-relevo
caracterizadas por serem esféricas, semelhantes a bolhas translicidas), foram submetidos a
extracdo do contetdo interno das lesdes com auxilio de seringa de 1mL para possivel
visualizacao de ganchos rostelares e/ou protoescoleces do parasito. Uma parte desse contetdo
foi colocada entre lIamina e laminula para analise em microscopio de campo claro a fim de
visualizarmos formas evolutivas de Echinococcus sp. O restante do liquido extraido foi

armazenado em etanol 70%.
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Figura 12 — Registro do manejo laboratorial das amostras no Instituto Federal do Acre (IFAC)

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Legenda: (A) inspecdo macroscopica dos figados de pacas; e (B) figados para inspe¢do e registro fotogréafico.
Nota: Laboratério de Biologia do IFAC, Campus Xapuri, Acre.

Figura 13 — Imagens representativas de laboratérios de campo desenvolvidos no Acre

Fonte: Laboratdrio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ).
Legenda: (A) rotina noturna de inspe¢do macroscépica dos figados de pacas recebidos em Sena Madureira, Acre;
e (B) materiais iluminados a base de luz de lanterna em Xapuri, Acre.
Nota: Laboratérios de campo em regides florestais de dificil acesso no Acre.
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2.1.4 Processamento dos cistos para extracdo de DNA

Todos os cistos hepéaticos foram removidos (Figura 14) e armazenados em tubos
plasticos (156mL) com etanol 70% na proporcao 3:1. As amostras foram enviadas via transporte
aéreo para 0 LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz. O DNA total de cada cisto foi extraido utilizando o
QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as instrugfes do fabricante.

Figura 14 — Imagens representativas de cistos (ou camadas) de Echinococcus sp. coletados

) > /o ‘
Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Nota: cistos (ou camadas cisticas) de Echinococcus sp. removidos com ou sem tecidos hepéticos circundados.

2.1.5 Caracterizacdo molecular e agrupamento de isolados de E. vogeli

2.1.5.1 Extracdo de DNA e Polymerase Chain Reaction (PCR)

Os liquidos hidaticos e as camadas dos cistos de E. vogeli foram submetidos a extragdo
do DNA total com 0 QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).

2.1.5.2 Gene da subunidade I do citocromo ¢ oxidase (cox1)

Uma regido parcial (~450pb) do gene mitocondrial codificador da subunidade | do
citocromo ¢ oxidase (cox1) foi utilizada para analise molecular de E. vogeli, utilizando os
iniciadores direto 5-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3> (CO1f) e reverso 5'-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3' (CO1r) descritos por Bowles et al. (1992). As
reacOes foram realizadas em um volume de 50 pL contendo 30-100 ng de DNA molde, 10 mM
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de dNTP, 10 pmol de cada primer, 1,5 mM MgClz, 1 U da Tag DNA polimerase (Invitrogen,
EUA) e tampdo de PCR 1X sem MgCl: (Invitrogen, EUA) (Sanchez et al., 2010).

2.1.5.3 Gene do antigeno P-29

Também foi utilizada uma regido parcial (~222 pb) do gene nuclear codificador do
antigeno P-29, utilizando as condicdes da PCR e o0s iniciadores direto 5'-
CATTGCATCTAAAGTCGTGG-3’ (P-29f) e reverso 5'-ACATCAGAAGCTTCCGTCAG-3'
(P-29r) descritos por Santos et al. (1992). As amplificacfes foram realizadas em um volume
de 50 pL contendo 30-100 ng de DNA molde, 10 mM de dNTP, 10 pmol de cada primer, 1,5
mM MgCl,, 1 U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA), e tampéo de PCR 1X sem MgCl,
(Invitrogen, EUA).

As condigdes da PCR para ambos os genes foram as mesmas adotadas por Santos et al.
(2012), sendo elas: desnaturagdo a 94°C por 90 segundo; seguida de 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e uma etapa final de extensdo de 7
minutos a 72°C foi realizada antes do término da PCR.

Os produtos da PCR foram analisados apos eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE 1X e coloragdo com GelRed. Os sinais de amplificacdo das amostras positivas
para cox1 estavam de acordo com a visualizacdo dos amplicons na regido entre 400 e 500 pb
(450 pb), assim como para P-29, onde a visualizacdo dos amplicons se localizou na regido de
200 pb. Os amplicons foram purificados com o kit illustra™GFX™ PCR DNA (GE Healthcare)
e sequenciados utilizando os mesmos iniciadores da PCR e o kit comercial ABI PrimTM Big
Die Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems).

2.1.5.4 Sequenciamento de DNA

As sequéncias foram obtidas no sequenciador automatico Analisador de DNA ABI
3730, da subunidade RPTO1A de Sequenciamento Automatico — IOC/RJ da Rede de
Plataformas Tecnoldgicas Fiocruz. As sequéncias senso e antisenso obtidas de cada fragmento
amplificado foram comparadas para a producdo de uma sequéncia consenso com 0 programa
SeqMan e editadas com o programa EditSeq (DNASTAR Inc.). As sequéncias resultantes foram
comparadas (ferramenta BLAST-NCBI) com as sequéncias relacionadas ao E. vogeli

depositadas na base de dados do GenBank-NCBI.
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2.1.5.5 Anélises filogenéticas

As analises filogenéticas das sequéncias de E. vogeli foram desenvolvidas apds
alinhamento, andalise da composi¢do nucleotidica e o calculo das médias das distancias intra e
interespecificas entre as sequéncias com a utilizagdo do algoritmo ClustalW (Thompson, 1994)
do software MEGA X v11.0.8 (Tamura et al., 2021, p. 3022). As arvores foram construidas
com a utilizacdo do algoritmo de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) e as distancias
calculadas utilizando a estimativa de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). Para cada
construcdo, a veracidade de cada ramo foi conferida por anélise de bootstrap (500 repeticGes).
Para a construgdo da arvore baseada nas sequéncias de coxl, foram utilizadas as seguintes
sequéncias disponiveis no GenBank: MK791154 a MK791184, AB208546, KX527916,
NCO009462, KX257618 e JX315616 (E. vogeli); E. oligarthra (NC009461); NC009460 (E.
shiquicus); AB777904 e KX527915 (E. granulosus s. s. G1); NC020374 (E. equinus);
NC011122 (E. ortleppi); AB688142 (E. canadensis G6); KX685895 (E. canadensis G7);
AB777910 (E. canadensis G8); AB777914 (E. canadensis G10); NC021144 (E. felidis); e
KY205689 (E. multilocularis).

J& para a arvore filogenética baseada nas sequéncias de P-29, foram utilizadas as
seguintes sequéncias do GenBank: KF528664 (E. granulosus s.s. G1); KF528665 (E. equinus),
KF528666 (E. ortleppi); KF528667 (E. canadensis G6); KF528668 (E. canadensis G7); E.
canadensis G10 (KF528669); e KF528673 (E. multilocularis).

2.1.5.6 Diversidade molecular

Os indices de diversidade molecular do nimero de sitios de segregacéo, 0 nimero e a
diversidade de haplotipos, bem como a diversidade de nucleotideos (w) foram calculados com
o software Dna SP v. 5 (Librado e Rozas, 2009) e o software Network v. 10.2 (Fluxus
Technology Ltd. 2021) foi utilizado para a construgdo do fluxograma median-joining das

relacOes entre os haplotipos.
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2.2. Inquérito parasitologico

2.2.1 Aspectos éticos I

Este estudo foi realizado mediante as avaliacdes éticas do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos - CEP Fiocruz/1OC, estando de acordo com o estabelecido nas licengas
emitidas pelo comité no referido periodo de trabalho sendo a mais vigente, sob tutela do
Certificado de Apresentacio de Apreciagdo Etica (CAAE) 38091514.6.0000.5248 (Anexo C).
O consentimento informado por escrito foi obtido de todos os participantes adultos e pais ou
tutores legais de menores, mediante leitura e assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

2.2.2 Areas de estudo Il

Esta investigacdo foi desenvolvida entre os anos de 2017 e 2019 nos municipios de
Xapuri e Sena Madureira. As amostras de fezes foram provenientes de moradores da Reserva
Extrativista Chico Mendes em Xapuri (Seringal Boa Vista, 10°18°57.88°’S 68°43°19.83” O) e
da Reserva Extrativista Cazumba-lracema em Sena Madureira (Comunidade do Cuidado,
9°09'12"S 69°02'01"W e Comunidade do Cazumb@, 9°07'47"S 68°57'08"W) (Figura 15).
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Figura 15 — Mapa do Brasil mostrando o estado do Acre evidenciando os locais da realizagao
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Legenda: (A) mapa do Brasil evidenciando o estado do Acre; (B) mapa do Acre evidenciando a capital Rio Branco
e 0s municipios do estudo, Sena Madureira e Xapuri; (C) mapa do Acre evidenciando as areas de estudo:
reservas extrativistas Cazumba-Iracema e Chico Mendes localizadas nos municipios de Sena Madureira

e Xapuri, respectivamente.
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O Seringal Boa Vista esta localizado na Reserva Extrativista Chico Mendes (RESEX
Chico Mendes) nos municipios de Rio Branco e Xapuri. Existem cerca de 43 colocagdes, na
qual residem aproximadamente 215 pessoas. Predominam no Seringal Boa Vista a Floresta
Aberta com Bambu e a Floresta Aberta com Palmeiras (Sousa, 2012).

O acesso a RESEX Chico Mendes pode ser realizado por via terrestre pela Rodovia
BR317, exceto no periodo chuvoso, quando 0 acesso se restringe somente até o extremo sudeste
de Brasiléia. Essa rodovia, praticamente, contorna a area da reserva. Por via fluvial, é possivel
entrar na Reserva pelo Rio Xapuri e afluentes, exceto no periodo de seca, quando praticamente,
ndo é possivel a navegacdo devido ao baixo nivel de dgua (Sousa, 2012).

O acesso ao Seringal Boa Vista pelo periodo da seca (maio a dezembro) é realizado pelo
ramal denominado Samauma e no periodo da chuva pelo igarapé Espalha. No entanto, no
periodo de inverno os moradores realizam caminhadas de até oito horas de viagem para chegar
a cidade de Xapuri. Essa comunidade vive basicamente do extrativismo da castanha, borracha
e agricultura de subsisténcia (arroz, feijao e milho) (Sousa, 2012).

A Reserva Extrativista do Cazumba-Iracema (RESEX do Cazumba-Iracema) localiza-
se na bacia do rio Purus, no municipio de Sena Madureira. E uma Unidade de Conservacio
Federal com uma area de 750.794,70 ha, entre as coordenadas 09°01°—10°12°S e 68°50°—
70°11°W. A area da reserva ¢ dividida em 10 Nucleos de Base, de acordo com a distribuicao
das familias, ao longo dos rios e igarapés. Ha 364 familias na reserva, com média de quatro
membros por familia, que se distribuem em unidades produtivas denominadas colocacdes ou
comunidades (areas florestais de 300 a 500 ha localizadas dentro dos Nucleos de Base).

A cidade mais proxima da Reserva é Sena Madureira, acessada a partir de Rio Branco,
pela BR 364. O acesso a Reserva, a partir de Sena, da-se pelo rio Caeté, em média 8 horas de
barco para o nucleo da reserva, ja em seu interior, ha diversos igarapés que dao acesso as
moradias mais dispersas, como o Santo Anténio, Canamary, Esperai e Maloca. No verdo
amazonico (junho a setembro), os rios e igarapés possuem a navegabilidade muito reduzida ou
interrompida e as principais vias de acesso sd@o por meio do ramal 16 e o ramal 34, que liga a
BR-364 as comunidades da reserva. A distancia de Sena Madureira para o nucleo da reserva é

de aproximadamente duas horas de carro.



48

2.2.3 Coleta e processamento das amostras de fezes humanas

As amostras de fezes do estudo foram coletadas nos laboratérios de campo, apos
recrutamento dos individuos. Esses laboratorios foram montados nas Escolas Herminio Pessoa
e Escola José Siqueira, em Sena Madureira. No caso de Xapuri, as amostras foram obtidas sob
coleta domiciliar. Apds explicacdo dos objetivos do estudo aos moradores, foi coletada uma
unica amostra de fezes em recipiente plastico estéril de 50mL vazio. Cada amostra de fezes teve
uma parte fixada em formalina a 10% o mais rapido possivel. As amostras frescas de fezes
foram examinadas pela técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972), utilizando o Helm Test®
comercial (BioManguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), seguindo as especificacfes do
fabricante, para a busca por ovos de helmintos (Figura 16A). As amostras de fezes fixadas
foram examinadas microscopicamente para a busca por ovos e larvas de helmintos e cistos de
protozoarios, utilizando os métodos sedimentacdo espontanea (Hoffmann et al., 1934) (Figura
16B) e centrifugo-sedimentacdo (Blagg et al., 1955). No LRNH-LHPV/Fiocruz-RJ, cada
sedimento fecal foi analisado entre 1dmina e laminula em microscépio éptico Eclipse E-200
(Nikon, Japao) equipado com uma camera digital Nikon DS-Fil (Nikon, China) e as imagens

foram processadas com o software NIS-Elements AR 3.0 (Nikon, EUA).
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Figura 16 — Imagens do trabalho de campo nas expedicGes ao Acre entre 2017 e 2019 com
relacdo a execucdo dos exames parasitoldgicos de fezes

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Legenda: (A) Leitura de laminas (Método Kato-Katz) — 2017; (B) Método sedimentacao espontanea — 2019.
Nota: Laboratérios de campo em: (A) Laboratério de Biologia do IFAC, Campus Xapuri, Acre; (B) Galpédo
adaptado em Sena Madureira, Acre.
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Além da coleta de fezes, foi aplicado a cada participante do estudo um questionario
estruturado (Figura 17) no contexto da ENP, contendo também perguntas sobre dados

demogréaficos. Sao elas:

- Local de nascimento;

- Sexo;

- Idade;

- Escolaridade;

- Renda familiar;

- Estado civil;

- NUmero de filhos

- Presenca de cées na residéncia;

- Atividade de caca para subsisténcia;
- Habitos alimentares com carne de animais silvestres;
- Condicdes de saneamento basico;

- Fonte de agua para ingestao.
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Figura 17 — Imagens representativas do trabalho de campo no Acre entre 2017 e 2019 com
com a aplicacdo de TCLE e questionarios

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-10C/Fiocruz-RJ).

Legenda: (A) Aplicacdo de TCLE e questionario epidemioldgico em visitagdes no municipio de Xapuri, Acre —
2018; (B e C) Aplicagdo de TCLE e questionario epidemioldgico em visitagdes no municipio de Sena
Madureira, Acre - 2019; (D) Aplicacéo de TCLE e questionario epidemiolégico e em base de trabalho
do municipio de Sena Madureira, Acre - 2019.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Capitulo |

Artigo aceito para publicagdo em 22/06/2021 na Revista do Instituto de Medicina Tropical de
S&o Paulo (Anexo D)

Este segundo capitulo refere-se ao inquérito parasitologico realizado em moradores de reservas

florestais do Acre. Este resultado refere-se ao objetivo especifico nimero 4.

Spurious infection by Calodium hepaticum (Bancroft, 1983) Moravec, 1982 and intestinal

parasites in forest reserve dwellers from Acre State, Brazil.

Fernanda Bittencourt de Oliveiral?, Tuan Pedro Dias Correia?, Leandro Batista das Neves?,
Paulo Eduardo Ferlini Teixeira®, Junior da Costa Moreira*, Leandro Siqueira de Souza®, Renata
Heisler Neves!, Fernanda Barbosa de Almeida?, Rosangela Rodrigues e Silva?, José Roberto

Machado e Silval.
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Imunologia e Parasitologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Centro Biomédico,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rua Professor Manoel de Abreu 444/5° andar,
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Spurious infection by Calodium hepaticum (Bancroft, 1983) Moravec, 1982 and intestinal

parasites in forest reserve dwellers from Acre State, Brazil.
ABSTRACT

The prevalence of infections by soil-transmitted helminths (STHs) and intestinal protozoa is
considered an indicator of the social vulnerability of a country, besides providing inferences
about the habits, customs and quality of life of a given population. Intestinal parasites mostly
affect poor rural communities with limited access to clean water and adequate sanitation. This
study reports the results of a parasitological survey in 2017 and 2019 among forest reserve
dwellers from two municipalities (Xapuri and Sena Madureira) in Acre State. Data on their
socio-demographic characteristics were also obtained. Fresh stool samples were examined by
the Kato-Katz technique, while samples fixed in 10% formalin were processed by the
spontaneous sedimentation and centrifugal sedimentation techniques. Statistical analyses were
performed using GraphPad Instat. The overall STH prevalence was 44.9%. Hookworm
prevalence (19.2%) was higher than that of Ascaris lumbricoides (2.5%) and Trichuris trichiura
(0.7%), an unexpected finding for the Brazilian Amazon. This is the first report of spurious
infection by Calodium hepaticum among forest reserve dwellers, likely present because they
consume undercooked liver of lowland pacas. Additionally, this is the first report of Blastocystis
sp. in Acre.

KEYWORDS

Intestinal parasites, spurious infection, Calodium hepaticum, forest reserve, Acre, Brazil.
INTRODUCTION

Calodium hepaticum (Bancroft, 1983) Moravec, 1982, (syn. Capillaria hepatica) is a
zoonotic nematode present in a wide range of mammal hosts (rodents, lagomorphs, canids,
ruminants, non-human primates and humans), as well as birds and fish, but rodents are the main
hosts!. The parasite has a direct life cycle (monoxenous). Upon ingestion of embryonated eggs
by natural hosts, L1 larvae hatch in the cecum, penetrate the intestinal wall and migrate to the

liver migration, where they develop into mature worms. Within the hepatic tissue, fertilized
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adult females release non-embryonated eggs and die?. An obvious question is how C. hepaticum
propagates in the life cycle. Evidence suggests two main mechanisms: disintegrated carcasses
of dead hosts allow non-embryonated eggs to reach the external environment; and through a
predator—prey relationship, non-embryonated eggs are excreted with host feces into the
environment. Under favorable conditions (oxygen, moisture and temperature), the L1 larva
develops within the egg to an infective stage to sustain its life cycle®.

Humans acquire infection by two mechanisms: by ingesting embryonated eggs from
contaminated environments, whereby humans develop a rare and often fatal liver disease, also
reported as true infection?, and by eating raw or undercooked livers from wild hosts, where eggs
pass along the gastrointestinal tract and are expelled in fecal material (spurious infection)*®. To
date, 138 cases of spurious infection have been reported in the literature’. Out of them, 93
occurred in Brazil (Table 1), suggesting that C. hepaticum is a foodborne parasite in this

country.

Table 1 — Calodium hepaticum spurious infection according to the number of cases, state and

year reported in Brazil

Authors (year) N State

Coimbra Jr. and Mello (1981)3 02 Rondénia

Santos, Coimbra Jr. and Ott (1985)? 01 Rondénia

Santos et al. (1995)'° 03 Mato Grosso do Sul

Machado, Santos and Costa-Cruz (2008)'"" 02 Minas Gerais

Carvalho-Costa et al. (2009)* 01 Amazonas
Palhano-Silva et al. (2009)"2 27 Rondénia
Camargo et al. (2010)"3 02 Rondénia
Soares et al. (2011)? 41 Mato Grosso
Gongalves et al. (2012)8 09 Amazonas
Klisiowicz et al. (2014)" 05 Parana

Nota: esta tabela estd denominada como “Table 17 devido a manutengédo das informagdes da versao final do artigo
na Revista, porém, esta sendo referenciada na lista de tabelas como Tabela 2.

In Acre State, forest reserve dwellers hunt game as a major subsistence strategy for
protein consumption. The prey include red brocket deer (Mazama americana Erxleben, 1777),
white-lipped peccary (Tayassu pecari Link, 1795) and lowland or spotted paca (Cuniculus paca
Linnaeus, 1766)™. It is well-recognized that these animals are natural hosts of C. hepaticum in
Brazilian biomes®**. Previously, we reported finding C. hepaticum eggs in liver tissue from a

free-ranging paca trapped in the Bujari permanent preservation area in Acre'®. However, it



55

remains to be determined if people eating undercooked or raw livers are subject to spurious
infection in the state.

Soil-transmitted helminth (STH) infections are considered indicators of the social
vulnerability of a country, besides providing information about habits, customs, and quality of
life of a given population. STHs and pathogenic intestinal protozoa mostly affect poor rural
communities with limited access to clean water and adequate sanitation’’. In this
epidemiological scenario, school-aged children and adolescents are especially vulnerable to
STH infections, causing significant physical, nutritional and cognitive impairment®’. Forest
dwellers typically practice open defecation on the ground near their homes and have no access
to clean water. These conditions give rise to their exposure to intestinal parasites (STHs and
protozoa) acquired via the fecal-oral route or skin penetration.

Here we report a parasitological survey among forest reserve dwellers from two
municipalities (Xapuri and Sena Madureira) in Acre State. In addition, the socio-demographic
characteristics of participating households were evaluated. Our findings, for the first time,
provide evidence of spurious infection by C. hepaticum in forest reserve dwellers in Acre. The

occurrence of intestinal protozoa and STHs is also discussed.

MATERIAL AND METHODS

Ethics approval and consent to participate

The study was approved by the Oswaldo Cruz Foundation’s Research Ethics Committee
(CAAE, no. 38091514.6.0000.5248). Written informed consent was obtained from all adult

participants and parents or legal guardians of minors.

Study area and population

For the past 15 years, we have carried out a research program designed to investigate
human and animal polycystic echinococcosis in municipalities located in Acre (AC). This state
(09°03’S; 68°39°W) is located in western Brazil, bordering the countries Peru (west) and
Bolivia (south), the state of Amazonas (north) and the state of Ronddnia (east).

The survey reported here was performed in 2017 and 2019 in rural communities located
within two extractive reserves (RESEX): Seringal Boa Vista (10°18°57.88°’S; 68°43°19.83”W)
in the Chico Mendes Extractive Reserve, and Cuidado (9°09'12"S 69°02'01"W), in the
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Cazumba-Iracema Extractive Reserve. These communities are located in the municipalities of
Xapuri and Sena Madureira, respectively. Xapuri and Sena Madureira are situated 188 km and
145 km from the state capital, Rio Branco.

The residents of extractive reserves live in the Amazon rainforest. Similar to other rural
counties located in Acre®° Xapuri and Sena Madureira have poor environmental indicators.
The dwellings are exclusively wooden, lacking appropriate sanitation. Residents practice open
defecation on the ground near their homes. In addition, residents have no access to clean water,
which is supplied directly from a well, called “vertente”, located a few meters from their

houses®®.

Study participants and laboratory procedures

During home visits in Seringal Boa Vista and Cuidado, after explaining the aims of the
study to residents, a single stool sample was obtained in an empty plastic container provided
for this purpose. Upon receipt, each fecal sample was fixed with 10% formalin as soon as
possible. Stool samples were examined microscopically for the presence of eggs, larvae and
protozoan cysts, using spontaneous sedimentation?® and centrifugal sedimentation?'. Fresh
unpreserved stool samples were examined by the Kato-Katz thick-smear technique??, using the
commercial Helm Test® (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil), according to the
manufacturer's specifications. Each stool sample was used to prepare a microscope slide and
examined with an Eclipse E-200 optical microscope (Nikon, Japan) equipped with a Nikon DS-
Fil digital camera (Nikon, China) and processed with the NIS-Elements AR 3.0 image analysis
software (Nikon, USA).

A structured questionnaire was administered in person to collect data from participants,
with questions regarding demographics (place of birth, gender, age, educational status, monthly
household income), social and family aspects (marital status, number of children, dog
ownership, hunting activity, meat eating habits, household sanitation conditions and source of

drinking water).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Instat (GraphPad Inc. Verséo 3.01,

USA). Associations between the positivity of each parasite and the variables age, gender,
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monoparasitism and polyparasitism were investigated using Fisher's exact test. Statistical
significance was set at P < 0.05. P value < 0.01 was considered highly significant.

RESULTS

As shown in Table 2, there was rough equality between the sexes (males 53.3% and
females 46.7%). The prevalence of monoparasitism (71.77%) compared to polyparasitism
(28.23%) was extremely significant (P<0.0001), while no significant difference according to
gender was found (P=0.2751). When considering parasites transmitted via the fecal-oral route,
Endolimax nana (13%) showed the highest positivity rate. The prevalence of Blastocystis sp.
was 6.9% (19/276), with greater positivity in adults, but no statistical difference was found
when compared to children (P=0.4270). The prevalence of G. duodenalis cysts was only 1.1%
(3/276).

Calodium hepaticum eggs were found in three of 276 (1.1%) stool samples (Table 2).
Eggs were characteristically thick-shelled, oval-shaped, and non-protruding with bipolar plugs,
yellowish-brown in color with striated shells (Figure 1). The size was 64.0 £ 2.9 um (length)
and 37.5 + 1.8 um (width).

Table 2 — Prevalence of intestinal parasites according to age groups and gender in forest reserve
dwellers from Acre State, Brazil

Age group (years) Gender

1-5 6-14 15-55 >55 Male Female Total (%)
N (%) 24 (8.7) 54 (196) 176 (63.8) 22(79) 147(53.3) 129(46.7) 276 (100.0)

Neg 18 (75.0) 31(57.4) 90(51.1) 13(59.0) 76(51.7) 76(58.9) 152 (55.1)
Pos 6(25.0) 23(426) 86(489) 9(M41.0) 71(48.3) B3(41.1) 124 (44.9)

En 1(42) 8(148) 26(148) 1(45) 18(122) 18(14.0) 36(13.0)
Ec 2(83) 4(74) 22(125) 2(91) 13(8.8) 17(13.2)  30(10.9)
Ib 1(42) 2@3.7) 15(85) 2(9.1) 9 (6.1) 11(8,5)  20(72)
Blast 2(8.3) 2(3.7) 14(8.0) 1(45) 9 (6.1) 10(7.8) 19(6.9)
Gd 0(0.0) 2(3.7) 1(06)  0(0.0) 2(1.4) 1(0.8) 3(1.1)
Hook  2(83) 5(9.3) 40(22.7) 6(27.3) 40(27.2) 13(10.1) 53(19.2)
Al 0(0.0) 2(37) 4(23) 1(@45) 5 (3.4) 2 (1.6) 7 (2.5)
Ch 0(0.0) 0(.0) 3(1.7) 0(0.0) 1(0.7) 2 (1.6) 3(1.1)
Ss 0(0.0) 0(.0) 2(1.1) 0(0.0) 2(1.4) 0 (0.0) 2(0.7)
Tt 0(0.0) 0(.0) 2(11)  0(0.0) 1(0.7) 1(0.8) 2(0.7)

Legend: Neg = negative samples; Pos = positive samples; En = Endolimax nana; Ec = Entamoeba coli; b =
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lodamoeba butschlii; Blast = Blastocystis sp.; Gd = Giardia duodenalis; Hook = hookworm; Al = Ascaris
lumbricoides; Ch = Calodium hepaticum; Ss = Strongyloides stercoralis; Tt = Trichuris trichiura.
Nota: esta tabela estd denominada como “Table 2 devido a manutengéo das informagdes da versdo final do artigo
na Revista, porém, esta sendo referenciada na lista de tabelas como Tabela 4.

Figure 1 — Eggs of Calodium hepaticum in fecal sediment obtained through the centrifugation—

sedimentation method??

Nota: esta figura estd denominada como “Figura 17 devido a manutengdo das informagdes da versdo final do artigo
na Revista, porém, esta sendo referenciada na lista de figuras como Figura 18.

The most common STH was hookworm (53/276, 19.2%). The age distribution showed
low prevalence in children aged 1-14 years, an increase in the 15-55 year age group (40/276,
22.7%, P=0.0096), and reduction (6/276, 3.4%) in the oldest age group (>55 years).

As shown in Table 2, A. lumbricoides (7/276, 2.5%), T. trichiura (2/276, 0.7%) and S.
stercoralis (2/276, 0.7%) were the least frequent STHs observed.

DISCUSSION

Consistent with previous studies in the Western Amazon®>%2"2° our parasitological
findings revealed that the studied population is exposed to intestinal parasites (protozoa and
STHSs). This is not surprising given that forest reserve dwellers have no sanitary facilities and
practice open defecation near their homes and have no access to clean water. Polyparasitism

was observed less than monoparasitism. Similar findings were reported in other communities
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in Acre, including Assis Brasil and Acrelandia!®!®, as well as riverside settlements in the
Southern Pantanal (Midwest macro region)?3.

When considering protozoa transmitted via the fecal-oral route, E. nana showed higher
positive rate, in accordance with previous studies®®. On the other hand, only three stool
samples (1.1%) contained G. duodenalis cysts, in contrast to the high prevalence (19.6%)
among residents from Acrelandia municipality (Acre)!®. Given that G. duodenalis excretion can
be sporadic in fecal samples, it can be missed if only one sample is examined. In order to
overcome this limitation, examination of multiple fecal samples has been proposed, which
reduces the number of false-negative results®®. However, this can cause logistical problems for
sample collection during fieldwork in rural communities with difficult access, such as Seringal
Boa Vista (Xapuri municipality) and Cuidado (Sena Madureira municipality).

Blastocystis sp. is one of the most common enteric protists, reported in both humans and
a wide range of animals of several taxa worldwide®'®2, However, information regarding its
distribution in the Brazilian Amazon is limited. There is substantial heterogeneity between data
from Brazilian indigenous populations, ranging from 57.8% in Oriximina (Para State)*® to
20.0% in Confresa (Mato Grosso State)®4. In Amazonas State, individuals living in rural areas
such as Santa Isabel do Rio Negro show higher prevalence (10.2%)% compared to that (0.7%)
of urban residents in the Amazonas capital, Manaus?’. To the best of our knowledge, this is the
first report of Blastocystis sp. in Acre. Forest dwellers have three risk factors for acquiring
Blastocystis sp. infection. First, they live in poor social and environmental conditions that
facilitate the transmission of parasites via the fecal-oral route!®. Second, Blastocystis sp. is
capable of infecting a broad host range, including pets, synanthropic and wild animals®2. Local
residents have close contact with all these animals. Third, they feed on game meat, a known
method of Blastocystis sp. transmission®*.

Out of 138 cases of spurious infection reported in the literature’, 93 were in Brazil,
suggesting that C. hepaticum can be categorized as a foodborne parasite in the country. We
found that C. hepaticum eggs were released by a 45-year-old woman from Xapuri and a 27-
year-old woman and her 12-year-old son from Sena Madureira, all of them riverine residents
(Caeté River). We next investigated a possible source of infection. Wild game meat is a major
protein source of forest-dwelling populations®. During hunting activity, men stay in the forest
for 1-2 days, where larger animals, such as red brocket deer (Mazama americana Erxleben,
1777), lowland tapir (Tapirus terrestris Linnaeus, 1758) and collared peccary (Pecari tajacu L,
1758) are eviscerated on the spot, while smaller animals are eviscerated only after returning

home.
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This eating behavior can pose a threat to the human population. Previous studies have
reported that individuals develop C. hepaticum spurious infection by consuming raw or
undercooked livers from wild hosts both in Amazonian and Southern Brazilian communities*
61314 "In the present study, all the families reported eating white-lipped peccary, capybara
(Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766) and lowland paca. Although C. hepaticum infects
white-lipped peccary in the Brazilian Amazon®513, this finding has never been reported in Acre.
Although capybaras can serves as hosts of Capillaria hydrochoeri Travassos, 1916, adult
worms are gastrointestinal parasites and eggs released with host feces show distinct
morphometric traits in comparison with C. hepaticum®. Although C. hepaticum eggs show
morphometric differences according to different microenvironments (liver from different hosts
or feces)*>424 we confirmed this species identification based on the morphological and
morphometric determination of 100 eggs>’. In Acre, it seems more likely that people get
infected by eating paca meat, which is prized for its flavor?®. Moreover, a traditional local recipe
is prepared from undercooked livers, suggesting that this cultural dietary habit can be the source
of C. hepaticum infection of local residents. This result is consistent with our previous
publication, which for the first time revealed C. hepaticum in liver tissue of a paca trapped in
the municipality of Bujari (Acre)®®.

Over the last decade, few studies have identified the prevalence of STHs in Brazil’s
North region. In this study, the most common STH was hookworm, confirming previous
findings in Acrelandia®. Regarding their distribution according to age and gender, children
aged 1-14 years showed lower prevalence than participants aged 15-55 years (40/276, 22.7%,
P=0.0096). Given that hookworms are skin-invading nematodes, it is likely that children are
predisposed to hookworm infection due to barefoot behavior®®. Our results for the 15-55 age
group showed that males had a roughly three-fold higher risk (27.2%) than females (10.1%,
P=0.0013) for hookworm infection. It is likely that men are more exposed to hookworm
infection due to the traditional labor division, where they have agricultural, cattle raising and
hunting activities, while women play mainly domestic roles®’. Obviously, barefoot behavior
cannot be excluded among women.

Studies from various municipalities in Amazonas State have demonstrated high
prevalence rates of A. lumbricoides and T. trichiura®?®. As shown in Table 2, both STHs
showed low prevalence: 2.5% of A. lumbricoides and 0.7% of T. trichiura. This finding is
similar to data from Acrelandia®. On the hand, a recent nationwide population-based sample

of school-aged children (7-17 years) showed higher prevalence (19.14%) of A. lumbricoides
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than other geohelminths®. Moreover, this went against the expectation that A. lumbricoides is
the most prevalent STH in Acre %,

There is little consensus about the prevalence rates of S. stercoralis in Latin America®.
In the Brazilian Amazon, it ranges between 5.6% (Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas
State)*® and 2.6% (Acrelandia)®. In our survey, only 2 of 276 stool samples (0.7%) were
positive for S. stercoralis. It is likely that both the spontaneous sedimentation and centrifugal
sedimentation techniques are insensitive for detecting S. stercoralis in stool samples. There is
also intermittent and scanty excretion of larvae in stool specimens*. In order to overcome these
limitations in fieldwork, the use of more appropriate methods, such as Baermann-Moraes and

examination of consecutive samples, has been suggested 344,
Limitations and Perspectives

Our study had limitations. As previously noted, both G. duodenalis and S. stercoralis
show day-to-day variability in excretion of cysts and larvae, which could have influenced our
results. Examination of multiple fecal samples with or without preservative solution could
overcome this limitation. However, this procedure has drawbacks in remote rural communities.
For instance, many places lack rural electrification or even fuel-powered electric generators,
preventing employment of refrigerators for preserving fecal samples. Moreover, many people
live in dwellings located along unpaved roads within the forest, making travel to laboratories
for parasitological examination difficult. Indeed, road access can be completely blocked during
the rainy season (December to May). It is clear that further research will be necessary to gain
insight into the possible role of humans, animals or both in G. duodenalis and Blastocystis sp.

transmission in Acre.
CONCLUSION

Our findings, for the first time, provide evidence that C. hepaticum is a spurious parasite
in Acre. The forest reserve dwellers surveyed probably become infected by consuming
undercooked liver of pacas. Their precarious sanitary conditions likely explain the finding of
soil-transmitted helminths and intestinal protozoa. Hookworm eggs were the most common
finding in the stool samples. Finally, the presence of Blastocystis sp. in Acre is reported here
for the first time.
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3.1.1 Visitas domiciliares e orientacdo

Foram realizadas visitas domiciliares para entrega dos resultados e reforgo na orientacéo
dos participantes sobre as formas de transmissdo e prevencdo das enteroparasitoses. Essa
orientacdo também incluiu professores da educacédo basica que residem e trabalham na floresta
para que eles auxiliem a populagdo na prevencdo de helmintoses, uma vez que eles séo
propagadores de informagéo local. As orientagdes foram realizadas por meio da convocagéo
dos profissionais na sede da Secretaria Municipal de Educacéo de Xapuri, no Instituto Federal
do Acre e na Secretaria Municipal de Educacdo de Sena Madureira (Figura 19).

Os individuos com resultados negativos foram informados quanto a estes resultados. Ja
0s participantes que tiveram exames positivos, receberam assisténcia médica. Conforme
acordado com a gestdo publica local, os medicamentos foram doados pela Secretaria de Saude

do Municipio de Sena Madureira.
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Figura 19 — Imagens representativas do trabalho de campo nas expedic¢des ao Acre entre 2017
e 2019 com relacédo ao desenvolvimento de palestras com profissionais da educagéo

sobre a prevencéo da equinococose e de outras helmintoses

Fonte: Laboratdrio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ).

Legenda: (A e B) capacitagdo com professores e pedagogos de escolas rurais do Municipio de Xapuri, Acre — 2017
e 2018, respectivamente; (C) palestra aberta a comunidade escolar do Instituto Federal do Acre -
Municipio de Xapuri, Acre - 2018; (D) capacitacdo com professores e pedagogos de escolas rurais da
Secretaria Municipal de Sena Madureira, Acre — 2019.

3.2 Capitulo 11

Esta segunda parte refere-se aos resultados e discussdo atrelados aos objetivos
especificos de caracterizacdo molecular e analises filogenéticas realizadas em isolados de E.
vogeli oriundos de pacas de reservas florestais do Estado do Acre. Sendo assim:

As populagdes residentes em reservas florestais do Estado do Acre praticam a caga para
subsisténcia (Souza et al., 2021) e, nessa regido, o animal terrestre de maior preferéncia é a paca
(Valsecchi et al., 2014). Tais informag6es corroboram com nossos dados, uma vez que, além
de os moradores se alimentarem da carne desse roedor, ainda ofertam suas visceras para cées
domeésticos (Meneghelli et al., 1990).

Das 28 amostras analisadas, 16 amostras que apresentaram lesdes. Destas, 13 eram

provenientes de Xapuri-AC e 03 de Sena Madureira-AC, todas com um mesmo perfil de lesdes
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caracterizadas por serem esféricas, semelhantes a bolhas translicidas, compativeis com
infeccdo por Echinococcus sp. (Figura 20). As demais amostras ndo apresentaram alteragdes
macroscopicas. Lesdes semelhantes foram observadas em 2018, quando Bittencourt-Oliveira et
al. relataram as mesmas caracteristicas para um figado de paca com E. vogeli proveniente do
Estado do Mato Grosso do Sul.

Figura 20 — Imagens de figados de pacas do Acre com cistos de Echinococcus sp.
F

Fitavs 2 xAPR: 'bniﬁ": :

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Legenda: Figados de paca com cistos (setas) compativeis com infec¢do por Echinococcus sp.

Das 16 amostras positivas incluidas no estudo, 04 ndo apresentaram formas evolutivas
de Echinococcus sp. no liquido extraido dos cistos. Esta caracteristica ja foi observada por
D’Alessandro e Rausch (2008) que, ao analisarem cistos de Echinococcus sp., se depararam
com metacestoides que ndo apresentavam formas evolutivas do parasito, importantes para o
diagndstico parasitoldgico no estudo em questdo. Apesar de ndo chegarem a uma conclusao
concreta sobre o ocorrido, 0s autores consideraram 0 metacestoide como uma possivel forma
atipica de E. granulosus. Ainda que ndo se tenha diagnosticado a espécie, a auséncia de formas
evolutivas do parasito no interior dos cistos, pode estar relacionada com a infertilidade destes
cistos, sendo, portanto, incapazes de viabilizar a infecgdo em hospedeiros definitivos (Vuitton
et al., 2020), perfil sugerido para essas 04 amostras do nosso estudo.

Todos os isolados de E. vogeli foram positivos na PCR para cox1 e P-29. As sequéncias
de nucleotideos obtidas para cox1 foram comparadas com outras sequéncias correspondentes
disponiveis no GenBank, através da ferramenta BLAST, e demonstraram cerca de 99% de
homologia com amostras de E. vogeli ja depositadas. Com relacdo as sequéncias de P-29, foi

observada uma homologia que variou de 95% a 97% com outras espécies do género
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Echinococcus, uma vez que ndo se encontram sequéncias de E. vogeli depositadas no GenBank
para 0 gene em quest&o.

S&o escassos 0s dados genéticos publicados sobre o E. vogeli e o presente estudo se une
aos dois Unicos trabalhos anteriores, também brasileiros, de Santos et al. (2012) e Daipert-
Garcia et al. (2019), com as raras informacdes sobre as estruturas genéticas populacionais deste
helminto. Nossos resultados se assemelham aos de ambos, sobretudo no que diz respeito a
demonstracdo da pouca migracdo do E. vogeli no Acre, ainda que a nossa estratégia de
amostragem tenha incluido uma area geografica mais restrita. Até essa nova constatacao da
presenca de haplétipos compartilhados entre diferentes populagdes, parece refletir mais uma
vez a ocorréncia da retengéo de polimorfismos ancestrais na dindmica populacional de E. vogeli
na Amazonia, ndo obstante a consciéncia para a necessidade de melhorias nas estratégias de
amostragem que possam, cada vez mais, contribuir para inferéncias nesse sentido. Novas
incursBes que possibilitem aumentar o quantitativo de amostras e a amplitude geografica de
coletas, atreladas aos desafios do encontro do E. vogeli em animais silvestres, levando em
consideracdo as dificuldades de acesso e condi¢des sanitarias adversas dos locais de coleta, sdo
necessarias para melhor compreensao do cenario populacional do helminto.

Os poucos estudos que avaliaram a variabilidade genética de E. vogeli, evidenciaram a
necessidade de uma amostragem mais intensiva, que poderia revelar uma estrutura genética
elou geografica mais profunda, uma vez que nenhuma diferenciacdo genética tem sido
encontrada entre isolados coletados de humanos e animais silvestres (Santos et al., 2012;
Daipert-Garcia et al., 2019), assim como ja reportado para E. granulosus (Lymbery, 2017). Essa
necessidade é reforcada, uma vez que a variabilidade genética intraespecifica se relaciona com
fatores como, especificidade de hospedeiro, tempo de desenvolvimento, dindmica da
transmissdo, sensibilidade a quimioterapia e capacidade de desenvolver doenca (Thompson,
2017).

Todas as novas sequéncias nucleotidicas cox1 geradas a partir deste estudo foram
submetidas ao GenBank-NCBI (Anexo E). Os alinhamentos das sequéncias cox1 e P-29 de E.
vogeli geradas com outras sequéncias de Echinococcus sp. disponiveis no GenBank estdo

disponibilizados para consulta nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21 — Alinhamento das sequéncias cox1 parciais de Echinococcus vogeli geradas com

outras sequéncias de Echinococcus sp. disponiveis no GenBank
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NiZ969818 E. vogeli X
NZ7969817 E vogeli X
V7969616 E. vogeli X
NZ969615 E. vogeli X
NZ9696814 E. vogeli X
2969613 E. vogeli X
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OK 157435 E. vogeli SM
7969825 E. vogeli SM
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V7969624 F vogeli X
NZ969623 E. vogeli X
NZ969622 E. vogeli X
NiZ969821 E. vogeli X
V2969820 E. vogeli X
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NZ969618 E. vogeli X
NZ969817 E. vogeli X
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17969825 E. vogeli SM

20TATGATTATAGGGGTTCCTACTGGTATAAAGGTGTTTACTTGGTTGTATAZ250

OK157437 E. vogeli X

NZ969624 E. vogeli X
2969823 E. vogeli X
12969822 E. vogeli X
V2969821 E. vogeli X
7969620 E. vogeli X
NZ969619 E. vogeli X
2969618 E. vogeli X
NiZ969817 E. vogeli X
NiZ969816 E. vogeli X
V7969615 E. vogeli X
NZ969614 E. vogeli X
7969613 E. vogeli X

OK157436 E. vogeli SM
OK157435 E. vogeli SM
7969825 E. vogeli SM

OK157437 E. vogeli X

N79696824 F vogeli X
V7969623 F vogeli X
NZ969622 E. vogeli X
NZ969621 E. vogeli X
NZ969620 E. vogeli X
2969619 E. vogeli X
NiZ969818 E. vogeli X
NZ969817 E. vogeli X
V2969816 E. vogeli X
NiZ969815 E. vogeli X
NZ969814 E. vogeli X
N7969813 E vogeli X

OK157436 E. vogeli SM
OK157435 E. vogeli SM
2969625 E. vogeli SM

I N N 250
2000 ) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] L 250
2000 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] e L 250
2000 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] L 250
P4 1 S O PO O O O O PO PO O O P O O P O S P PO O O P O P P O O O A P P 250
i N N 250
2000 ) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] L 250
2000 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] e L 250
2000 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] L 250
P4 1 S O PO O O O O PO PO O O P O O P O S P PO O O P O P P O O O A P P 250
i N N 250
I N N 250
2000 LG e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] L 250
200 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e ] L 250
2000 . L e e e e e e e e 250
SMGTTTCTTTTATAGTGTTGTTTACGTTTGGTGGTGTTACTGGTATAGTTTT 350
3010 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 350
3000 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 350
3010 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 350
.11 1 8 O O P PO O S O O S O O O O O P O O P P O O T PO S M P P S 350
I e 350
3010 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 350
3000 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 350
3010 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 350
.11 1 8 O O P PO O S O O S O O O O O P O O P P O O T PO S M P P S 350
NN e 350
3010 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 350
3000 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 350
3010 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 350
.11 1 8 O O P PO O S O O S O O O O O P O O P P O O T PO S M P P S 350
1V 2 N O O P PO O PO O O P S P O P P PO O P P P S P PR P O PO O P P P PR P S 350
21 TCGTTGTTGAATTCGAGTGT GAATAAGGGTGATCCGGTTTTATGGT GAGT G300
2900 | L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e ] e L 300
2900 | L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] e L 300
2910 | L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e ] e L 300
i SNEEEEEEEE E  . 300
2900 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e e L 300
2900 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e L 300
P+ 1S O PO O O P O O P P O P P O P O O P PO O O O P O O P O O O A P P 300
.+ S O PO O O P O O PO PO O P P O P O O P PO O O P P P P O P O P P P 300
S i e N 300
i N N 300
i e N N 300
2900 | L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e ] e L 300
2900 | L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e e ] e L 300
2910 | L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L e e e e e e e e e e e e ] e L 300
i N e 300

OK157437 E. vogeli X
OK157436 E. vogeli SM
OK157435 E. vogeli SM
MZ969825 E. vogeli SM
MZ969824 E. vogeli X
MZ969823 E. vogeli X
MZ969822 E. vogeli X
MZ969821 E. vogeli X
MZ969820 E. vogeli X
MZ969819 E. vogeli X
MZ969818 E. vogeli X
MZ969817 E. vogeli X
MZ969816 E. vogeli X
MZ968815 E. vogeli X
MZ966814 E. vogeli X
MZ968813 E. vogeli X

BIGTCTGCTTGTGTATTGGATAATGTTTTGCATGATACTTGGTTTGTGGTAGCT 402

35 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] 402
35 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] . 402
35 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] . 402
35 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] . 402
35 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] . 402
35 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
351 | e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ] - . 402
35 [ [ L L L L e e e e e e ] L . 402

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Nota: Todas as sequéncias cox1 do estudo estdo representadas por seu cédigo de submissdo no GenBank.
As sequéncias identificadas com “X” e “SM” sdo referentes aos municipios de Xapuri e Sena Madureira,
respectivamente.
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Figura 22 — Alinhamento das sequéncias P-29 parciais de Echinococcus vogeli geradas com
outras sequéncias de Echinococcus sp. disponiveis no GenBank

Szql 07X LENH E.vogeli O0GICATCTAAAGTCGTGGATG CTTTCCAGAAGAATAAGGAGAAGATTACTAC 30
Seq2 08X LENH E.vogeli 0. 30
82q3 20X LENH E vozsli 0 50
Seqt A17 LRNH E.vogeli 0. 30
82¢5 F17 LENH E vogsli 0|. 50
8296 G17 LRNH E.vogeli 0. 30
82q7 J17 LENH E vogzli 0. 30
8298 L17 LRNH E vog=li 0 50
S2q% M17 LRNHE. v 0 30
82q10 A18 LRNH E vogsli 0 50
Seqll B1% LRNH E vogeli 0 30
82q12 C1% LENH E vogali 0 30
82q13 G19 LENH E vogali 0. 50
S=ql4 A19-SM LENH E vogeli 0. 30
82q13 A19-X LENH E vozsli 0 30
Seql6 B15-SM LRNH E.vogeli 0. 30
82q17 01 ME SRNH E.vogali 0|. 50

n

82q1 07X LRNH E.vogsli TACCGACAAACTGGGTACT GCTCTCGAGCAGGTCGCTTCCCAATCAGAMAAILNO

82¢2 03X LENH E.vogsli 31 100
S2¢3 20 LRNH E.vogeli 51). 100
82¢4 A17LRNHE.vogsli 51, 100
8245 F17 LRINH E.vogali 31 100
Seqf G17 LRWH E.vogeli 51). 100
8247 J17 LENH E.vogsli 51). 100
823 L17LRNHE. i 31 100
S2¢% M17 LRNH E vogeli 51, 100
82910 A18 LENHE vogeli 51). 100
82¢11 B1% LENH E.vogsli 31 100
S2q12 C19% LENH E.vogeli 51, 100
S2q13 G1% LRNH E.vogeli 51). 100
S2ql4 A19-SM LENH E.vogsli 51). 100
S2q15 A19-X LRNH E.vogeli 51, 100
S2q16 B19-8M LRNH E.vogeli 51). 100
S2q17 01 M8 SRNH E vogsli 51). 100
S2ql 07X LENH E.vogsli WIAGGCAGCTCCCCAACTTTG TATGTACTCCTCTAGTTTAACAAGGACCCTT 130
82q2 08X LENH E.vogsli 101 150
82¢3 20X LENH E.vogeli 101 150
82¢4 A17LENH Evogeli 101 150
82¢5 F17 LRNH E.vogeli 101 150
Seqf G17 LRNH E.vogeli 101 150
S2q7 J17 LENH E vogeli 101 150
8298 L17 LRNH E.vogeli 101 150
S2q% M17 LRNH E.vogali 101 150
S2q10 A18 LENH E vogeli 101 150
S=2ql1 519 LRNH E.vogeli 101 150
82q12 C19 LENH E vozsli 101 150
82q13 G19 LRNH E vozsli 101 150
S2ql4 AIGSMIENHEwogsli 101 150
22q15 A1G- X IRNHE wogali 101 150
82q16 B19-8M LRNH E.vogeli 101 150
82q17 01 MS S8RNH E vogel 101 150




72

8eql 07X LRNH E vogeli BITTCATTTTTGCCTGTGCCC ATCCTTTTT- TATCGGTTTTAGCTAAAATGC 200
82q2 08X LENH E vogeli 5L, . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
8243 20X LRNH E vogeli 15 . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
8204 A17 LRNH E vogeli 15 . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
8245 F17 LRNH E.vogeli 151, . el e e e e e e e ] ] = e e e e ] 200
32q6 G17 LENH E vogeli 151 - 200
82q7 J17 LENH E.vogsli 151 - 200
82q8 L17 LENH E vogeli 151, . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
82q% M17 LRNH E.vogeli 151, . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
82q10 A18 LRNH E.vogsli 5L, . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
82q11 B19 LRNH E vogzli 15 . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
82q12 C19 LENH E vogzli 15 . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
32q13 G19 LENH E vogsli 151, . el e e e e e e e ] ] = e e e e ] 200
32914 A19SMIENHEwogeli 151 - 200
82915 A19-X LENH E vogsli 151 - 200
8eql6 BISSM LRNHEwogeli 151 . . . |0 . |0 . . |0 oo e e e = e e e e e ] 200
82q17 01 M8 SRNH E.vogsli 151, . e e e e e e e ] ] = e e e e e ] 200
82q1 07X LENH E vogeli 01T GACGGAAGCTTCTGATG 218
3292 08X LENH E vogeli 01 18
8eq3 20X LENH E vogeli 200(. | [ |- e e e e ] 13
Seq4 A17 LENH E vogeli b, . . [ e e e e ] - 13
8243 F17 LRNH E.vogzli 200|. | [ e e e e e ] 218
82q6 G17 LRNH E.vogali 1) O T R R A R e N A e N A T e T 218
32q7 J17 LENH E.vogeli 200|. | [ |- e e e e e ] 218
82q8 L17 LRNH E.vogeli 200|. | . |- e e e e ] 218
2290 M17 LRNH E.vogzli 200|. | . |- e e e e ] 218
32910 A18 LRNH E vogsli 200|. | f. | - - e e e e e e ) ] 218
32911 B19 LENH E vogsli 201 218
8e2q12 C1% LENH E.vogsli 200(. | [ |- e e e e ] 218
82q13 G1% LENH E.vogsli 200|. | . |- e e e e ] 218
S2q14 AISSMIRNHEwogeli 201 . . . . . . . . . . . . ... 218
82915 A19-X LENH E.vogsli 201 218
8eql6 BISSMLRNHEwogeli 201. . . . . . . . . . . . . ... 218
82q17 01 MS SRNH E.vogeli 200|. | . |- e e e e ] 218

Fonte: Laboratorio de Referéncia Nacional em Hidatidose (LRNH-1OC/Fiocruz-RJ).
Nota: Todas as sequéncias P-29 do estudo estdo representadas por LRNH E. vogeli variando entre “Seq 1-17”.
As sequéncias Seql3, Seql4 e Seql6 sdo referentes ao municipio de Sena Madureira e as demais, de Xapuri.

A arvore filogenética construida a partir das sequéncias de coxl corroborou a
identificacdo da espécie E. vogeli (Figura 23). Todas as sequéncias geradas no presente estudo
formaram um clado monofilético bem suportado com outras sequéncias de E. vogeli disponiveis
no Genbank (MK791154 a MK791185; KX527916; JX315616; AB20854; NC009462), exceto
com a KX257618, sequéncia proveniente do cerrado brasileiro, mais precisamente do

municipio de Corguinho, Mato Grosso do Sul (Bittencourt-Oliveira et al., 2018).



Figura 23 — Arvore filogenética gerada
através do algoritmo Neighbor-Joining
associado ao modelo de substitui¢éo de 2
parametros de Kimura baseada nas
sequéncias de 431 pb de coxl para
amostras de Echinococcus obtidas no
presente estudo e disponiveis no
Genbank

Nota: a barra de escala representa uma distancia
de 0,01 substituicbes por sitio. Somente
valores de bootstrap acima de 60 sdo
mostrados. As amostras de Xapuri-AC
(ndmeros de acesso: MZ969813 a
MZ969824; OK157437) estdo marcadas
com um circulo e as de Sena Madureira-AC
(ndmeros  de  acesso:  MZ969825;
OK157435 e OK157436), com um
tridngulo.
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— O 12969820
——— (O MZ969821
——— O 12969819
MK791157 E vageli
MK791158 E. vogeli
MK791159 E. vogeli
MK791184 E. vogeli
MK791160 E. vogeli
MK791172 E. vogeli
MK791173 E. vogeli
MK791176 E. vogeli
MK791156 E. vogeli
MK791155 E. vogeli
——— (O MZ969824
——> (O MZ969822
—— A MZ969825
MK791168 E. vogeli
——— () OK157437
—— A OK157435
MK791162 E. vogeli
MK791164 E. vogeli
MK791166 E. vogeli
MK791170 E. vogeli
MK791178 E vageli
MK791161 E. vogeli
St (O MZ969818
MK791163 E. vogeli
MK791165 E. vogeli
MK791169 E. vogeli
MK791177 E. vogeli
MK791175 E. vogeli
MK791167 E. vogeli
—— A OK157436
——— (O MZ969817
——-> (O MZ969816
MK791183 E. vogeli
MK791174 E. vogeli
—— () MZ969815
100 —— (O MZ969823

_|: MK791181 E. vogeli
65 MK791179 E. vogeli
{ MK791185 E. vogeli
63 MK791182 E. vogeli
MK791180 E vageli
——> (O MZ969814
——— KX527916 E. vageli
—— () MZ969813
JX315616 E. vogeli
MK791154 E. vogeli
MK791171 E. vogeli
{ AB208546 E. vogeli
% NC009462 E. vogeli
KX257618 E vogeli
NC020374 F equinus
NCO021144 E. felidis
AB777904 E. granulosus (G1)
0 KX685895 E. canadensis (G7)
7 KX527915 E. granulosus (G1)
NC009460 E. shiquicus
NC009461 E. oligarthrus
KY205689 E. multiloculanis
NCO11122 E. ortleppi
AB777910 E_canadensis (G8)

e ABB88142 E canadensis (G6)
97 ABT777914 E. canadensis (G10)
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Santos et al. (2012) relacionaram a distancia territorial das populagdes de E. vogeli
oriundas das Amazonia Oriental (leste) e Ocidental (oeste), como o possivel fator responsavel
pela diversidade genética encontrada entre elas. Levando em consideracdo que nossa area de
estudo se distancia cerca de 1700 a 1900 km do municipio de Corguinho em Mato Grosso do
Sul, local de origem da sequéncia KX257618, e que ela se trata de E. vogeli oriundo de outro
bioma, essa separacao € plausivel, dentro do contexto de informagdes genéticas intraespecificas
disponiveis para este helminto.

Apesar de Santos et al. (2012) e Daipert-Garcia et al. (2019) fundamentarem seus dados
genéticos de posse de um maior nimero e/ou de uma maior divergéncia populacional de E.
vogeli oriunda, inclusive, de diferentes hospedeiros e de localidades amazonicas distintas,
nossas amostras demonstraram similaridade genética com todas as sequéncias de E. vogeli
disponiveis no Genbank relacionadas a Amazoénia brasileira, sobretudo com as do préprio Acre
anteriormente depositadas: a de um cdo doméstico infectado do municipio de Sena Madureira
(acesso: KX527916) (Neves et al., 2017) e as de 32 humanos pds-cirurgia (acessos: MK791154
a MK791185) oriundos de diferentes municipios do Acre (Bujari, Capixaba, Cruzeiro do Sul,
Feijo6, Manoel Urbano, Rio Branco, Sena Madureira e Xapuri) (Daipert-Garcia et al., 2019).

Embora regides da Floresta Amazonica do Brasil sejam consideradas endémicas para a
ENP, poucos séo os estudos realizados envolvendo o helminto E. vogeli em seus hospedeiros
naturais, sejam definitivos ou intermediarios (Meneghelli et al., 1990; Santos et al., 2012;
Almeida et. al, 2013). No estado do Acre, incluindo as nossas regides de estudo, estdo presentes
os fatores epidemioldgicos que caracterizam a endemicidade da doenca, tais como: presenca do
cachorro vinagre (D’Alessandro e Rausch, 2008; Souza, 2021), cdes domésticos infectados
(Neves et al., 2017) e pacas infectadas (Meneghelli et al., 1990; Almeida et al., 2013;
Bittencourt-Oliveira, 2016), individuos com histérico de caca para subsisténcia (Souza et al.,
2021) e habito da alimentacdo de cdes domésticos com visceras cruas de pacas (Meneghelli et
al., 1986; Siqueira et al., 2007; Siqueira et al., 2013; Neves et al., 2017; Souza, 2021), além da
ocorréncia anterior de casos clinicos humanos confirmados de ENP (Daipert-Garcia et al., 2019;
Souza, 2021) e/ou individuos com sorologia positiva residentes em areas urbanas e rurais
(Pastore et al., 2003a,b; Pereira, 2014; Souza, 2021).
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A divergéncia molecular entre as sequéncias de E. vogeli variou entre zero e 0,55%,
sendo considerada baixa, como o esperado para comparacdes intraespecificas. Esses resultados
corroboram com os de Daipert-Garcia et al. (2019), embora tenham encontrado variacéo entre
zero e 0,80% para populacdes de E. vogeli, que abrangiam, inclusive, nossa area geografica. A
andlise revelou trés sitios de segregacgdo contendo quatro haplétipos, sendo um central (H1) e
dois (H1 e H2) compartilhados entre as duas localidades do estudo (Figura 24), evidenciando o
fluxo génico na regido provavelmente decorrente da proximidade entre elas. Nossos indices
totais de diversidade haplotipica (Hp) e diversidade nucleotidica (n) foram Hp=0,64167 e
71=0,00187 (Tabela 4), mais baixos que os obtidos nos estudos anteriores de Santos et al. (2012)
(Ho=N/A; 7=0,0044) ¢ Daipert-Garcia et al. (2019) (Hp=0,796; n=0,0037) para sequencias

cox1 de populagbes de E. vogeli.

Figura 24 — Rede de hapldtipos de parciménia para Echinococcus vogeli com base na anélise
de sequéncias cox1 (401 bp)

Xapuri
H 40

H_1 —'4&2@ ( ;
(v H30 |

Nota: A frequéncia de cada hapl6tipo é indicada pelo tamanho dos circulos e os eventos mutacionais sao indicados
por linhas transversais.

. Sena Madureira

Tabela 4 — Indices de diversidade molecular baseados no coxl para as amostras de
Echinococcus vogeli coletados em duas localidades do estado do Acre, Brasil

Localidade N S NH HD T Haplotipos
Sena Madureira 3 1 2 0,66667 0,00166 HI1, H2
Xapuri 13 3 4 0,67949  0,00204 HI, H2, H3, H4
L vogeli (total) 16 3 4 0,64167  0,64167

OK157437, OK157436*, OK157435*%, MZ969823, MZ969818,
MZ969817, MZ969814, MZ969813

MZ969825*, MZ969824, MZ969822, MZ969821, MZ969820,
MZ969819

Sequéncia H3 MZ969816

Sequéncia H4 MZ969815
Legenda: N: n° de sequéncias; S: n° de sitios de segregacdo; NH: n° de haplétipos; HD: diversidade haplotipica;
7: diversidade nucleotidica; *Sequéncias de amostras provenientes de Sena Madureira.

Sequéncias H1

Sequéncias H2
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As sequéncias parciais do gene P-29 geradas em todas as amostras do presente estudo
ndo apresentaram diferencgas nucleotidicas entre si, ndo havendo diversidade genética na regido
do gene analisada. A arvore filogenética construida a partir destas sequéncias de E. vogeli
(Figura 25) demonstrou um clado monofilético bem suportado entre elas, dados genéticos
escassos para este helminto, envolvendo este marcador, ndo disponibilizadas no GenBank, até
0 momento. Curiosamente, a sequéncia KF528664 de E. granulosus s.s. (G1) foi a espécie mais
préxima no nosso clado monofilético, embora ela tenha se comportado mais divergente
geneticamente das outras espécies do género que também compuseram a nossa arvore e a de
Boubaker et al. (2014). Nossos resultados estdo dentro do esperado no contexto de analises
intraespecificas de gene nucleares, uma vez que, ainda que ndo tivessem trabalhado com
espécies neotropicais, baseando-se nos sequenciamentos completos do gene P-29 das espécies
E. granulosus s.s. (G1), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E. canadensis (G6, G7 e G10) e E.
multilocularis, Boubaker e colaboradores (2014) observaram escasso polimorfismo
interespécies, predominantemente no E. granulosus s.s. (G1). Oportunamente, nosso estudo
também gerou a sequéncia nuclear para a amostra de E. vogeli (“Seql7-01.MS.SRNH-E.
vogeli”) outrora publicada apenas com o sequenciamento de parte do gene mitocondrial cox1
(KX257618), proveniente do cerrado (Bittencourt-Oliveira et al., 2018). Essa sequéncia nuclear
também foi incluida na anélise filogenética.

Echinococcus é um importante género de cestoides zoonéticos e, embora tenha sido
revisado varias vezes, seu status taxondmico ainda € complexo. Os resultados derivados do
DNA mitocondrial (mtDNA), a principal escolha para reconstrucdo filogenética do género,
levaram a inconsisténcias significativas nas classificaces anteriores das espécies com base nas
analises fenotipicas (Saarma et al., 2009). Como fizemos no nosso estudo, Saarma et al. (2009)
apontam que o0 mtDNA ndo deve ser usado como a Unica fonte de marcadores para inferir
relac@es filogenéticas dentro do género Echinococcus, uma vez que os objetivos ndo devem ser
restritos a uma reconstrucdo filogenética que reflita apenas linhagem materna, mas procurar

descrever a histdria evolutiva em nivel de espécie ou superior.
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Figura 25 — Arvore filogenética gerada através do algoritmo Neighbor-Joining associado ao
modelo de substituicdo de 2 parametros de Kimura baseada nas sequéncias de 219
pb de P-29 para amostras de Echinococcus obtidas no presente estudo e
disponiveis no Genbank

Seq1 07X LRNH E.vogeli
Seq2 08X LRNH E.vogeli
Seq3 20X LRNH E.vogeli
Seq4 A17 LRNH E.vogeli
Seq5 F17 LRNH E.vogeli
Seq6 G17 LRNH E.vogeli
Seq7 J17 LRNH E.vogeli

Seq8 L17 LRNH E.vogeli
Seq9 M17 LRNH E.vogeli
Seq10 A18 LRNH E.vogeli
Seq11 B19 LRNH E.vogeli
Seq12 C19 LRNH E.vogeli
Seq13 G19 LRNH E.vogeli
Seq14 A19-SM LRNH E.vogeli
Seq15 A19-X LRNH E.vogeli
Seq16 B19-SM LRNH E.vogeli
Seq17 01 MS SRNH E.vogeli

P OPpOO00000000000

KF528664 E. granulosus s. s. (G1)
KF528673 E. multifocularis

KF528665 E. equinus

a7 )
60 | KF528668 E. canadensis (G7)
68 KF528667 E. canadensis (G6)
87— KF528666 E. ortleppi

60— KF528669 E. canadensis (G10)

0.01

Nota: A barra de escala representa uma distancia de 0,01 substitui¢des por sitio. Somente valores de
bootstrap acima de 50 sdo mostrados. As amostras de Xapuri-AC estdo marcadas com um circulo
e as de Sena Madureira-AC, com um triangulo. A sequéncia gerada para amostra de Mato Grosso
do Sul incluida no estudo, estd marcada com losango.
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CONCLUSOES

- Este é apenas o terceiro estudo na literatura sobre a estrutura genética e a variabilidade das
populacdes de E. vogeli, analisando, sobretudo, o marcador nuclear P-29;

- As sequéncias P-29 sdo conservadas para espécie E. vogeli podendo ser utilizada como alvo
na identificacdo da espécie;

- Cox1 € um bom alvo para andlise de similaridade genética em sequéncias de E. vogeli;

- A presenca de geohelmintos e protozoarios intestinais relaciona-se com as precarias condi¢des

sanitarias dos habitantes de Sena Madureira e Xapuri.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Ministério da Salide
nj_ln FIDCRUZ
Fundaglo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Laboratdrio de Helmintos Parasitos de Vertebradios

TERMO DE CONSENTIMENT( LIVRE E ESCLARECIINY (TCLE)

Vood estd sendo convidado(a) como voluntirio{a) a participar da pesquisa “Caracterizacdo
molecular de 1solados de Echinococcus vogell e padromzacio de método imunodiagnostico para a
equinococose policistica baseado em antigenos recombinantes” sob responsabilidade da pesquisadora
Rosingela Rodrigues e Silva do Laboratdno de Referéneia Nacional em Hidatidose do Laboratorio de
Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz/BJ (LENH-LHPV-
[OC/Fiocruz).

Este estudo destina-se a melhorar o diagnostico da doenga Hidatidose ou Equinococose
policistica, também conhecida como “Doenga da paca”. Essa doenga € causada por um verme gue se
aloja principalmente no figado, provocando cistos de varios tamanhos, simulando neoplasias (clneer).
A nfecclio ¢ adgquinida provavelmente através do contato com as fezes de clies que por sua vez se
infectam apds comerem figados (“fatos” ou viscerns cruas) de pacas doentes. O diagnbstico humano
guase sempre sb pode ser realizado apds o figado estar muito “ruim”, aparentando “carogos na barriga”.

Caso vocé aceite participar dessa pesgquisa, receberd este documento TCLE, as explicagies
sobre a pesguisa ¢ serd submetdo ao procedimento de coleta de sangue a ser realizade por um
profissional habilitado da equipe. Um volume de até 15 mililitros de sangue serd obtido por pungiio da
veia do antebrago. Também serd convidado a entregar suas fezes para exame de “vermes” (helmintos)
intestinais apds receber previamente recipiente para armazenamento e transporte do matenal, além das
orientagies pata coleta. Vool também serd entrevistado, mediante a um gquestiondrio epidemiolbgico
para equinococose policistica, para o formecimento de informagbes sobre hibitos e costumes, seu
conhecimenio sobre a doenga, seu estado de sa0de geral, além de dados para o seu cadastro. Vocé
poderd ser solicitado pata nova coleta voluntiria dofs) material{is) em algum momento da pesquisa.

Os possivels nscos ou desconfortos relacionados & coleta de sangue, se ocorrerem, serfio os
relacienados ao local da pungio, como hematoma (rouxiddo no local), que pode levar até 3 dias sumir.
Com relaglio a coleta de fezes, sua integridade fisica e moral serh mantida, sem causar desconforto.

Se vocé for menor de dezoito anos, poderd consentir em participar da pesquisa, mas seu(s)
responsdveliis) legais devera(do) autorizar sua participaciio.

Vocé poderd saber mms sobre sob qualquer aspecto da pesquisa quando desejar, sendo hivre
para recusar sua participaglio, retirar seu consentimento e inferromper sua participagio a qualquer
momento. A sua reclsa em participar ndio id acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios,
além de também nfio acarretar em custos para vocd. A opglio por nfdio entregar as fezes para andlise ndio
invalidard sua participagdo.

O(s) pesquisador(es) ird{io) tratar sua identidade com os padrdes profissionais de sigilo e os
resultados pertinentes ao seu material serdio armazenados no laboratdno e enviados para vocd com
confidencialidade. Viocé nlio serd identificado{a) em nenhuma publicacio que possa ser resultado desse
estudo e o seu nome ou material niio serd divulgado ou liberado sem a sua prévia permissiio. Uma via
deste consentimento serd arquivada no LRNH-LHPVIOC/ Fiocruz € outra ficard com voce.

1/3
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O sangue efou sore e as feres serfo armazenados primeiramente sob a conduta de
Biorrepositdrio (depisito que se destina ac armazenamento do material pelo tempo de realizaclio da
pesguisa), cuja guarda ficard com a pesquisadora Dra Rosingela Rodrigues e Silva, na responsabilidade
mnstitucional do Instituto Oswaldo Cruz/Fioeruz. Caso haja necessidade, o tempo de armazenamento
poderd ser prolongado mediante justificativa e aprovagio do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) e o
seu material poderi ser fuuramente transferido para Biobanco institucional podendo assim ser
utilizado em outras pesquisas. Um sisterna seguro de identificagdio serd mantido, garantindo sigilo e
respeito @ confidencialidade e 4 recuperaciio dos meus dados, seja para fornecimento de informagbes
futuras de seu interesse ou para a obiengio de novo consentimento especifico para utilizagio em outra
pesquisa.

Vocé poderd escolher entre as opgbes abaixo condizentes com a participagio nesse estudo:

() Mecessito assinar um novo consentimento a cada pesquisa (a cada nova pesquisa o pesquisador
responsivel entrard em contato para adgunr novo termo de consentimento hvre e esclarecido);

i ) Dispenso a necessidade de assinar novo consentimento a cada pesquisa (seu material bioldgico
poderd ser utilizado para pesquisa futuras sem a necessidade de novo termo de consentimento livre e
esclarecido).

Caso seja necessirio, vocé pode entrar em contato com o Comité de Ftica em Pesquisa para
esclarecimentos ou informagdes quanto a eticidade desta pesquisa: Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos - CEP Fiocruz10OC - Instituto Oswaldo Cruz / Fundagiio Oswaldo Cruz - Avenida
Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansio) - Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 - Telefone:
(21) 3882-9011 - TelFax: (21) 25614815 - e-mail: cepfiocruziaioe. fiocruz br.

Informamos que o Comité de Etica & a instincia que tem por objetivo defender os interesses
dos participantes da pesquizsa em sua integndade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrdes éticos. Dessa forma, o comité tem o papel de avaliar e momtorar o
andamento do projeto, de modo que a pesquisa respeite os principios éticos de protegiio aos direitos
humanos, da dignidade, da autonomia, da ndio maleficéncia, da confidencialidade e da privacidade.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisadar

23

Comité de Etica na pesquisa e andamento do trabalho; pagina 2 de 3.
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DECLARACAO DO (A) PARTICIPANTE (A) OU DO SEU RESPONSAVEL:

Eu, .
fui informadoda) dos objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
dividas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas informaghes e reavaliar a minha decislio
de continuar participando se assim o desejar. Estou satisfeito(a) com as explicagbes e concordo em
ceder meus dados e material biolégico (sangue efou soro) para esta pesquisa. Fui alertado(a) de que
todos os dados desta pesquisa serfio confidenciais. Em caso de dividas poderei entrar em contato com
a pesquisadora Rosingela Rodngues e Silva nos telefones (21) 99626-3215 / (21) 2562-1505 / (21)
2362-14%5 e pelo e-mail: milvaigioe. fiocruzbr. Declaro, assinando abaixo (ou colocando a minha
digital) que recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e gue me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Mome [ Assinatura do panticipante ou digital)

Data: /[

Mome {Assinatura do responsdvel ou digital, no caso de participante menor de 18 anos).

Mome (Assinatura do pesquisador).

Nota: TCLE, pégina 3 de 3.
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APENDICE B — Questionario estruturado: Ficha epidemiolégica para “Hidatidose”

=

Labératonia de
Beferéncia Macianal
am Hidatidese

LARH-LHPY-I0C-Fioc ez

-
S—

]

Ficha Epidemioligica para Hidatidose Policistica

DADOS CADASTRAIS

Data: Mimero do paciente:
Nome: Sexo:( M F
Data de Mascimento: [/ Idade:

Mumcipio onde nasceu: UF:

Filiagio:

Profissdo ou atividade principal:

Escolaridade: ( )Nivel fundamental completo { )Nivel fundamental incompleto | WNivel médio
completo {  WNivel médio incompleto {  jGraduagdo ( )Sem escolandade
Renda: ()AL um salirio minimo [ )AL dois saliros minimos ( )Acima de dois salirio minimos

Enderego:

Telefone: Municipio: UF:
FZona:( ) Urbana{ ) Rural

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Possun clies na casa: () sim () ndo Quantos:

Pratica caga: { }sim ( )Jndo  Quanto tempo de duragio da caga?
Quiais animais sio cacados:

Qual o destino dado ds visceras da caga: { ) Oferece crua para os clies ( JCozinha para os clies
( ) Enterra{ ) Alimento para suinos. Outros:

Ja viu ou eonhece o Speathas veraticus (Cachorro vinagre! cachorro da mata): { )Sim( ) Nio
Possum tratamento de esgoto na residénca? ( )Sim () Nio

A dgua de consumo é tratada? ( )S5im{ ) Nio Como?
Omde sua familia faz suas necessidades fissoldgicas? (  JBanheiro (| WPrivada {  )Ao ar livre
Conhece a doenga chamada Hidatidose ou doenga da paca? { ) sim () nfio.

Fonte da informacho: () Palestras ( ) Radio{ ) Internet () outros meios de comunicagio

) gque vocé sabe sobre a Hidatidose?

DADOS CLINICOS E SINTOMAS

Ja fez exame para hidatidose (doenca da paca)?( ) sim () nfio. Qual?
Ja tomou remédio para hidatidose (doenga da paca)? () sim () ndo. Qual?
Ja fez cirurgia (operaclo) para hadatidose (doenca da paca)?({ ) sim () ndo
Tem sentido alguma dor: { ) sim( )ndo  Onde?
Ta teve algum verme? [ ) sim () ndo. Qual?
Tem caso de hidatidose (doenga da paca) na familia: { ) sim () ndo
Quem? Qual a idade?

Como a pessoa descobriu?

Foi tratado? ( )Sim ( )Nio. Como?




ANEXO A - Licenga permanente para coleta de material zooldgico SISBIO — IBAMA

Ministénio do Meio Ambiente - MkA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
I Sisbama de Autonzacio & Informacio em Biodiversidade - SISBIO

oA
Licenga permanente para coleta de material zoologico
Mimero: 13373-1 [ Data da Emiss&o: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Regisiro no |bama: G0&052 IN-nme: PALLD SERGIC D AMDREA CPF: 2 639, 198-52
Home da Instiluicho : FUNDAGAD OSWaALDD CRUZ CHPJ: 33.781.0550001-35

Obsarvagies, ressalvas e condicionantbes

a) poleia oo rarsporie e espholes que consiem nas sl oficisls de espedcies amoagadas de eoding o

b} maruiencdo de espdocimes de fauna sivesine em cativeiro;

2 | o) recebiments ou ervio de material biokgioo a0 eeiorn, &

o) realizaclo o pesouss &m unidade 08 coNSerE0Ss fairal o Sm SEEma.

A, resiriglo previsia ro fem d ndo se apica 35 maisgorias Resera Partioular do Pairimonio Matoral, Area de Relevante inleresse Epoldgion & Arsa de Proleqgo

Ambiertal consTluidas par T3 Eﬂillﬁﬂ

O thular de boenga ou auivizagho & os membios da sua eguipe deverlo optar por méfodos de coeta & insrumenics de capiura direcionados, sempre gue possivel,
a0 oo Eecrdmico de inbeesse, evilando a more ou dano SigNBcaiw & oulns grupos; & STEnegar eSInmo e coleta ou capiura que rdo comprometa a vabildade

e populacbes do Grupo BNonHmico de INEresse em oondpdo in siy
tdar da koenga permanenie deverd apreseriar, aruakmenie, reladro de alvicaies & S5 Sl por Mk 00 SE00 N Prazo o aif 30 das apos O anversar o

Emissin da Boenga permanenbe
thdar de aworizagio ou de koenga permanents, assim Como o membeos de sua equipe, quando da viokacio da legislacd vigenie, oo guando da inadecuac o
omissdo ou falsa desorigio de informagies relevanies que subsidiaram a expedigio do ato, podend, medanie decislo modvada, or a aulorizagdo ou koenga

3_ O pesouisador thular da loenga permanente, quando acompanhado, deverd regisinr a expediglo de ampo ro Sisbeo e informan o nome @ CPF dos membeos da s
ez Do dadas da e a0 constando no ovanie de e & @ eveniual apreseniacdo i soaliza

1 Esia llcenga permanenie rdo sdme o seu tidar da necessidade de cbier s anslrols previsas em oulncs instrumenios legals, bem como o oorsentimento do

|| responsdvel pela drea, pdblca ou privada, onde serd realizada 2 alividade

5 |ESialicanga pemmananie Al poderd sof LSizada para fins comerciais. indusiias, espantives oJ para real2agdo de dades | ao p de encamento

|| amiiental de [N

5 |ESta smonzacin exme o pesguisador iular da necessidade de alender a0 dsposio na Insrugdo Nomaika [bawa n® ZTE002, que regulamena o Sisiema

|| Hacional de Anihamento de Aves Sikesines.

T isador tRdar da b ] ke SETd risponSded aics 4os membros da egul uando for o caso)

z |© omde gesior de unidade de consenvagdo estatual, disarial ou municical poderd. @ despesiln da lenca permanenis & das aulorzacbes conoedidas pelo Bama,

|| estabelecer outras condliphes para o realizacio de pesquisa nessas unidades de corsenacio.

-]

10

1

Sl i Cid revogada Eaima & o material baoldgion oolslads il ros iermics da b Erasibsra am 8

E A licenga pemanente serd valida enquants durar o vinculky empregaticsn o6 pesquissder com a insuiukla clereilios a qual ek estava inoulads por coasilno aa
sk

Esle Sooumenao ndo dispersa a obienpdo de aulrizapde de S0eSso o0 Omponenis do parimdnio genéhcn ou 0 confecimenio radicional sssooiede nos [emos da

13 s

As alvidades contennplacas nesta autorizagdo NAD abrangem espécies brasileinas constanie de kstas ofdaks (de abrangéncia nackonal, estatual ou municipal) de

14 espioies ameagadas de exingao, scbresaploladas ou amescadas de sobrssxploiagdo.

Taxons aulorizados

Hiwil Eaanndmio Tawonis)

-
[T [oRDEW Fodenia, s phimciEhia
]

Destino do material bioldgico colatado

Wome local desting | Tipo Desting

=
1| Wiseu Mackral [UFEL [edecio

Esie documenio (Licenga permanenis para colels de material rool dgicn) i0i expedido com base na Instrugio Mormativa lbama n®1 5452007, | Alraves
do cidigo de aulsnlicagho abaixo, qualquer adadiio poderd verilicar a autenlicidade ou reguiaidade desie documenio, por meio da pagina do
IbamarSishio na intemed (www.ibama.gay brisishia).

Codigo de autenticagio: 91827146 ||II“||I||II|

[ Pagina 112 |

Nota: Licenga nimero 13373-1; pagina 1 de 2.
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Ministéno do Meio Ambiente - MAMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambients & dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
I Sistema de Autorizacdo e Informaglio em Biodiversidade - SISBIO

MM A
Licenga permanente para coleta de material zoologico
Mimero: 133731 [ Dats da Emiss&o: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Regisiro no lbama: G0&054 INDI'HE: PALLD SERGID D ANDREA CPF: 0626349, 198.92
HNome da Insliuico - FUNDAGAD OSWALDD CRUZ CMPJ: 33 781055000135

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biologico
De acordo com a Instrugdo Normaliva |bama n™154/2007. , a coleta impravisia de malarial bioldgico ou de substrato ndo
contamplado na autorizag3o ou na licenga permanente davera ser anolada na mesma, em campo especifico, por

ocasido da colela, devendo esla ser comunicada ao lbama por meio do relaldrio de atividades. O transporte do material
biolagico ou do substralo devera ser acompanhado da aulorizagdo ou da licenga permanante com a devida anotagdo.
0 material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser deslinado a inslituico cientifica, preferencialmenta
depositado em colegao biokigica cientifica registrada no Cadasiro Macional de Colegies Bioldgicas (CCEBIO).

Hived Témon® Cide. Amosia O, Diata

* Identificar o espécime no nivel axondmico mais especifico poashel.

Esle documenio (Licenga permanenie para coleta de material rooldgice) foi expedido com base na Instrugio Mormaliva lbama n®1 542007, | Aravés
do cidigo de aulenticagho abaino, qualguer cddadio poderd verificar a autenticidade ou rsguiandade desle documenio, por meio da pdgina do
IbamalSishio na intemet (www.ibama.gay. brisishia).

Codigo de autenticagdo: 91827146 ‘ll"l”l“l I‘

[ Pagina 212 |

Nota: Licenga nimero 13373-1; pagina 2 de 2.



Ministério do Melo Amblente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacio da Blodiversidade - ICMBlo

Icml 0 Sistema de Autorizago e Informacio em Blodiversidade - SISBIO

MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NGmero: 689851

Data da Emissdo: 21/006/2019 13:31:23 |

Data da Revalidacdo*: 21052020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualimente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversério de sua emissio.

Dados do titular

Nome: Rosiingels Rodrigues e Silva

CPF: 549.079.007-59

Nome da Instituiclo: Fundacio Oswaldo Cruz

CNPJ: 33.781.055/0001-35

Cronograma de atividades

# |Descrigio da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |Coleta, processamento e transporte de material biclogico de anmais sivestes 0472018 042022

Equipe

¥ |Nome Funcdo CPF Nacionalidade

1 |Leandro Balista das Neves Coleta, processamento & Fansporie de material 099.055.877-06 Beasileira
biolégico

2 |Femanda Bittencourt de Ofivera Colela, procassamento & ¥ansporie de malerial 124187 46704 Brasiera
biolégico

3 |F B de Almeida da Cunha Coleta, pr o e porie de malerial 074.763.677-07 Brasiera
biolégico

4 |Leandro Siqueira de Souza Coleta, processamento & fansporie de material 020.104.522.24 Brasiera
biolégico

5 |Tuan Pedro Dias Correia Coleta, processamento & ¥ansporie de material 156.808.997-01 Brasiera
biolégico

6 |Marcio Neves Béa Colela, pr o e porie de matesial 505.281.737-15 Beasileira
biolégico

Este documento foi expedido com base na instugio Normafive nA°® 032014, Afravés do codigo de sufenticagdo abaixo, quakquer
gulaniak deste o fo, por meio das pdgina do SisbioICMBio na Internet

cidadio poderd venficar a asufenficidsde ou

(www.icmbio.gov. be/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 0689850120190521

Nota: Licenga nimero 68985-1; pagina 1 de 4.
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Minlstério do Melo Amblente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacio da Blodiversidade - IiCMEBlo

; Sistema de Autorizagio e Informacio em Blodiversidade - 5ISBIO
ICMBic

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

MNidmero: 680851 I D:ata da Emissdo: 210872019 13:31:23 Data da Revalidagio®: 21052020

D acordo oom o arl. 28 da IN 032014, esta sutorizagdo tem prazo de validade equivalénte 80 previsto no cronograma de atividades

do projets, mas deverd ser revalidads ancalments mediants & apresentadso do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sizbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversirio de sua emissio.

Dadeos do titular

Hame: Resingela Rodhigues & Silva CPF: 540.079.007-59

Mame da Inslituigia: Fundagio Oswalda Cruz CHPJ: 33.781.0550001-35

Observagdes e ressalvas

1 & ril aumrd o o da chisr oulras o | de PORET ou mordor quando g aieciedes forem reslicecs
w e e domini pevdo ou denbo St kil e unacdede de comssrvecio edersl ouD procEEeS dE egulsstecic Undins snconie-se em oo 1) de comunidede ndigens
anwohecs, o o Geglc olcial, geando . fzewm o e indiganas N do Cormmiha du Dafess Meckonsl, qundo o athvicecde Su pescums
foremn e b raconal '] da sulordeds moarsiima, guends s sbyidedes de peegutm fonen T g ] da
Departamants Meconasl da Procucic kbl qusnda a W dw i o ek de enpcrTan Base; V| de digilc gamlor da
unidade de cormmereecic sxbedusl, daibbial ou municzel, dente outnm.

2 Em i de jpcegetisn am UNIDADE DE GOy LA, o [FITTREE Sarvati " da unkiade @ fim de COMFIRMAR AS DATAS S

- rara daa ooleies @ de o de inkeeciruture de oscede.

FRR D T ——— o T T T T ——— T

[ e s s wn pocend ducain ara - o ey e pak

ICMESes, noa. leemics <m legralecis beasdary a1 g

Eslw docurmanio somenie poderd s ubilesso pars os fes preasios ne inviuclo Mormaebye 1CKEG n* V2014 ou ne |Inskrogies Mormetrea ICVESs = 102010, no gue sspeciics vt
Austorreciic, nio posendn ser ublueds para fros o 0 muterml baologpos ookrbecn dusnrd ser ollsreds pare alndeses sl froas oo Sdiboes o

ambdn te gmans st

4 | A strecedes ce cerpe sasrocs por pessos netorsl oo undics asboangera . em loge o bk neconsl sue a [E—— T T L T —————
oradar tastr ElEIS. MRS SCOgOE § M peces riege e g oulore nabes 8 ool popu s Stesbe @ cenccss obisdoa or IMesT oW IRCUTEDS & MCoCHE ol 38
dasbram ao asiudo, & diuslo ou b prsgune, estio apele o da du Cilincinn T

a 2 WUl de brencs su Erorescsls 4 o8 Tembroe de soe epupe Seveio opler por meiodos de ookt @ dw caplura SEITETY gul pons el o grups
Imedereos SE rlEease avisnsn @ mors o dene Sorkceivn B oules grupos . @ erpesger avkeeos Su cobels ou caplues sue nilo " e &0 gupn
Iondimeco S nlessass @ condiciio n sty

T Exim WAL warme o [T de v eguipe S8 dw obler o prarvmlas Fi g, bem como @0
onsaniimerin do eeporivel pels dees, pibios ou privecs, onde seni naioece B ethidede, ncuae do Gegiio gesiorn du leme ndigens (FUNAILL, de unkdede de cormeres o
watecual, duiial oy o PEEEET Tw TIAEES SN e SEi dea ITrE de STecEds Sn i el TR du

funciiins enconine-m en cumss.

(=™ nila do da um dupde scbre scasn & & D exienie no laridne neconal, na pletsicone contnentsl o
na gona ™ s gursics. pars bro e sl Vg

i informtes arm weew. mima.gow briogen

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

101

Desericio do lacal Municipio-UF Bioma Caverna? | Tipo

Reserva Extratvista do CaFumbdelracema AC Amaddnia Mo Dentro de LG Faderal

Este documentt foi expedide com base na instugde Narmaiva nd® 030014, Arevds do codige de sulenticaplo abaivs, gualgusr
cideclio poderd verifices & sulenficidede cu regularidede dests documents, por e de pegiva do SEbaICMBio na Indermel
v izmmibis, gav belsishis)

Cédigo de autenticacio: 0EE9850120180521 Pagina 2/4

Nota: Licenga nimero 68985-1; pagina 2 de 4.



Ministério do Melo Amblente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacho da Biodiversidade - ICMEBio

Icmio Sistema de Autorizagdo e Informacio em Blodiversidade - SISBIO
HMHA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Mibmero: BEEE-1 I D:ata da Ernissio: 21082019 13:31:23 I Data da Revalidagioe*: 21082020

D acordo com o art. 28 da IN 032014, esta sutorizacso term prazo de validade squivalente ao previsto no cronsgrama de stividades
do projeto, mas deverd ser revalidads anualmente mediante a apresentacio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sigbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversirio de sua emissio.

Dados do titular

Mome: Resingela Rodrigues e Silva CPF. 548.073.007-59

Home da Instituicda: Fundagio Oeswalda Cruz CHPJ: 33.781.0550001-35

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Otde.

1 | Observacio & gravagio de imagem ou som de Hwon em Camivara .
UC fedaral

2 | Col=tafransporte de amasiras biolégicas in =ity Camivara .

3 | Col=tafiransporte de amasiras biolégicas in =ity Aves .

4 | Observacio & gravacho de imagem ou som de Exon em Aves .
UC federal

5 |Observacio & gravacho de imagem ou som de Bxon em Fodentia .
UC federal

8 |Coletafiransporte de amasiras biolégicas in =ity Fodentia .

7 | Observacio & gravagio de imagem ou som de Bxon em Henarthra .
UC federal

8 |Colelafransporte de amosiras biologicas in situ Henarthra .

Materiais & Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais

1 | Amosiras biologicas {Aves) Animal encontrado mario ou partes (carcaca)osso/pels, Fezes
2 |Amosiras biologicas {Carnfvaros) Animal encontrado mario ou partes (carcaga)osso/pels, Fezes
3 | Amasiras bicldgicas (Outros mamiferas) Animal encontrado maro ou partes (carcacallosso/pele, Fezes
4 | Amosiras biologicas {Menarthra) Animal encontrado mario ou partes (carcaca)osso/psls, Fezes
5 | Meélodo de caplura‘ooleta |[Aves) Armadilha falografics

Destino do material biolégico coletado

¥ |Mome local desting Tipo desting

1 | Fundacho Oswaldo Cruz Labaraideio

Esfe documenio foi sxpedido com hase na instuglo Mormative nd® 032074 Afravds do codigo de sufenficaco abaivs, gqualguer
cidadfo poderd werificer a sufenficidade ou regulardade deste documento, por m&D da pagina do SishinlCMBio na  Indernel
(e icmbia. pov. heisishing)

Cédigo de autenticacio: 0689850120190521 Pagina 304

Nota: Licenga nimero 68985-1; pagina 3 de 4.
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Ministério do Melo Amblente - MM

Institute Chico Mendes de Conservacio da Blodiversidade - IEMEio

lcmiu Sistema de Autorizagdo e Informacio em Blodiversidade - SISBIO
HMMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Mibmeno: 859851 I Drata da Emissdo: 21082019 13:31:23 I Data da Revalidacdo®: 21052020

De acorde com o art. 28 da IN 03/2014, esta sutorizagsoe term prare de validade equivalents a0 previsto no crenograma de stividades
do projets, mas deverd ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sishio no praro de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Mame: Reshngela Rodhigues & Silva CPF: 540.079.007-59

Mome da Inslituiclo: Fundacio Dswaldo Cruz CMPJ: 33.781.0550001-35

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

e acordo com 8 INSTUCED MNoMmaliva nP03/2014. & coleta Imprevisia Oe matenal DoIOGICo 0U de SUDSITELD NAn coMtemplaon

na sulorizagBo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasifo da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meso do relatdrio de atividades. O transporte do material béokdgico ou do
substrato deverd ser acompanhado ¢a autorizaglo ou da licenga permanents com a devida anotagio. O matenial bicldgico
coletado de forma imprevista, deverd ser destinado & instiuicio cientifica e, depositado, preferencialmente, em coleglo
beodigica clentifica registrada no Cadastro Necional de Colectes Biokdgicas (CCEIO).

Taxon* Ceda. Tipo da Amostra Ol Data

* IdenSificar o espécime do nivel xordmico possivel.

Esfe documenio fof expedido com base na nshucko Mormative nd® 032074 Alrevds do codigo de sufenficacSo abaiva, gqualguer
cidadio poderd vevificar & sufenficidade su regulsnidade desle docwmentd, por msio g8 phgina do SishiaCMBo nd  Indarmed
v icmhio. pov. belsishis)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo molecular de isolados de Echinococcus vogeli e padronizagio e
validagéo de mélodo imunodiagndstico para a equinococose policislica humana
baseado em antigenos recombinantes.

Pesquisador: Rosangela Rodrigues e Silva

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 38091514.6.0000.5248

Instituicdo Proponente: FUNMDACAD OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: Fundagao Oswaldo Cruz
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 3.827.431

Apresentacio do Projeto:

Projeto ariginal aprovado palo CEP I0CIFiocruz sob ndmearo BS2.040, datado de 30 de novembro de 2014.A
pasquisadora solicila emeanda ao projeto para oblengio de amosiras de fezes das populagbes do estudo,
concomilantemente com o periodo da condula de novas colelas de sangue @ oblengdo de soros,

procadimantos ja aprovados pela CEP-10C.

Como descrito no conteddo cientifico do préprio projelo aprovado, & importante levar em consideragdo o
parfil parasiiclogico das populagies das quais os soms asldo sendo ulilizados para padronizagao de método
de imunodiagnaslico, pois essa malhor caracterizagdo dos perfis halmintolégicos dos individuos (elou das
populagdes-alvo) @ de suma importancia no momeanlo da avaliagdo dos parametros de sensibilidade e
principalmenie de especificidade dos lestes am desenvolvimenlo. Nesse sentido, a pesquisadora anvia nova
emenda ao CEP para que acrescentar o objelivo da oblengio lambém das fezes dos participantas,
esclarecendo que fizeram pequenas modificacies e as deslacamos no conteddo do projeto delalhado (mais
pracisamente no resuma, introdugdo, objetivos secundarios, critérios de exclusao, riscos, insergdo dessa
alapa no cronograma, releréncias @ madificagdo do TCLE), as quais ndo descaraclerizam as ideias iniciais,

& objelivo principal a esséncia do projeto propriamente dila. A pesquisadora reitera que levaram am

Endersgo:  Av. Brasi 4036, sala 705 (Campus Expansio])

Bairra: Manguinhas CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: R0 DE JANEIRD
Telefone: (2138820011 Fan:  (212561-4815 E-mall: cepliocniziicc. bocnuz.br
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consideragdo os novos riscos aos voluntarios da pesquisa associados a inclusdo desla coleta e do novo tipo
de material bioldgico oblido, deixando clare aos participantes & livre participagdo com um ou dois lipos de
material biolégico (sangue/soro e fezes), onde a ndo contribuicio com o fornecimento de um deles, nio

invalidara sua parlicipacdo na pesquisa. Ndo houve mudanga na equipe e na ficha epidemicldgica.

DObjetivo da Pesquisa:

Hip-atese:

1-E possivel identificar variages intraespecificas na espécie alravés da caraclerizacdo molecular de
isolados de E. vogeli 7

2-0s antigenos recombinantes AgB8/1 & AgB&/2 sfo eficientes para ulilizacdo em ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para o diagndstico da equinococose palicistica?

Objetivo Primario:

Caracterizagio molecular de isolados de Echinococcus vogeli provanientes de cislos excisados
cirurgicamenie & confirmados por lesle padrdo ouro e padronizagdo e avaliagdo de ensaio imunoenzimalico
baseado em antigenos recombinanias de E. granulosus para detecgSo de anlicorpos contra E. vogali em

soros de pacientes humanos com equinococcose policistica.

Objetivo Secundéario:

1. Organizacdo de banco da isolados de E. vogali.

2. Padronizagio de mélodos de extracio de acidos nucléicos e amplificacdo de marcadores genélicos.

3. Realizagdo de genolipagem, incluindo PCR e sequenciamento dos fragmentos da regido mitocondrial que
codifica o gene citocromo C oxidase subunidade 1 (COX1).

4_Analise in silico dos resullados da genotipagem.

5.Organizacio de banco de soros de referéncia em equinococose policistica para estudos imunolégicos.

6. Padronizacdo e validagdo de ensaio imunoenzimatico (ELISA) com antigenocs recombinantes de
E.granulosus como reagentes paraimunodiagndstico da equinococose policistica.

7. RealizagSo de exame parasiloldgico de fezes com o emprego dos métodos Kalo-Katz (Kalz et al., 1972) e
sedimeantacio espontanea (Hoffmann atal., 1934);

B. Avaliagdo do potencial diagndstico dos antigenos recombinantes para a eguinococose policistica

Endarsgo:  Av. Brasil 4066, sala 705 (Campus Expansdo)

Bairra:  Manguinbos CEP: 21.040-380
UF: R Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: (2135820011 Fax: (2125614815 E-mail: cepliocnuz@ioc. focruz br
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humana a partir do teste sistematico frente a umpainel amplo de soros de pacientes com equinococose
policistica, com outras parasiloses com polencial reatividade cruzada, e provenientas de areaendémica da
doanca.

10. Analise comparaliva do teste imunoenzimatico baseado em antigenos recombinantes com imunoblot
baseado em preparagies antigénicas brutas de liquido hidatico, que & atualmente o teste utilizado palo
Laboratdrio de Referéncia Macional em Hidatidose (LRNH), Fiocruz.

11. Implantacdo do lesle padronizado na rolina de diagndstico.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

D& acordo com a pesquisadora: os riscos para o sujeilo da pesquisa sdo agueles inerentes a uma cirurgia
abdominal & o que pode ocomrer durante a coleta de sangue & um paguano desconforlo relacionados ao
local da pungdo, como hematoma (rouxiddo no local), o qual pode levar até 5 dias para desaparecer. Cabe
esclarecer, entrelanto, que tanlo para a realizagio da cirurgia quanio para a colela de sangue, o5 pacientes
que aceitem parlicipar da pesguisa ou seus representantes legais, manifestardo a sua anwéncia a realizagdo
dos processos. Com relagdo a coleta de fezes, integridade fisica @ moral dos paricipantes serdo mantidas,
sam causar dasconforto. Porlanto, os riscos 580 considerados baixos, destacando também que podem estar
relacionados ao momento da enfrevisla como constrangimento, cansago, irfitagio e/ou aborrecimento
duranie o periodo da mesma efou da forma como a entrevista estiver sendo realizada. Mesmo atuando de
forma objativa no alo da entravista, procuraremos deixar os parlicipantes a vonlade para responder da
melhor maneira possivel, respeitando o tempo dé cada um, porém sem lornar o momento &0 duradoure
para nao promover cansago afou irritabilidade, agindo sempre com atengdo, dedicagdo, respaito e élica.
Ressallaremos que o5 masmos 530 livres para recusar sua parlicipagdo, reflirar seu consantimanio e
interromper sua parlicipacdo a qualguer momento & que sua recusa em parlicipar ndo ira acarretar qualguer
panalidade, perda de beneficios ou cusios.

Beneficios:

Ma equinococosa policistica ocorrem exlensas lesdes hepaticas elou peritoneais que, devido ao seu allo
desconhecimento, conduz a diagnoslicos prévios mal-definidos, e por vezes, & confundida com neoplasias.
Em consaqléncia, através da biotecnologia aplicada & salde humana, o imunodiagndstico bem provado ser
efelivo & pode ser usado para diagnosticar a doenga em populacies sintomaticas e assintomaticas de alto
risco. Porém, para isto, 80 necessarios procedimentos com alto indice de sensibilidade e especificidade
para a realizag¢io dos lestas

Endarsgo:  Av. Brasil 4056, sala 705 (Campus Expansho)
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sorologicos. O problema inicial & a padronizagdo de um antigeno aficiente e reprodutivel que possa ser
utilizade no ensaio imuncenzimatico para distribuicio nacional. O uso de antigenos recombinates pode
apreseniar uma alternativa viavel & mais especifica para o imunodiagndstico da equinococose policistica,
com a vantagem de produgdo infra-laboratorial de grandes quantidades de anligeno, dispensando o uso de
animais & apresentando menor variacdo lote a lote quando comparados com antigencs brutos ou purificados
(Robles al al., 2005). Além do diagnastico, a ulilizagio com sucesso de anligenos recombinantes auxiliara
no acompanhamento @ tratamento de pacientes com aquinococosa policistica, assim como possibilitara
asludos apidemioldgicos nas areas de ocorréncia da doenga, possibilitando uma melhor compreansio de
sua prevaléncia. De posse de lal melodologia de diagnoslico, os principais beneficios para o sujeilo se
referem a se dispor de um recurso laboratorial de alta sensibilidade e especificidade, que permile a distingdo
aentre neaplasias ou agravos de outra ordem & a equinococose policistica. Poranto, o desenvalvimeantlo de
um diagndstico com alla especificidade e sensibilidade e de baixo custo, ndo s6 contribui para a melhoria de
qualidade de vida dos individuos, mas também viabiliza seu uso pelos Servigos de Sadde Publica. Além
disso, apesar de esludos morfologicos e bioldgicos permitirem a identificagio de caracleres de forma segura
para o diagndstico da espécie do parasito, @ importanie considerar que alguns desses caracleres podem sar
inconsistentes, pois podem ser determinados pelo hospedeiro que alberga o parasito ou podem sofrer
influgncia de fatores ambientais, que dificultam a distingde a nivel especifico @ mais ainda no nivel de
possiveis linhagens existentes dentro da especia. As lécnicas maoleculares propostas irdo nos permilir
caraclerizar os isolados a partir do genoma do parasito, falo este que pode nos auxiliar na identificagio de
possiveis variagbes associadas ao hospedairo efou ao ambienie, & consaquantements lambém contribuindo
para estudos epidemioldgicos. Por fim, gostariamos de ressallar que o nosso laboratdrio é referéncia em
diagndstico para equinccocose, a nivel nacional do Ministério da Saide. Temos firmado um Projeto
Convénio Fiocruz/SVS - 2007/2008, onde realizamos exames laboratoriais parasiloldgicos e soroldgicos,
supernvisies, assessorias e cursos de capacilagdo em lécnicas diagndsticas parasiloldgicas e sorologicas

para a equinococoss.

Comentarios e Considerages sobre a Pesquisa:

Projeta aprovado pela CEP I0C/Fiocruz sob ndmero 892.040, datada de 30 de novembro de 2014, A
emenda apresenta justificaliva, houve atualizacio do projeto @ do TCLE. Os riscos foram lambém
alualizados no projeto @ no TCLE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
PE_INFORMACOES BASICAS 1498137_E3 pdf
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Bairra:  Manguinhas CEP:  21.040-360
UF: R Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: (2138820011 Fan:  (212561-4815 E-mail: cepliocruz@ioc ooz be

P 4 du 06

Nota: CAAE nimero 38091514.6.0000.5248; pagina 4 de 6.

107



108

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - Plataforma
FIOCRUZ/IOC %ﬂd

— 1Z0 ANDOS

Conbinacio &0 Pansoer 3 827.431

Projeto_detalhado Emenda.pdi

Justificativa_Emeanda_ pdf

MovoCronogramaEmenda. pdf

TCLE_novo_soro_fezes pdf

Recomendagbes:

Apresantar relatorios parciais (anuais) @ relatdrio final do projeto de pesquisa é responsabilidade indelegaval
do pesquisador principal.

Qualgquer modilicacio ou emenda ao projelo de pasquisa am paula deve ser submelida & apreciagdo do
CEP Fiocruz/IOC.

0 sujeito de pasquisa ou sau reprasentanie, quando for o caso, devera rubricar iodas as folhas do Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido -TCLE apondo sua assinatura na altima pagina dao referido Tarmo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento

Livre & Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na dltima pagina do referido Termo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgbes:

Diante do exposto, o Comité de Elica em Pesquisa do Institute Oswaldo Cruz (CEP FIDCRUZAOC) em sua
280a reunido, realizada em 04.02.2020, de acordo com as atribuigSas definidas na Resolugdo CHE 466/12,
manifesta-sa pela aprovacdo da emenda ao projelo de pesguisa, @ solicila relatdrio parcial do estudo até o

momeanio.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autar Situacao
Infarmagtes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_149913] 16/01/2020 Acailo
do Projeto 7 _E3.pdf 21:40:11
Projeto Detalhado /| Projeto_detalhado_Emenda.pdf 16/01/2020 |Rosdngela Rodrigues| Acaito
Brochura 21:36:058 |e Silva
nvestigador
Endersgo: Ay, Brasil 2038, sala 705 (Campus Expansho)
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Outros Justificativa_Emenda.pdf 16/01/2020 |Rosangela Rodriguesl Aceito
21:35:32 e Silva
Cronograma NovoCronogramaEmenda.pdf 16/01/2020 |Rosangela Rod-iguesl Aceito
21:34:29 e Silva
TCLE / Termos de | TCLE_novo_soro_fezes.pdf 16/01/2020 |Rosangela Rodrigues] Aceito
Assentimento / 21:25:41 |e Silva
Justificativa de
Auséncia
Outros EquipeAtualizada pdf 13/05/2019 |Rosangela Rodrigues] Aceito
13:56:58 |e Silva
Outros Declaragao de anuéncia UERJ.pdf 05/02/2015 Aceilo
12:12:46
Projeto Detalhado / | Projeto completo.docx 03/11/2014 Aceito
Brochura 12:01:24
nvestigador
Folha de Rosto folha de rosto.docx 03/11/2014 Aceito
11:32:46
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
RIO DE JANEIRO, 07 de Fevereiro de 2020
Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador(a))
Enderego: Av. Brasi 4036, sala 705 (Campus Expansio)
Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882.0011 Fax: (21)2581.4815 E-mail: cepfiocruz@icc. Socruz.be
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ANEXO D - Comprovacao de aceite do artigo cientifico pela Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo

Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo

Decision Letter (RIMTSP-2021-0075.R1)

From: revimtsp@usp.br
To: rsilva@ioc.fiocruz.br
CC:

Revista do Instituto de Medicina Tropical de S3o Paulo - Decision on Manuscript ID

Subject: pIMTSP-2021-0075.R1

Body: 22-Jun-2021
Dear Mrs. Rodrigues-Silva:
It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Spurious infection by Calodium
hepaticum (Bancroft, 1983) Moravec, 1982 and intestinal parasites in forest reserve
dwellers from Acre State, Brazil" in its current form for publication in the Revista do
Instituto de Medicina Tropical de S3o Paulo. The comments of the reviewers who

reviewed your manuscript are included at the foot of this letter.

Thank you for your fine contribution. We look forward to your continued
contributions to the Journal.

Kindly,

Thelma Suely Okay, MD
Editor-in-Chief

Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo

Nota: aceite informado, via e-mail, & minha coorientadora, Dra. Rosangela Rodrigues e Silva, em 22/06/2021.
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ANEXO E - Comprovacges dos aceites pelo GenBank dos depdsitos das sequencias geradas
no estudo

GenBank MZ969813-MZ969825

gb-admin@ncbi.nim.nih.gov <gb-admin@ncbi.nlm.nih.gov> 31 de agosto de 2021 16:25
Para: leobatistaneves@gmail.com

Dear GenBank Submitter:

Thank you for your direct submission of sequence data to GenBank. We
have provided GenBank accession number(s) for your nucleotide sequence(s):

SUB 10295848 Seq1 MZ969813
SUB10295848 Seq2 MZ969814
SUB10295848 Seq3 MZ969815
SUB10295848 Seq4 MZ969816
SUB10295848 Seq5 MZ969817
SUB10295848 Seqb MZ969818
SUB10295848 Seq7 MZ969819
SUB10295848 Seq8 MZ969820

SUB10295848 Seq9 MZ969821

SUB10295848 Seq10 MZ969822
SUB10295848 Seq11 MZ969823
SUB10295848 Seq12 MZ969824
SUB10295848 Seq13 MZ969825

GenBank accession numbers should appear in any publication that
reports or discusses the data, as it gives the community a unique label
with which they may retrieve your data from our online servers.

Based on the data submitted to us, the scheduled release date
for your submission is:

Dec 31, 2022

GenBank OK157435-OK157437

gb-admin@ncbi.nlm.nih.gov <gb-admin@ncbi.nim.nih.gov> 16 de setembro de 2021 17:05
Para: leobatistaneves@gmail.com

Dear GenBank Submitter:

Thank you for your direct submission of sequence data to GenBank. We
have provided GenBank accession number(s) for your nucleotide sequence(s):

SUB10389697 Seq1 OK157435
SUB10389697 Seq2 OK157436
SUB10389697 Seq3 OK157437

GenBank accession numbers should appear in any publication that
reports or discusses the data, as it gives the community a unique label
with which they may retrieve your data from our online servers.

Based on the data submitted to us, the scheduled release date
for your submission is:

Dec 31, 2022



