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RESUMO 

 

 

NEVES, Fernanda Bittencourt de Oliveira. Inquérito parasitológico em humanos e 

caracterização genética de Echinococcus vogeli em pacas (Cuniculus paca) de reservas 

florestais do Acre. Brasil. 2021. 111 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de 

Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

 Na Amazônia, é comum caçar animais silvestres para alimentação. Os moradores estão 

longe dos centros urbanos, onde o acesso à educação, serviços de saúde, saneamento básico e 

água tratada é baixo ou inexistente, favorecendo a transmissão de zoonoses e enteroparasitoses. 

Existem poucas abordagens que envolvam coleta, caracterização molecular, análise e 

levantamento de dados genéticos sobre as populações das espécies causadoras das 

equinococoses neotropicais (Echinococcus vogeli e Echinococcus oligarthra), principalmente 

obtidas de pacas da região amazônica do Brasil. A existência de variabilidade genética 

intraespecífica já 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, 

prevenção e diagnóstico da equinococose neotropical policística (ENP). Um hábito específico 

local é a ingestão dos fígados malcozidos desses animais, contribuindo para a transmissão de 

Calodium hepaticum, agente etiológico da capilariose hepática. Ovos não embrionados desse 

helminto, quando ingeridos, favorecem a infecção espúria, em que esses ovos passam pelo trato 

intestinal e saem nas fezes sem causar doença hepática. Porém, humanos nessa condição, atuam 

como dispersores, podendo contribuir para a infecção de outros hospedeiros. Neste trabalho 

buscamos realizar a caracterização molecular (PCR e sequenciamento) de amostras de E. vogeli 

isoladas de pacas oriundas do estado do Acre, bem como realizar levantamento parasitológico 

(sedimentação espontânea, centrífugo-sedimentação e Kato-Katz) e sociodemográfico 

(aplicação de questionário) em moradores de reservas florestais de municípios acreanos (Xapuri 

e Sena Madureira). As localidades foram baseadas nos relatos de casos humanos de ENP, 

segundo dados prévios do Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose do IOC/Fiocruz-

RJ (LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz). Todos os 13 isolados de E. vogeli (cistos extraídos dos 

fígados) foram identificados como E. vogeli com base nos genes parciais cox1 e P-29. Para 

cox1, nossas amostras demonstraram similaridade genética com todas as sequências de E. 

vogeli disponíveis no GenBank-NCBI relacionadas à Amazônia brasileira, sobretudo com as do 

próprio Acre. Nossa análise revelou três sítios de segregação e quatro haplótipos, sendo um 

central e dois compartilhados entre as duas localidades do estudo. Não houve diversidade 

genética para sequências de E. vogeli geradas para P-29. Nas 276 amostras de fezes examinadas, 

foram observados ovos de ancilostomídeos (19.2%), ovos de C. hepaticum (1.1%) e cistos de 

Blastocystis sp. (6.9%). Conclui-se que: este é o terceiro estudo sobre a estrutura e variabilidade 

genética das populações de E. vogeli, sendo um dos poucos a trabalhar com o gene nuclear P-

29. Dentro do perfil negligenciado da ENP, todos os esforços que busquem elucidar a 

diversidade e estrutura genética do E. vogeli podem contribuir para estudos taxonômicos, 

evolutivos, diagnóstico, epidemiológicos, bem como prevenção e controle da doença. O hábito 

de comer carne crua de paca é um fator de risco para a infecção espúria por C. hepaticum em 

Sena Madureira e Xapuri. O estudo representa o primeiro relato de Blastocystis sp. no Acre. 

Com base em nossos dados sociodemográficos, a infecção por geohelmintos e protozoários 

intestinais relaciona-se às precárias condições sanitárias dos habitantes da área 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 Ciências 

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 IOC/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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INTRODUÇÃO  

 

Na Região Norte do Brasil, é comum moradores viverem em contato direto com a 

Floresta Amazônica praticando o agroextrativismo como uma das principais atividades 

econômicas. Além disso, aglomerações, falta de saneamento e deficiências educacionais 

também são importantes componentes do cenário epidemiológico que contribuem para a 

ocorrência de enteroparasitoses nestas regiões rurais florestais (Okyay et al., 2004; Wang et al., 

2014), além de impactarem na epidemiologia de zoonoses, realidade comum das populações 

residentes no estado do Acre (Souza et al., 2007; Souza et al., 2021). 

 Grupos economicamente desfavorecidos são os mais propensos a possuírem tais 

características sociais e apresentam os maiores índices de doenças, incluindo as 

enteroparasitoses sempre associadas às condições insalubres de vida, além de propiciarem a 

contaminação de corpos d'água e plantações com o acúmulo de resíduos, seja de origem fecal 

humana ou animais infectados (Ludwing et al., 1999; Puleston et al., 2014).  

Nos países em desenvolvimento, como o Brasil, parasitoses intestinais são uma 

importante fonte de problemas de saúde, onde as condições socioeconômicas, culturais e 

ambientais contribuem para a manutenção dos ciclos biológicos dos parasitos e facilitam sua 

disseminação (Okyay et al., 2004). Além disso, a escalada de práticas predatórias contra o meio 

ambiente, agravada por aspectos prejudiciais de marcos políticos e econômicos, colabora para 

aumentar a ocorrência de doenças parasitárias, além de outros prejuízos, que envolvem seres 

humanos, o meio ambiente e animais, sejam eles silvestres ou domésticos (Santos et al., 2010). 

As infecções por helmintos transmitidos pelo solo (HTS) estão entre as doenças 

tropicais negligenciadas (DTN) mais prevalentes, com uma estimativa de 1,45 bilhão 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 número, entretanto, permanece provavelmente subestimado 

devido à falta de dados epidemiológicos de alta qualidade da maioria das regiões geográficas. 

As infecções pelos ancilostomídeos humanos (Ancylostoma duodenale e Necator americanus), 

Trichuris trichiura e Ascaris lumbricoides geralmente não resultam em mortalidade, mas levam 

a infecções crônicas e prolongada morbidade (Silver et al., 2018). Foi demonstrado que crianças 

cronicamente infectadas, por exemplo, apresentam desnutrição, atrofia e déficits cognitivos 

(Awasthi et al., 2000; Stoltzfus et al., 2001), enquanto mulheres grávidas desenvolvem anemia 

induzida por HTS (Brooker et al., 2008; Gyorkos e Gilbert, 2014). A morbidade “oculta” das 

infecções por HTS tem grande impacto na saúde dos indivíduos, mas também afeta o 

desenvolvimento econômico (Redekop et al., 2017). 
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Uma revisão sobre a carga global de infecções por HTS revelou que quase 70% delas 

ocorrem na Ásia (Pullan et al., 2014). O mesmo estudo demonstrou que um quarto (26,4%) da 

população do estudo asiático hospedava pelo menos uma espécie de HTS e essa alta carga de 

HTS na Ásia foi associada às condições climáticas tropicais e úmidas, escassez de água potável, 

saneamento inadequado e práticas de higiene inadequadas, fatores que facilitam a sobrevivência 

e transmissão desses helmintos (Strunz et al., 2014). 

Em 2012, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou um roteiro abrangente para 

combater as DTN até 2020 e, para os HTS, estabeleceu a meta de atingir 75% de cobertura de 

administração em massa de medicamentos (MDA) em todos os países endêmicos (WHO, 

2012). Esta iniciativa da OMS foi ainda mais fortalecida pela declaração de Londres com o 

compromisso de empresas farmacêuticas e outras organizações de apoiar os esforços globais 

para controlar ou eliminar 10 DTNs específicas, incluindo HTS até 2020, ainda que a 

erradicação das que estavam propostas, não tenha acontecido (Silver et al., 2018).   

Taylor et al. (2001) estimaram que três quartos dos patógenos humanos emergentes são 

zoonóticos, ou seja, são transmitidos de outros animais vertebrados para os humanos. As 

zoonoses, portanto, têm um impacto ecológico e socioeconômico considerável, além de ser um 

fardo para as economias globais (Cascio et al., 2011). Por sua vez, as doenças infecciosas 

emergentes (DIEs) são doenças recém-reconhecidas ou que reaparecem detectadas em uma 

população pela primeira vez. Essas doenças estão aumentando rapidamente em prevalência ou 

alcance geográfico. Quase dois terços das DIEs são representadas por zoonoses e a maioria 

delas se originam em animais silvestres (Jones et al., 2008; White e Razgour, 2020).  

O avanço das doenças foi descrito como “efeito colateral do crescimento da civilização" 

(Dobson e Carper, 1996) e as zoonoses não são exceção. Taxas recentes sem precedentes de 

mudança antropogênica do uso da terra, incluindo urbanização, conversão ou intensificação 

agrícola, desmatamento e fragmentação de habitat, levaram à perda total de ambientes naturais 

para o desenvolvimento humano. As mudanças antropogênicas do uso da terra que alteram o 

meio ambiente local e as interações homem-vida selvagem podem ser uma fonte importante de 

doenças zoonóticas porque removem ou reduzem os habitats naturais e áreas de vida de muitas 

espécies, forçando-as a viver mais próximas dos humanos. Isso se torna um problema se a 

espécie hospeda uma doença zoonótica (Jones et al., 2013). A transmissão de patógenos tende 

a aumentar em resposta à mudança antropogênica, mas esse efeito não é universal (Gottdenker 

et al., 2014; White e Razgour, 2020). 

Principalmente na Amazônia, a caça de peixes e animais silvestres representam 

importantes fontes proteicas para as populações indígenas 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). Populações que vivem em reservas florestais, possuem hábitos alimentares tradicionais 

e alimentam-se de animais silvestres, sua principal fonte proteica. Para isso, essas pessoas 

praticam a caça de subsistência e relatam o consumo também do fígado desses animais cru ou 

cozido de forma ineficiente (Carvalho-Costa et al., 2009; Soares et al., 2011; Gonçalves et al., 

2012).  

A paca é uma das espécies mais suscetíveis à caça e favorita dos moradores locais 

(Valsecchi e Amaral, 2009), atrás apenas do caititu (Pecari tajacu L, 1758). Bodmer e Lozano 

(2001) mostraram que a paca é a principal espécie caçada na área rural do Peru, com uma taxa 

de abate estimada em 17.000 indivíduos por ano, reforçando sua importância como fonte 

proteica de subsistência. No entanto, a espécie é a quinta em importância econômica, precedida 

por queixada (Tayassu pecari Link, 1795), anta (Tapirus terrestris Linnaeus, 1758) e diversos 

primatas. Além da região amazônica brasileira, a paca é altamente consumida também em 

outras regiões, como demonstrado por Altrichter e Almeida (2002) ao relatarem que é a 

principal espécie consumida em 15 comunidades da Península de Osa na Costa Rica, com uma 

frequência de caça 11 vezes maior que a dos queixadas e com consumo equivalente ao dos 

animais de produção. 

A caça da paca para subsistência, sua evisceração e descarte inadequado expõe o 

ambiente a riscos de contaminação por formas evolutivas de agentes patológicos que nela 

estejam estabelecidos. Além do E. vogeli, o fígado da paca pode ser alvo, por exemplo, do 

helminto Calodium hepaticum (Bancroft, 1983) Moravec, 1982, responsável pela capilariose 

hepática, com potenciais riscos diretos ou indiretos para a saúde humana.  

Fora do campo da saúde pública, poucas pessoas avaliam plenamente o impacto das 

doenças gastrointestinais na saúde humana. Estimar um número preciso de casos globalmente 

é um desafio porque os sintomas associados a essas infecções são diversos, muitas vezes 

inespecíficos e, por isso, pode ser difícil diagnosticar tais infecções. A gama de sintomas 

associados a infecções gastrointestinais vai além de diarreia e gastroenterite. Apesar disso, a 

alta prevalência de doenças gastrointestinais em países desenvolvidos e em desenvolvimento 

recebe pouca atenção (GBD, 2017). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) relata que enteroparasitoses são consideradas 

indicadores do grau de desenvolvimento socioeconômico de um país, além de inferir 

informações a respeito dos hábitos, costumes e da qualidade de vida de uma população. Neste 

caso, a maioria das doenças negligenciadas é endêmica de áreas rurais e podem ser a causa de 
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morbidades no hospedeiro, principalmente em crianças, por constituir um fator agravante da 

subnutrição (WHO, 2006; 2010).  

Parasitos intestinais são um importante fator debilitante, frequentemente associado à 

diarreia crônica e desnutrição, que podem, trazer prejuízos, particularmente à grupos de idades 

mais jovens (Nahrevanian et al., 2015). 

Como já mencionado anteriormente, populações que vivem em reservas florestais, 

possuem hábitos de vida tradicionais e alimentam-se de animais silvestres, sua principal fonte 

proteica. Tais hábitos inclui o consumo do fígado desses animais, cozido de forma ineficiente. 

Esse costume compõe as características epidemiológicas comuns aos locais de ocorrência da 

ENP e da infecção espúria por C. hepaticum (Carvalho-Costa et al., 2009; Soares et al., 2011; 

Gonçalves et al., 2012). 

Crianças, principalmente em idade escolar, são mais suscetíveis a infecções intestinais 

por possuírem o sistema imunológico ainda pouco estimulado e baixa preocupação com hábitos 

de higiene, comprometendo o desenvolvimento físico, gerando déficits nutricionais e queda no 

rendimento escolar (Kabatende et al., 2020; Marques et al., 2020).  

Como método de controle, prevenção e eliminação das helmintíases, a OMS preconiza 

a desparasitação preventiva de crianças em idade escolar e grupos de risco por meio da 

administração em massa de quimioterápicos anti-helmínticos, o fornecimento de água tratada e 

a educação em saúde (Brasil, 2012; WHO, 2020). 

É bem conhecido que más condições sanitárias estão associadas à infecção por 

enteroparasitos, e não só favorecem sua presença, mas também contribuem para a manutenção 

delas (Visser et al., 2011; Moreira, 2013; Braga et al., 2014). Para interromper a ocorrência 

dessas doenças, programas para o controle de enteroparasitoses tendem a se concentrar no uso 

de medicamentos. Porém, em áreas endêmicas, Uchôa et al. (2004) destacaram a importância 

do ensino de medidas profiláticas à população por meio de professores da educação básica, que 

desempenham importante papel na comunidade, por atuarem diretamente na formação da 

população mais afetada que, em seu ambiente domiciliar, são 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 milhões de indivíduos 

provavelmente se infectaram em todo o mundo com A. lumbricoides, 451 milhões com 

ancilostomídeos, 435 milhões com T. trichiura e 190 milhões estavam com esquistossomose. 

Esses números sugerem que as infecções por helmintos podem continuar a induzir morbidade 

significativa nas populações 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 saúde com as necessidades da população. Para isso, é 

realizada uma tentativa abrangente de quantificar a ocorrência de quase 300 doenças, lesões e 

fatores de risco, incluindo doenças tropicais negligenciadas em mais de 200 países (Bezinger 

et al., 2016; GBD, 2019). Uma das ferramentas de análise utilizada no estudo é o “disability-

adjusted life year” (DALY ou “anos de vida produtiva perdidos devido à alguma deficiência”), 

uma métrica de saúde primária do GBD, que avalia o impacto de uma série de doenças, a nível 

local e global, na vida dos indivíduos (Bezinger et al., 2016). O DALY representa uma das 

poucas métricas disponíveis que poderiam compreender os reais efeitos crônicos dessas 

doenças, uma vez que a maioria das doenças tropicais negligenciadas listadas pela OMS são 

consideradas incapacitantes ao invés de letais (Hotez et al., 2014).  

A OMS destaca que, em 2020, mais de 24% da população mundial apresentou infecção 

por helmintos transmitidos pelo solo, como ancilostomídeos, Trichuris trichiura, Ascaris 

lumbricoides, Strongyloides stercoralis. Além disso, mais de 267 milhões de crianças em idade 

pré-escolar e mais de 568 milhões de crianças em idade escolar vivem em áreas onde esses 

parasitos são transmitidos de forma intensa e precisam de tratamento e intervenções 

preventivas. Essas infecções são resultantes de fatores socioeconômicos, práticas culturais e 

falta de saneamento. Elas são transmitidas pela ingestão de ovos, através da contaminação do 

solo, má higienização das mãos, ingestão de frutas não lavadas, carne cozida infectada e 

vegetais mal lavados (Katz N, 2018).  

A OMS também afirma que a saúde da população é responsabilidade dos governos 

(WHO, 2020). No entanto, sem dados de saúde precisos, sem uma avaliação abrangente das 

doenças, as lideranças tendem a identificar as ameaças à saúde da população tarde demais e 

deixam de direcionar recursos adequados à população. Sem esse levantamento preciso, doenças 

que carecem de uma defesa forte podem ser subestimadas e negligenciadas (Bezinger et al., 

2016).  

Em 2010, algumas das maiores variações nas estimativas de sobrecarga de doenças 

foram observadas entre as três principais infecções por nematoides intestinais no mundo, sendo 

elas, a ascaridíase, a ancilostomíase e a tricuríase. Uma das principais razões para essa grande 

variação é o fato de que essas infecções estão entre as infecções mais comuns da humanidade 

(Steinmann et al., 2006; Hotez et al., 2008; Pullan e Brooker, 2012). Outra razão é devido à 

forma como o GBD 2010 classificou certas doenças, como a equinococose cística, sendo 

agrupada junto da equinococose alveolar, ou seja, ambas foram classificadas como 

“equinococose”. Essa decisão, uniu dois parasitos com ciclos de vida diferentes, além de 
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distribuições geográficas e manifestações clínicas distintas. Por exemplo, o número de casos de 

equinococose global estimado foi de 1,1 milhão entre os anos de 1990 e 2010. Embora revele 

um número outrora desconhecido, a junção dessas duas doenças distintas mascara a realidade 

da ocorrência nos indivíduos afetados e dificulta as ações de controle. As futuras estimativas 

do GDB precisarão, portanto, considerar o relato dessas doenças separadamente, dando ênfase 

aos atributos únicos de cada parasito (Hotez et al., 2014), além de procurar abordar às 

equinococoses neotropicais, negligenciadas nos relatórios. 

Com o objetivo de conhecer a população, alguns inquéritos parasitológicos foram 

realizados na região amazônica do Brasil (Gonçalves et al., 2016; Cardoso et al., 2017). Em 

2018, 25,5% da população do Acre de 0 a 17 anos possuía um sistema deficiente de eliminação 

de dejetos, o que pode interferir diretamente na qualidade da água para consumo. Esses 

indicadores podem trazer consequências diretas para a sobrevivência de crianças, que podem 

morrer em consequência de enteroparasitoses (UNICEF, 2018).   

Outros inquéritos parasitológicos também demonstraram alta taxa de positividade de 

enteroparasitos em residentes ribeirinhos do Estado do Pará, também com maior prevalência 

em crianças e adolescentes (Silva et al., 2014). 

A água de consumo não tratada é um fator de destaque, uma vez que torna moradores 

de reservas florestais mais suscetíveis a doenças de veiculação hídrica, condição agravada pela 

ausência de outras fontes de abastecimento de água, além dos rios, para onde correm esgoto e 

outros resíduos domiciliares. Essas condições perpetuam os ciclos de transmissão de 

enteroparasitos de veiculação hídrica (Salazar e Flores, 2012). 

De acordo com o Plano Integrado de Ações Estratégicas do Ministério da Saúde, a 

maioria dos municípios menos qualificados no índice total de distribuição de água estão na 

Região Norte do Brasil são: Rio Branco (AC), Santarém (PA), Macapá (AP), Porto Velho (RO) 

e Ananindeua PA) (Trata Brasil, 2021). 

A distância dos centros urbanos e a falta de transporte, além de ser comum em inúmeras 

reservas florestais, isolam essas comunidades da sociedade e dificultam o acesso aos serviços 

de saúde. As condições socioeconômicas desfavoráveis, a falta de saneamento (abastecimento 

de água potável; coleta, destino e tratamento de esgoto e resíduos sólidos; tipo de moradia) e 

deficiências educacionais são fatores característicos da alta prevalência de enteroparasitos nessa 

população (Wang et al., 2014; Trata Brasil, 2021). Tais características tornam os residentes 

mais suscetíveis à enteroparasitoses, causando prejuízos à saúde dessas comunidades (Souza et 

al., 2007; Marques et al., 2020).  
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Um hábito comum em moradores de reservas florestais, é a ingestão do fígado de 

animais silvestres, cozidos de forma ineficiente (Pastore et al., 2003; Carvalho-Costa et al., 

2009; Gonçalves et al., 2012).  Este hábito pode contribuir para a transmissão de ovos não 

embrionados do nematoide C. hepaticum. Esse helminto tem distribuição mundial e apresenta 

baixa especificidade de hospedeiro, apresentando elevada afinidade pelo fígado de muitas 

espécies de mamíferos 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; Millán et al., 2014). 

No ciclo biológico de C. hepaticum, os ovos embrionados liberam as larvas no ceco dos 

hospedeiros naturais. Essas larvas migram para o fígado e ali se desenvolvem em helmintos 

adultos. As fêmeas depositam seus ovos (não embrionados) e em seguida morrem, ainda no 

fígado (Rocha et al., 2015). Os ovos são dispersos no ambiente, após morte do hospedeiro, 

desintegração da carcaça ou pela predação/canibalismo através das fezes do predador, e em 

condições adequadas de umidade e temperatura, tornam-se infectantes (Galán-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 fígados infectados de roedores silvestres cozidos de 

forma ineficiente (infecção espúria); e através da ingestão de ovos embrionados presentes no 

solo (alimentos ou água), desenvolvendo a capilariose hepática, uma doença hepática grave, 

rara e frequentemente fatal (Ochi et al., 2017). Na literatura há o registro de 218 casos de 

infecção espúria 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; Gonçalves et al., 2012; 

Cabada et al., 2013; Klisiowicz et al., 2014). 

A ingestão do fígado (malcozido) de roedores silvestres, uma vez contendo ovos não 

embrionados de C. hepaticum, cria condições favoráveis para a ocorrência da infecção espúria, 

ou infecção falsa, na qual os ovos do helminto passam pelo trato intestinal e saem com as fezes 

sem causar doença hepática. Uma vez infectado, o ser humano pode depositar suas fezes no 

ambiente, contribuindo para a dispersão dos ovos não embrionados de C. hepaticum. Esses 

ovos, encontrando condições adequadas de umidade e temperatura no ambiente, tornam-se 

infectantes para outros hospedeiros competentes (Gonçalves et al., 2012). 
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Figura 1 – Representação esquemática do ciclo biológico do Calodium hepaticum 

 

Legenda: (1) ovos e vermes adultos no fígado; (2) ovos não embrionados no ambiente após morte e decomposição 

do hospedeiro; (3) hospedeiro morre por canibalismo ou predação; (4) ovos embrionados liberados nas 

fezes após canibalismo ou predação; (5) ovos embrionados no ambiente; (6) ovos embrionados ingeridos 

pelo hospedeiro definitivo; (7) ovos embrionados ingeridos pelo homem.  
Fonte: Ilustração de Ricardo Schmidt do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ. 

 

Os helmintos do gênero Echinococcus Rudolphi, 1801 são, em geral, transmitidos de 

carnívoros a herbívoros, sendo geralmente canídeos silvestres e domésticos os hospedeiros 

definitivos mais envolvidos. Ovinos, bovinos, cervídeos e roedores, são os hospedeiros 

intermediários mais importantes. Os canídeos albergam helmintos adultos no intestino delgado 

e os diferentes hospedeiros intermediários admitidos, desenvolvem os estágios larvais 

(metacestoides) do parasito em órgãos internos como fígado e pulmões (Eckert e Deplazes, 

2004; Otero-Abad e Torgerson, 2013). São, portanto, canídeos, sobretudo os domésticos, os 

que desempenham um papel fundamental na transmissão 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 esféricos a elipsoides, medindo de 30 x 50 µm ou 

de 22 x 44 µm em seus dois diâmetros, sendo caracterizados pela presença de uma membrana 

espessa quitinosa ou “casca” (embrióforo) envolvendo a oncosfera ou embrião hexacanto em 

seu interior. A oncosfera, por sua vez, mede cerca de 25 x 30 µm (Vuitton et al., 2020). 
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Figura 2 – Representação esquemática do ovo de Echinococcus sp. 

 

 

                      

 

 

 

Fonte: Ilustração de Bruno Eschenazi do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ. 

 

As espécies de Echinococcus spp. são frequentemente agrupadas com base em 

semelhanças morfológicas de seus estágios larvais (metacestoides ou cistos hidáticos), bem 

como por análises moleculares (Alvarez et al., 2014; Romig et al., 2015). A descrição inicial de 

algumas espécies do gênero Echinococcus foram baseadas principalmente em características 

morfológicas e da relação parasito-hospedeiro. Sendo assim, apenas quatro espécies foram 

admitidas inicialmente: Echinococcus granulosus (Batsch, 1786), Echinococcus multilocularis 

Leuckart, 1863, Echinococcus oligarthra (Diesing, 1863) e Echinococcus vogeli Rausch & 

Bernstein, 1972.  

Essa distinção permaneceu dessa forma por muitos anos, mas com o advento da 

caracterização 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 gênero Echinococcus foi sendo, consequentemente, atualizada. As 

diferenças genética e morfológica das linhagens foram reveladas por meio de técnicas baseadas 

na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando locus gênicos e sequenciamentos de 

DNA nuclear e DNA mitocondrial (mtDNA), além de estudos epidemiológicos. Essas 

ferramentas revelaram relações filogenéticas interespecíficas que suportam a taxonomia 

previamente documentada (Thompson, 2017) e uma das abordagens mais utilizadas nessas 

revisões têm sido as árvores filogenéticas, baseadas tanto em sequências 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 análise de sequências 

parciais de genes mitocondriais, sendo eles, as subunidades 1 do citocromo oxidase (cox1) e a 

da NADH desidrogenase (nad1), definiram genótipos para E. granulosus, porém ainda 

mantiveram a nomenclatura das quatro espécies originalmente descritas para o gênero. Os 

genótipos de E. granulosus foram relacionados aos seus respectivos hospedeiros intermediários 

 

Embrióforo 

Oncosfera ou embrião hexacanto com 3 pares de acúleos 
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principais, definindo as linhagens biológicas da seguinte maneira: G1 (linhagem de ovelha), G3 

(linhagem de búfalo), G4 (linhagem de cavalo), G5 (linhagem de gado), G6 (linhagem de 

camelo), G7 (linhagem de porco) e G8 (linhagem de cervídeos). O genótipo G10 (outra 

linhagem de cervídeos) foi sugerido posteriormente (Lymbery, 2017; Vuitton et al., 2020). Os 

genótipos G2 e G9, outrora já aceitos, foram recentemente suprimidos por serem considerados 

microvariantes, respectivamente, de G3 e G7 (Vuitton et al., 2020). 

Além dessas classificações e corroborando com a constante revisão das espécies do 

gênero Echinococcus, a revisão mais recente, proposta em um consenso internacional  (Vuitton 

et al., 2020) propõe a existência de 9 espécies dentro do gênero, 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 gênero, seis espécies são consideradas de importância para a saúde 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 E. ortleppi, capazes 

de causar a equinococose cística (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 regiões do Sul do país; E. oligarthra, relacionada ao bioma amazônico; e E. vogeli, 

relacionada aos biomas amazônico 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   

FAMÍLIA: Taeniidae 

GÊNERO: Echinococcus Rudolphi, 1801 

ESPÉCIE: Echinococcus vogeli Rausch & Bernstein, 1972 

A distribuição global da equinococose neotropical policística (ENP), denominação atual 

da doença causada por E. vogeli, em termos de endemicidade e prevalência é desconhecida. No 

Brasil, indivíduos de vários estados já 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 é proveniente da região amazônica (Kern et al., 2017), 

principalmente dos estados Acre (Meneghelli et al., 1998; Siqueira et al., 2010) e Pará (Soares 

et al., 1999; Soares et al., 2004).  

Quando presentes, os principais sintomas e sinais clínicos são dor abdominal, icterícia, 

hepatomegalia, perda de peso, febre e surgimento de massa abdominal em consequência do 

desenvolvimento e crescimento dos cistos hidáticos no fígado (D’Alessandro e Rausch, 2008, 

Siqueira et al., 2013). É comum a infecção ser assintomática por longos períodos, sendo 

diagnosticada em adultos, com apenas 10 a 20% dos casos vistos em pacientes com menos de 

16 anos (Moro e Schantz, 2009). O fígado é a localização mais comum dos cistos, representando 

cerca de 70% dos casos, seguido dos pulmões, porém outros órgãos como coração e cavidade 

abdominal também podem ser afetados (D’Alessandro e Rausch, 2008; Siqueira et al., 2013).  

O cisto hidático cresce cerca de 1 a 5 centímetros por ano e é a partir da camada 

germinativa que se desenvolvem as vesículas prolígeras onde brotam desde poucos até 

numerosos protoescólices (Zhang et al., 2012). Na ENP os metacestoides desenvolvem-se como 

policistos. Eles crescem como um ou vários cistos localizados mais frequentemente no fígado 

e nos pulmões dos hospedeiros intermediários (Thompson, 2017). 

Assim como outros cestoides, E. vogeli apresenta, na sua forma adulta, corpo 

segmentado (Figura 2), dividido em escólex, onde estão presentes ventosas com um rostro 

armado com duas fileiras de ganchos ou rostelos, colo e estróbilo (Eckert e Deplazes, 2004). O 

estróbilo do helminto adulto mede de 3,9 a 5,6 mm e se origina a partir do colo, onde há intensa 

proliferação celular. As proglotes grávidas, responsáveis pela formação do estróbilo, são longas 

e cilíndricas, representando quase metade do tamanho total do helminto, podendo reter cerca 

de 90 ovos no útero (D'Alessandro e Rausch, 2008).  
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Figura 3 – Representação esquemática do verme adulto de Echinococcus vogeli 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

O ciclo de vida de E. vogeli (Figura 3) possui, como hospedeiro definitivo, o cão 

selvagem (Speothos venaticus Lund, 1842) (Figura 4), conhecido popularmente como cachorro-

vinagre, e o cão doméstico. Speothos venaticus é um canídeo sul-americano encontrado desde 

o Panamá até o nordeste argentino, com exceção do Chile e Uruguai. É uma espécie rara, 

adaptada à vida em florestas, sendo considerada semiaquática por conseguir nadar e mergulhar 

com facilidade (Rodrigues-Silva et al., 2002; Romig et al., 2017). No Brasil, o cachorro-vinagre 

já foi reportado em todas as regiões do país (GBIF, 2021). 

Cabrera et al. (1960), primeiros autores que descreveram o ciclo biológico de E. vogeli, 

observaram que o cachorro-vinagre caçava, em bandos, a paca (Cuniculus paca Linnaeus, 

1766) (Figura 5), hospedeira intermediária do E. vogeli. O cachorro-vinagre e a paca possuem 

tamanhos semelhantes, e um único cachorro pode, às vezes, ser capaz de superar esse roedor 

(D’Alessandro e Rausch, 2008). 
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Figura 4 – Representação esquemática do ciclo biológico do Echinococcus vogeli  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (a) ovo; (b) ovo ingerido pela paca, hospedeiro intermediário; (c) metacestoide; (d) ingestão de 

metacestoide pelo cachorro vinagre, hospedeiro intermediário; (e) escólex desenvaginado; (f) 

helminto adulto; (g) ingestão de ovo pelo homem, hospedeiro acidental; (h) metacestoides. 

Fonte: Ilustração de Bruno Eschenazi do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ. 

 

 

Figura 5 – Registro fotográfico do cachorro-vinagre (Speothos venaticus) 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 
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Figura 6 – Registro fotográfico da paca (Cuniculus paca) 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

A presença da paca é relatada do Sul do México ao leste do Paraguai, além do nordeste 

da Argentina (Eisenberg e Redford, 1989) e distribuição marginal no Uruguai (Mones et al., 

2003). É nativa na Argentina, Belize, Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Equador, El 

Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicarágua, Panamá, 

Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai, Venezuela e introduzida em Cuba. 

Cuniculus paca também é encontrada em Cuba, país em que foi introduzida (Varona, 1974; 

Emmons, 2016). 

Pacas são típicas de florestas tropicais apresentando hábitos noturnos e podem ser 

encontradas em ambientes modificados ou íntegros. Apesar de viverem em diferentes 

ambientes, as suas atividades têm mais proximidade com coleções d’água (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 refúgio contra predadores ou caçadores (Emmons 

e Feer, 1999). 

Na Região Norte do Brasil, a ENP é a principal doença descrita em pacas, que se 

infectam ao ingerirem alimentos ou água contaminados por ovos de E. vogeli eliminados 

juntamente com as fezes do cachorro-vinagre, único hospedeiro definitivo natural conhecido 

do E. vogeli (D’Alessandro e Rausch, 2008; Soares et al., 2014). As camadas externas dos ovos 

são digeridas no duodeno desses roedores, local onde são liberados os embriões ou oncosferas. 

Estes atravessarem a parede intestinal, ganham a circulação porta e finalmente alojam-se no 

fígado (Moraes e Arnaud, 1997; D’Alessandro e Rausch, 2008). Eventualmente, as oncosferas 

alcançam a circulação sistêmica e atingem outros órgãos, frequentemente os pulmões. O fígado 
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da paca, uma vez infectado, acaba, juntamente com o restante de suas vísceras, servindo de 

fonte de infecção para cães domésticos, quando caçadores as ofertam como alimento. Os cães, 

por sua vez, são os responsáveis pela contaminação do ambiente peridomicliar ao eliminarem 

ovos do helminto em suas fezes (Neves et al., 2017), criando condições para a infecção humana. 

É importante destacar que o contato direto, de humanos e roedores silvestres, com as fezes dos 

cães também exerce um papel importante na infecção (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 têm pouca importância 

para a saúde pública, uma vez que o ciclo acontece naturalmente no ambiente silvestre, sem a 

presença humana (Soares et al., 2004, Paramasvaran et al., 2009). 

A ENP se caracteriza pelos desdobramentos clínicos do desenvolvimento de cistos 

hidáticos (metacestoides) (Figura 6) de E. vogeli no fígado. Esses cistos são caracterizados 

como vesículas esféricas contínuas ou esporadicamente isoladas, de aspecto esbranquiçado e, 

por vezes translúcido, cada uma sendo capaz de albergar até 500 protoescoleces do helminto. 

Situam-se no parênquima, sendo que a maioria se localiza próximo à superfície, contrastando 

com a coloração escura do fígado, quando estabelecidos neste órgão nos hospedeiros 

intermediários, incluindo o homem (D’Alessandro et al., 1981; D’Alessandro e Rausch, 2008; 

Almeida, 2012).  

 

Figura 7 – Representação esquemática do metacestoide de Echinococcus sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

Os protoescoleces, presentes no interior do cisto hidático, medem entre 150 e 203 µm, 

e apresentam seus órgãos (ventosas e ganchos rostelares) invaginados, que, no futuro, após a 

desinvaginação, constituirão a extremidade anterior do helminto adulto no intestino do canídeo 
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(Bourée, 2001; D’Alessandro e Rausch, 2008). No protoescolex há dois tipos de ganchos 

(Figura 7): os da fileira superior, que são maiores (grandes ganchos) e possuem uma guarda 

arredondada e robusta; e os da fileira inferior, que são menores (pequenos ganchos) e possuem 

uma guarda achatada (Hobbs et al., 1990; Antoniou e Tselentis, 1993). Antoniou e Tselentis 

(1993) relataram que as diferenças encontradas na morfologia dos ganchos correspondem às 

diferentes funções que exercem. Os grandes ganchos possuem movimentos mais livres 

responsáveis pela locomoção, enquanto os pequenos ganchos são responsáveis pela fixação do 

helminto. Os ganchos variam em número, tamanho e forma, e normalmente são encontrados 

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

 

Figura 8 – Características dos ganchos rostelares (pequeno e grande) de Echinococcus vogeli 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Nota: ganchos analisados por Contraste Interferencial de Normaski – DIC em microscopia de campo claro. 

 

A identificação parasitológica do Echinococcus spp. é realizada através das medidas dos 

ganchos rostelares (Tappe et al., 2008) que possuem comprimento de 33 a 41 µm. Outro aspecto 

de importância refere-se à forma do gancho, pois E. vogeli tem a lâmina curva e mais longa que 

o cabo (2/3 do total) (Rausch et al., 1978; Moraes e Arnaud, 1997). Esse aspecto refere-se à 

plasticidade fenotípica entre isolados de Echinococcus sp., que ocorre quando determinado 

genótipo tem a capacidade de produzir diferentes fenótipos, em resposta, por exemplo, a 

modificações no ambiente (Watson e Pike, 1993; Neves et al., 2003). 

Durante o desenvolvimento da ENP humana, a doença pode não apresentar sintomas. 

Além disso, quando presente, a sintomatologia é inespecífica, dificultando o diagnóstico. Por 

esse motivo, o diagnóstico é dependente de dados epidemiológicos, como a localização 

geográfica dos pacientes, prática da caça de subsistência, contato com cães alimentados 

frequentemente com vísceras de animais caçados e exame físico apresentando massas palpáveis 
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no hipocôndrio direito (Zhang e McManus, 2006). A soma dessas características auxilia no 

diagnóstico da doença. 

Em muitos países onde há casos da ENP, a notificação não é obrigatória, uma realidade 

que favorece a subnotificação dos casos. Esta subnotificação dificulta o real conhecimento da 

ocorrência da doença, que tem significativo impacto na morbidade e mortalidade das pessoas 

afetadas. Dos fatores que contribuem para essa subnotificação, é possível destacar o difícil 

acesso aos locais endêmicos, a desinformação, os sintomas inespecíficos, a cronicidade da 

doença e a dificuldade do estabelecimento do diagnóstico. Esses fatores também contribuem 

para que a doença seja detectada tardiamente (Romig et al., 2017; Kern et al., 2017). 

Estudos sorológicos desenvolvidos em regiões endêmicas relatam altas frequências da 

ENP. Esta informação corrobora a hipótese da subnotificação da doença no país (Pastore et al., 

2003a,b). No Brasil, a ENP (192 casos) tem sido reportada nas Regiões Norte, Centro-Oeste, 

Nordeste e Sudeste, porém o Acre tem sido o estado que comporta a maioria dos casos (123) 

(Siqueira, 2021). Indivíduos do sexo masculino com idade entre 40 e 60 anos representam a 

parcela da população testada com maior positividade para ENP (Kern et al., 2017). 

A identificação do agente etiológico envolvido nas equinococoses ainda é um desafio 

para todos os métodos diagnósticos. Para definir um diagnóstico preciso é necessário a 

utilização de métodos moleculares em busca da identificação do DNA ou exame parasitológico 

em espécimes de tecido humano e animal, contendo a forma larvar, uma vez que, as formas 

larvares se diferenciam entre as espécies do gênero Echinococcus. No exame parasitológico, a 

espécie é definida pela análise morfológica e morfométrica dos ganchos rostelares (Rausch e 

D’Alessandro, 1999; Thompson, 2017). No entanto, os métodos de diagnóstico disponíveis 

ainda apresentam alguns resultados inconclusivos quanto à especificidade do agente etiológico. 

A identificação específica do agente etiológico de uma parasitose é importante em 

estudos epidemiológicos, além de ser fundamental nas estratégias de controle (Falavigna et al., 

2005; Yong et al., 2007).  E nesse sentido, a diferenciação e detecção de parasitos e o 

diagnóstico de infecções parasitárias tem sido realizados por técnicas morfológicas, biológicas 

e ensaios moleculares. 

Os testes baseados em DNA candidatos à testes diagnósticos precisam atender à 

algumas demandas, como apresentarem alta sensibilidade e especificidade, serem adequados 

para triagem em massa, permitir a quantificação de DNA, serem seguros para o laboratório e 

serem eficazes em termos de custos. Nos últimos 30 anos, com o advento de abordagens 

moleculares e bioquímicas para a detecção 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 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

foram usados para a identificação de espécies, genótipos e haplótipos observados em E. 

granulosus s.s e para o diagnóstico diferencial de E. granulosus s.l. e E. multilocularis. 

Metodologias baseadas na PCR têm encontrado ampla aplicabilidade para detecção, realização 

de estudos populacionais e investigações epidemiológicas do gênero Echinococcus, 

principalmente porque permite a análise de regiões gênicas nucleares e mitocondriais de 

material parasitário 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 extraído de helmintos adultos, larvas ou de formas evolutivas presentes 

em fezes, que, quando provenientes de animais silvestres, a obtenção desse material pode ser 

difícil ou demorada (Bundy et al., 1985). Ensaios moleculares, em muitos casos, melhoraram a 

sensibilidade e especificidade do processo de detecção e reduziram a possível subjetividade 

inerente a interpretação dos dados morfológicos e biológicos. A importância do uso da PCR, a 

partir do desenvolvimento de primers espécie-específicos, está relacionada também à análise 

do DNA independentemente do estágio de desenvolvimento do parasito (Zarlenga e Higgins, 

2001). 

As mitocôndrias, organelas que possuem seu próprio DNA (mtDNA), têm uma 

velocidade evolutiva relativamente rápida e herança exclusivamente materna, por isso não sofre 

recombinação (McManus e Thompson, 2003). Por ser de origem mitocondrial, o gene 

mitocondrial que codifica a subunidade I do citocromo c oxidase (cox1) é útil para 

discriminação de organismos intimamente relacionados, porém de espécies diferentes 

(Hajibabael et al., 2007). Sendo assim, o gene tem sido utilizado para a análise molecular, a fim 

de identificar variações existentes nas espécies de Echinococcus (Bowles et al., 1992).   

Apesar da importância já conhecida dos marcadores mitocondriais, é possível avaliar a 

estrutura das populações de parasitos utilizando marcadores nucleares, como, por exemplo, o 

gene codificador do antígeno P-29 encontrado no fluido do cisto hidático de Echinococcus 

granulosus s.l., que é um promissor candidato à produção de vacinas de prevenção à 

equinococose (Santos et al., 2012).  

Arrabal et al. (2017) descreveram o surgimento de duas populações distintas ao analisar 

isolados de E. oligarthra de hospedeiros definitivos na Argentina. Os autores defendem que 

compreender a variação genética dos organismos pode ter grande significado médico e que a 
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implementação de análises de marcadores moleculares pode ajudar a determinar melhores 

estratégias na prevenção, diagnóstico e conhecimento da gravidade da manifestação clínica da 

doença. Essa variabilidade já foi comprovada e está bem estabelecida para a espécie 

Echinococcus granulosus s.l., porém, o aumento do conhecimento de possíveis variantes no 

gênero Echinococcus, sobretudo para a espécie E. vogeli, pode contribuir diretamente nos 

programas de controle, prevenção e diagnóstico da ENP. 
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JUSTIFICATIVA  

 

Nas últimas duas décadas, o Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose do 

Laboratório de Helmintos Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz-RJ 

(LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz) vem estudando a ENP humana, em pacas e canídeos domésticos 

em municípios do estado do Acre. Na Região Norte do Brasil o hábito de fornecer fígado cru 

de pacas é a forma de transmissão de Echinococcus vogeli para os cães domésticos. No 

Amazonas, este mesmo hábito é uma fonte de infecção espúria 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 são as abordagens que envolvem a coleta e caracterização molecular das 

espécies neotropicais do gênero Echinococcus. A diversidade e variabilidade genética já foram 

comprovadas e estão bem estabelecidas para a espécie E. granulosus s.l., porém, o aumento do 

conhecimento de possíveis variantes para a espécie E. vogeli, pode contribuir diretamente nos 

programas de prevenção, diagnóstico e controle da ENP humana. 

A maioria das comunidades amazônicas está longe dos centros urbanos, onde o acesso 

à educação, serviços de saúde, instalações de saneamento básico e água tratada é baixo ou 

inexistente, propiciando o desenvolvimento de enteroparasitoses. Entretanto, não se conhece a 

sua ocorrência em moradores de reservas florestais dos municípios de Xapuri e Sena Madureira, 

áreas de transmissão da ENP no Estado do Acre.  

Face a limitação nos conhecimentos destes aspectos, este trabalho foi desenvolvido para 

avaliar se há diversidade genética de E. vogeli de pacas provenientes Xapuri e Sena Madureira, 

bem como realizar um levantamento parasitológico e sociodemográfico em moradores destas 

áreas.  
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1 OBJETIVOS  

 

1.1 Geral 

 

Realizar caracterização molecular de Echinococcus vogeli de pacas e levantamento 

parasitológico e sociodemográfico em moradores de reservas florestais do Acre, Brasil. 

 

1.2 Específicos 

 

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

2- Comparar as sequências de E. vogeli do estudo com outras sequências de Echinococcus sp. 

disponíveis no GenBank; 

3- Realizar análises filogenéticas nas amostras que farão parte do estudo; 

4- Realizar o levantamento epidemiológico da prevalência de enteroparasitos em moradores de 

reservas florestais do Acre, Brasil. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Áreas de estudo 

 

 Todas as amostras de fígados de pacas que integraram este estudo foram provenientes 

do estado do Acre e coletadas por meio de expedições às áreas florestais dos municípios de 

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

 

Figura 9 – Mapa evidenciando os municípios de estudo no estado do Acre 
 

 

Fonte: Ilustração de Heloisa Diniz do Serviço de Produção e Tratamento de Imagem – IOC/Fiocruz-RJ. 

 

 O estado do Acre foi incorporado ao Brasil em 1903 e possui 88% de cobertura florestal. 

Ele é o 15º em extensão territorial, com uma superfície de 164.221,36 km², correspondente a 

4,26% da Região Norte e a 1,92% do território nacional. O Estado está situado num planalto 

com altitude média de 200 metros, localizado no sudoeste da Região Norte, entre as latitudes 

de -7°06´56” N, longitude de -73º48'05"N e latitude de -11º08’41"S, longitude -68º42'59"S. Os 

limites do estado são formados por fronteiras internacionais com Peru e Bolívia e por divisas 

estaduais com os estados do Amazonas e Rondônia. As cidades mais populosas são: Rio 

Branco, Cruzeiro do Sul, Feijó, Tarauacá e Sena Madureira (Bittencourt-Oliveira, 2016). 

 Sena Madureira, atualmente, é o terceiro município mais populoso do estado do Acre e 

o segundo em extensão territorial. Ele representa o polo econômico da regional Alto Purus e 

possui uma conexão muito intensa com Rio Branco, situada a uma distância de 136 km. 

Apresentando 34.230 habitantes, o município abrange uma área de 23.732 km². Limita-se ao 

norte com o estado do Amazonas; ao sul, com o município de Assis Brasil; a leste, com os 
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municípios de Bujari, Rio Branco, Xapuri e Brasiléia; a oeste com o município de Manoel 

Urbano e a sudoeste, com a República 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 março de 1904, teve seu surgimento diretamente relacionado à expansão do 

extrativismo da borracha no final do século XIX, que resultou na fundação dos seringais 

amazônicos. O município ocupa o nono lugar em população no Estado e a décima segunda 

posição em área. É o município mais visitado do estado devido, principalmente, aos 

monumentos históricos da época da Revolução Acreana e da casa onde residia Chico Mendes. 

Xapuri limita-se ao norte com Rio Branco; ao sul, com o município de Epitaciolândia; a leste, 

com o município de Capixaba; a oeste, com o município de Sena Madureira e a sudoeste, com 

o município de Brasiléia. Apresentando 14.314 habitantes, o município abrange uma área de 

5.347 km² (Bittencourt-Oliveira, 2016). 

 

2.1.1 Aspectos éticos 

 

Parte deste trabalho foi realizado com a aprovação do Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) do Ministério do Meio Ambiente (MMA) de acordo 

com a Instrução Normativa Ibama 154/07, sob a numeração 13373-1 da licença permanente 

emitida em 19/11/2007 para a coleta e transporte de material zoológico do(s) táxon(s) Rodentia 

e Didelphimorphia (Anexo A) e a outra sob a autorização do Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio) mediante outra licença, de numeração 68985-1 e 

válida até 04/2022, para atividades com finalidades científicas: coleta, processamento e 

transporte de material biológico de animais silvestres do(s) táxon(s) Carnívora, Aves, Rodentia 

e Xenarthra (Anexo B). 

 

2.1.2 Obtenção de Echinococcus vogeli 

 

A coleta de vísceras de pacas, sobretudo os fígados, 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 difícil, dado seu caráter 

majoritariamente silvestre, por isso, o planejamento para coleta de vísceras de pacas, leva em 

consideração a melhor época do ano, dando preferência para períodos com maior probabilidade 
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de estarem livres de chuvas constantes. Chuvas mínimas já provocam muitos alagamentos e/ou 

encharcamento dos ramais a serem percorridos que, na maioria das vezes, são de difícil acesso. 

Outro fator importante é a experiência dos colaboradores no relato do avistamento das 

pacas. A rotina local da caça de pacas para subsistência é sempre levada em consideração, além 

da sincronia de agenda dos nossos colaboradores locais, para que participem do nosso estudo 

em termos de apoio logístico. Para isso, conhecendo a biologia da paca e a rotina dos 

agroextrativistas na caça da paca para subsistência, nosso planejamento anual sempre esteve 

voltado para os meses de abril a junho, porém já conseguimos realizar coletas nos meses de 

agosto e setembro. Fora desse período, de outubro a março, as chuvas tornam esse tipo de 

trabalho praticamente inviável, em termos de deslocamento local. Isso não quer dizer que dentro 

dos períodos das expedições já planejadas, deixamos de ter intercorrências.  

Desde o ano de 2011, o LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz-RJ realiza expedições anuais ao 

Acre para coleta desse tipo de material biológico, dentre outras atividades relacionadas à ENP. 

Além disso o LRNH conta com colaboradores no estado, que disponibilizam estrutura básica 

para deslocamento local, coleta, recebimento, processamento inicial e envio do material 

biológico para o laboratório no Rio de Janeiro. 

Vinte e oito amostras de fígado de pacas foram obtidas para busca por lesões 

macroscópicas compatíveis com Echinococcus sp. A quantidade de amostras, apresentando 

lesões ou não, e suas respectivas regiões de coleta estão descritas na Tabela 1.  

 

 

Tabela 1 – Localidade, quantitativo e análise macroscópica dos fígados de pacas oriundas 

                  do Acre, Brasil 

Localidade 
Fígados com lesões Fígados sem lesões Total 

(n=28) (n=16) (n=12) 

 

Xapuri 13 10 23 

Sena Madureira 03 02 05 

 

Em cada moradia visitada, após a explicação dos objetivos e da importância do trabalho, 

foi solicitado que, quando ocorresse o abate de pacas para consumo próprio, os fígados não 

fossem descartados, como de costume. Após obtermos informações da existência de vísceras 

de pacas disponíveis, houve deslocamento de nossa equipe até o local para contato com a 

população local (Figura 10) e recolhimento do material. Como os abates aconteciam no período 
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da noite ou madrugada, essas coletas eram realizadas tão logo o contato dos moradores e as 

amostras eram processadas em laboratórios de campo (Figura 11). 

 

Figura 10 – Imagem representativa da interação da equipe com moradores e colaboradores de    

Xapuri, Acre 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

 

Figura 11 – Imagem de local utilizado como laboratório de campo em Xapuri, Acre 

  

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Nota: registro da residência local ainda não adaptada às condições do laboratório de campo. 
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2.1.3 Análises dos fígados (macroscópica) e dos líquidos extraídos (microscópicas) 

 

O processamento de algumas amostras de fígados foi realizado no laboratório do 

Instituto Federal do Acre (IFAC) do município de Xapuri (Figura 12). Já a manipulação de 

outros fígados foi realizada nas reservas florestais, próximo ao horário do abate das pacas 

mediante a rotina de subsistência familiar. Nesses locais, organizamos uma área restrita e 

isolada em domicílios vazios cedidos ou peridomicílios das moradias (Figura 13) que nos 

recebiam, para que o processamento dos fígados fosse feito afastados da rotina domiciliar.  

Algumas residências possuíam energia elétrica temporária a base de motor à óleo diesel, 

o que nos possibilitou utilizar o microscópio de campo para análise do líquido extraído dos 

cistos encontrados (Figura 13). Em contrapartida, outras moradias não possuíam a mesma 

estrutura, o que impossibilitou essa análise no momento das extrações, sendo essas análises 

realizadas somente no LRNH-IOC/Fiocruz.  Da mesma forma, no processamento realizado no 

IFAC, conseguimos analisar os líquidos dos cistos hepáticos em microscópio, logo após a 

extração. 

Os fígados foram lavados com solução fisiológica (0,9%) e analisados 

macroscopicamente a fim de identificar áreas com possíveis cistos hidáticos. Os fígados que 

apresentaram lesões compatíveis com a infecção por E. vogeli (perfil de lesões em alto-relevo 

caracterizadas por serem esféricas, semelhantes a bolhas translúcidas), foram submetidos à 

extração do conteúdo interno das lesões com auxílio de seringa de 1mL para possível 

visualização de ganchos rostelares e/ou protoescoleces do parasito. Uma parte desse conteúdo 

foi colocada entre lâmina e lamínula para análise em microscópio de campo claro a fim de 

visualizarmos formas evolutivas de Echinococcus sp. O restante do líquido extraído foi 

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

 

  

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Legenda: (A) inspeção macroscópica dos fígados de pacas; e (B) fígados para inspeção e registro fotográfico.  

Nota: Laboratório de Biologia do IFAC, Campus Xapuri, Acre. 

 

 

Figura 13 – Imagens representativas de laboratórios de campo desenvolvidos no Acre 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Legenda: (A) rotina noturna de inspeção macroscópica dos fígados de pacas recebidos em Sena Madureira, Acre; 

                e (B) materiais iluminados a base de luz de lanterna em Xapuri, Acre. 

Nota: Laboratórios de campo em regiões florestais de difícil acesso no Acre. 
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2.1.4 Processamento dos cistos para extração de DNA 

 

Todos os cistos hepáticos foram removidos (Figura 14) e armazenados em tubos 

plásticos (15mL) com etanol 70% na proporção 3:1. As amostras foram enviadas via transporte 

aéreo para o LRNH-LHPV-IOC/Fiocruz. O DNA total de cada cisto foi extraído utilizando o 

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as instruções do fabricante. 

 

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

 
 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Nota: cistos (ou camadas císticas) de Echinococcus sp. removidos com ou sem tecidos hepáticos circundados. 

 

2.1.5 Caracterização molecular e agrupamento de isolados de E. vogeli 

 

2.1.5.1 Extração de DNA e Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

Os líquidos hidáticos e as camadas dos cistos de E. vogeli foram submetidos à extração 

do DNA total com o QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).  

 

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

 

 Uma região parcial (~450pb) do gene mitocondrial codificador da subunidade I do 

citocromo c oxidase (cox1) foi utilizada para análise 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 

reações foram realizadas em um volume de 50 µL contendo 30-100 ng de DNA molde, 10 mM 
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de dNTP, 10 pmol de cada primer, 1,5 mM MgCl2, 1 U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, 

EUA) e tampão de PCR 1X sem MgCl2 (Invitrogen, EUA) (Sanchez et al., 2010). 

 

2.1.5.3 Gene do antígeno P-29 

 

 Também foi utilizada uma região parcial (~222 pb) do gene nuclear codificador do 

antígeno P-29, utilizando as condições da PCR e os iniciadores direto 5'-

CATTGCATCTAAAGTCGTGG-3’ (P-29f) e reverso 5'-ACATCAGAAGCTTCCGTCAG-3' 

(P-29r) descritos por Santos et al. (1992).  As amplificações foram realizadas em um volume 

de 50 µL contendo 30-100 ng de DNA molde, 10 mM de dNTP, 10 pmol de cada primer, 1,5 

mM MgCl2, 1 U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA), e tampão de PCR 1X sem MgCl2 

(Invitrogen, EUA). 

 As condições da PCR para ambos os genes foram as mesmas adotadas por Santos et al. 

(2012), sendo elas: desnaturação a 94ºC por 90 segundo; seguida de 35 ciclos a 94ºC por 30 

segundos, 55ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto; e uma etapa final de extensão de 7 

minutos a 72ºC foi realizada antes do término da PCR. 

Os produtos da PCR foram analisados após eletroforese em gel de agarose a 1% em 

tampão TBE 1X e coloração com GelRed. Os sinais de amplificação das amostras positivas 

para cox1 estavam de acordo com a visualização dos amplicons na região entre 400 e 500 pb 

(450 pb), assim como para P-29, onde a visualização dos amplicons se localizou na região 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 sequências foram obtidas no sequenciador automático Analisador de DNA ABI 

3730, da subunidade RPT01A de Sequenciamento Automático – IOC/RJ da Rede de 

Plataformas Tecnológicas Fiocruz. As sequências senso e antisenso obtidas de cada fragmento 

amplificado foram comparadas para a produção de uma sequência consenso com o programa 

SeqMan e editadas com o programa EditSeq (DNASTAR Inc.). As sequências resultantes foram 

comparadas (ferramenta BLAST-NCBI) com as sequências relacionadas ao E. vogeli 

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

 

As análises filogenéticas das sequências de E. vogeli foram desenvolvidas após 

alinhamento, análise da composição nucleotídica e o cálculo das médias das distâncias intra e 

interespecíficas entre as sequências com a utilização do algoritmo ClustalW (Thompson, 1994) 

do software MEGA X v11.0.8 (Tamura et al., 2021, p. 3022). As árvores foram construídas 

com a utilização do algoritmo de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) e as distâncias 

calculadas utilizando a estimativa de Kimura 2-parâmetros (Kimura, 1980). Para cada 

construção, a veracidade de cada ramo foi conferida por análise de bootstrap (500 repetições). 

Para a  construção da árvore baseada nas sequências de cox1, foram utilizadas as seguintes 

sequências disponíveis no GenBank: MK791154 a MK791184, AB208546, KX527916, 

NC009462, 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). 

 Já para a árvore filogenética baseada nas sequências de P-29, foram utilizadas as 

seguintes sequências 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 índices de diversidade molecular do número de sítios de segregação, o número e a 

diversidade de haplótipos, bem como a diversidade de nucleotídeos (π) 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 construção do fluxograma median-joining das 

relações entre os haplótipos. 
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2.2. Inquérito parasitológico  

 

2.2.1 Aspectos éticos II 

 

Este estudo foi realizado mediante as avaliações éticas do Comitê de Ética em Pesquisa 

com Seres Humanos - CEP Fiocruz/IOC, estando de acordo com o estabelecido nas licenças 

emitidas pelo comitê no referido período de trabalho sendo a mais vigente, sob tutela do 

Certificado de Apresentação de Apreciação Ética (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) (Apêndice A). 

 

2.2.2 Áreas de estudo II 

 

Esta investigação foi desenvolvida entre os anos de 2017 e 2019 nos municípios 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 Cazumbá-Iracema em Sena Madureira (Comunidade do Cuidado, 

9º09'12''S 69º02'01"W e Comunidade do Cazumbá, 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 realização 

                   do inquérito parasitológico 

 

Legenda: (A) mapa do Brasil evidenciando o estado do Acre; (B) mapa do Acre evidenciando a capital Rio Branco 

               e os municípios do estudo, Sena Madureira e Xapuri; (C) mapa do Acre evidenciando as áreas de estudo: 

               reservas extrativistas Cazumbá-Iracema e Chico Mendes localizadas nos municípios de Sena Madureira 

               e Xapuri, respectivamente. 
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O Seringal Boa Vista está localizado na Reserva Extrativista Chico Mendes (RESEX 

Chico Mendes) nos municípios de Rio Branco e Xapuri. Existem cerca de 43 colocações, 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 à RESEX Chico Mendes pode ser realizado por via terrestre pela Rodovia 

BR317, exceto no período chuvoso, quando o acesso se restringe somente até o extremo sudeste 

de Brasiléia. Essa rodovia, praticamente, contorna a área da reserva. Por via fluvial, é possível 

entrar na Reserva pelo Rio Xapuri e afluentes, exceto no período de seca, quando praticamente, 

não é possível a navegação devido ao baixo nível de água (Sousa, 2012). 

O acesso ao Seringal Boa Vista pelo período da seca (maio a dezembro) é realizado pelo 

ramal denominado Samaúma e no período da chuva pelo igarapé Espalha. No entanto, no 

período de inverno os moradores realizam caminhadas de até oito horas de viagem para chegar 

à cidade de Xapuri. Essa comunidade vive basicamente do extrativismo da castanha, borracha 

e agricultura de subsistência (arroz, feijão e milho) (Sousa, 2012). 

A Reserva Extrativista do Cazumbá-Iracema (RESEX do Cazumbá-Iracema) localiza-

se na bacia do rio Purus, no município de Sena Madureira. É uma Unidade de Conservação 

Federal com uma área de 750.794,70 ha, entre as coordenadas 09º01’–10º12’S e 68º50’–

70º11’W. A área da reserva é dividida em 10 Núcleos de Base, de acordo com a distribuição 

das famílias, ao longo dos rios e igarapés. Há 364 famílias na reserva, com média de quatro 

membros por família, que se distribuem em unidades produtivas denominadas colocações ou 

comunidades (áreas florestais de 300 a 500 ha localizadas dentro dos Núcleos de Base). 

A cidade mais próxima da Reserva é Sena Madureira, acessada a partir de Rio Branco, 

pela BR 364. O acesso à Reserva, a partir de Sena, dá-se pelo rio Caeté, em média 8 horas de 

barco para o núcleo da reserva, já em seu interior, há diversos igarapés que dão acesso às 

moradias mais dispersas, como o Santo Antônio, Canamary, Esperaí e Maloca. No verão 

amazônico (junho a setembro), os rios e igarapés possuem a navegabilidade muito reduzida ou 

interrompida e as principais vias de acesso são por meio do ramal 16 e o ramal 34, que liga a 

BR-364 às comunidades da reserva. A distância de Sena Madureira para o núcleo da reserva é 

de aproximadamente duas horas de carro. 
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2.2.3 Coleta e processamento das amostras de fezes humanas 

 

As amostras de fezes do estudo foram coletadas nos laboratórios de campo, após 

recrutamento dos indivíduos. Esses laboratórios foram montados nas Escolas Hermínio Pessoa 

e Escola José Siqueira, em Sena Madureira. No caso de Xapuri, as amostras foram obtidas sob 

coleta domiciliar. Após explicação dos objetivos do estudo aos moradores, foi coletada uma 

única amostra de fezes em recipiente plástico estéril de 50mL vazio. Cada amostra de fezes teve 

uma parte fixada em formalina a 10% o mais rápido possível. 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 especificações 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 

protozoários, utilizando os métodos sedimentação espontânea (Hoffmann et al., 1934) (Figura 

16B) e centrífugo-sedimentação (Blagg et al., 1955). No LRNH-LHPV/Fiocruz-RJ, cada 

sedimento fecal foi analisado entre lâmina e lamínula em microscópio óptico Eclipse E-200 

(Nikon, Japão) equipado com uma câmera digital Nikon DS-Fi1 (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 expedições ao Acre entre 2017 e 2019 com  

                    relação a execução dos exames parasitológicos de fezes 

                        

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Legenda: (A) Leitura de lâminas (Método Kato-Katz) – 2017; (B) Método sedimentação espontânea – 2019. 

Nota: Laboratórios de campo em: (A) Laboratório de Biologia do IFAC, Campus Xapuri, Acre; (B) Galpão 

               adaptado em Sena Madureira, Acre. 
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Além da coleta de fezes, foi aplicado a cada participante do estudo um questionário 

estruturado (Figura 17) no contexto da ENP, contendo também perguntas sobre dados 

demográficos. São elas: 

 

- Local de nascimento; 

- Sexo; 

- Idade; 

- Escolaridade; 

- Renda familiar;  

- Estado civil; 

- Número de filhos 

- Presença de cães na residência; 

- Atividade de caça para subsistência; 

- Hábitos alimentares com carne de animais silvestres; 

- Condições de saneamento básico; 

- Fonte de água para ingestão. 
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Figura 17 – Imagens representativas do trabalho de campo no Acre entre 2017 e 2019 com  

                    com a aplicação de TCLE e questionários  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Legenda: (A) Aplicação de TCLE e questionário epidemiológico em visitações no município de Xapuri, Acre – 

2018; (B e C) Aplicação de TCLE e questionário epidemiológico em visitações no município de Sena 

Madureira, Acre - 2019; (D) Aplicação de TCLE e questionário epidemiológico e em base de trabalho 

do município de Sena Madureira, Acre - 2019.  

 

A 

B 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Capítulo I 

 

Artigo aceito para publicação em 22/06/2021 na Revista do Instituto de Medicina Tropical de 

São Paulo (Anexo D) 

 

Este segundo capítulo refere-se ao inquérito parasitológico realizado em moradores de reservas 

florestais do Acre. Este resultado refere-se ao objetivo específico número 4. 
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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 

hosts1. 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 die2. 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 cycle3.  

 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 infection2, 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)4-6. To 

date, 138 cases of spurious infection have been reported in the literature7. 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 

 

Nota: esta tabela está denominada como “Table 1” devido a manutenção das informações da versão final do artigo 

          na Revista, porém, está 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)15. It is well-recognized that these animals are natural hosts of C. hepaticum in 

Brazilian biomes6,14. Previously, we reported finding C. hepaticum eggs in liver tissue from a 

free-ranging paca trapped in the Bujari permanent preservation area in Acre16. However, it 
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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 sanitation17. In this 

epidemiological scenario, school-aged children and adolescents are especially vulnerable to 

STH infections, causing significant physical, nutritional and cognitive impairment17. 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 Rondônia (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 (9º09'12''S 69º02'01"W), in the 
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Cazumbá-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 Acre18,19, 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 

houses19.  

 

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 sedimentation20 and centrifugal sedimentation21. Fresh 

unpreserved stool samples were examined by the Kato-Katz thick-smear technique22, 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-

Fi1 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. Versão 3.01, 

USA). Associations between the positivity of each parasite and the variables age, gender, 



57 

 

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 µm (length) 

and 37.5 ± 1.8 µm (width).  

 

Table 2 – Prevalence of intestinal parasites according to age groups and gender in forest reserve 

dwellers from Acre State, Brazil  

 

Legend: Neg = negative samples; Pos = positive samples; En = Endolimax nana; Ec = Entamoeba coli; Ib =  
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              Iodamoeba butschlii; Blast = Blastocystis sp.; Gd = Giardia duodenalis; Hook = hookworm; Al = Ascaris 

              lumbricoides; Ch = Calodium hepaticum; Ss = Strongyloides stercoralis; Tt = Trichuris trichiura. 

Nota: esta tabela está denominada como “Table 2” devido a manutenção das informações da versão final do artigo 

          na Revista, porém, está sendo referenciada na lista de tabelas como Tabela 4. 

 

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

                 sedimentation method21  

 

Nota: esta figura está denominada como “Figura 1” devido a manutenção das informações da versão final do artigo 

          na Revista, porém, está 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 Amazon5,19,27-29, our parasitological 

findings revealed that the studied population is exposed to intestinal parasites (protozoa and 

STHs). 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 Acrelândia18,19, as well as riverside settlements in the 

Southern Pantanal (Midwest macro region)23.  

 When considering protozoa transmitted via the fecal-oral route, E. nana showed higher 

positive rate, in accordance with previous studies18,19. 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 Acrelândia municipality (Acre)19. 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 results30. 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 worldwide31,32. 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 Oriximiná (Pará State)33 to 

20.0% in Confresa (Mato Grosso State)34. In Amazonas State, individuals living in rural areas 

such as Santa Isabel do Rio Negro show higher prevalence (10.2%)35 compared to that (0.7%) 

of urban residents in the Amazonas capital, Manaus27. 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 route19. Second, Blastocystis sp. is 

capable of infecting a broad host range, including pets, synanthropic and wild animals32. Local 

residents have close contact with all these animals. Third, they feed on game meat, a known 

method of Blastocystis sp. transmission34.  

 Out of 138 cases of spurious infection reported in the literature7, 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 populations15. 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 communities4-

6,13,14. 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 Amazon5,6,13, 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. hepaticum25. Although C. hepaticum eggs show 

morphometric differences according to different microenvironments (liver from different hosts 

or feces)4,5,14,24, we confirmed this species identification based on the morphological and 

morphometric determination of 100 eggs5,7. In Acre, it seems more likely that people get 

infected by eating paca meat, which is prized for its flavor26. 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)16.  

 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 Acrelândia19. 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 behavior36. 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 roles37. 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. trichiura27,28. 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 Acrelândia13. 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 geohelminths38. Moreover, this went against the expectation that A. lumbricoides is 

the most prevalent STH in Acre 38.  

 There is little consensus about the prevalence rates of S. stercoralis in Latin America39. 

In the Brazilian Amazon, it ranges between 5.6% (Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas 

State)35 and 2.6% (Acrelândia)18. 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 specimens40. 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 34,40. 

 

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 orientação 

 

Foram realizadas visitas domiciliares para entrega dos resultados e reforço na orientação 

dos participantes sobre as formas de transmissão e prevenção das enteroparasitoses. Essa 

orientação também incluiu professores da educação básica que residem e trabalham na floresta 

para que eles auxiliem a população na prevenção de helmintoses, uma vez que eles são 

propagadores de informação local. As orientações foram realizadas por meio da convocação 

dos profissionais na sede da Secretaria Municipal de Educação de Xapuri, no Instituto Federal 

do Acre e na Secretaria Municipal de Educação de Sena Madureira (Figura 19). 

Os indivíduos com resultados negativos foram informados quanto a estes resultados. Já 

os participantes que tiveram exames positivos, receberam assistência médica. Conforme 

acordado com a gestão pública local, os medicamentos foram doados pela Secretaria de Saúde 

do Município de Sena Madureira. 
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Figura 19 – Imagens representativas do trabalho de campo nas expedições ao Acre entre 2017 

e 2019 com relação ao desenvolvimento de palestras com profissionais da educação 

sobre a prevenção da equinococose e de outras helmintoses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Legenda: (A e B) capacitação com professores e pedagogos de escolas rurais do Município de Xapuri, Acre – 2017 

e 2018, respectivamente; (C) palestra aberta à comunidade escolar do Instituto Federal do Acre - 

Município de Xapuri, Acre - 2018; (D) capacitação com professores e pedagogos de escolas rurais da 

Secretaria Municipal de Sena Madureira, Acre – 2019. 

 

 

3.2 Capítulo II 

 

Esta segunda parte refere-se aos resultados e discussão atrelados aos objetivos 

específicos de caracterização molecular e análises filogenéticas realizadas em isolados de E. 

vogeli oriundos de pacas de reservas florestais do Estado do Acre. Sendo assim: 

 As populações residentes em reservas florestais do Estado do Acre praticam a caça para 

subsistência (Souza et al., 2021) e, nessa região, o animal terrestre de maior preferência é a paca 

(Valsecchi et al., 2014). Tais informações corroboram com nossos dados, uma vez que, além 

de os moradores se alimentarem da carne desse roedor, ainda ofertam suas vísceras para cães 

domésticos (Meneghelli et al., 1990).  

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

provenientes de Xapuri-AC e 03 de Sena Madureira-AC, todas com um mesmo perfil de lesões 

A B 

C D 



67 

 

caracterizadas por serem esféricas, semelhantes a bolhas translúcidas, compatíveis com 

infecção por Echinococcus sp. (Figura 20). As demais amostras não apresentaram alterações 

macroscópicas. Lesões semelhantes foram observadas em 2018, quando Bittencourt-Oliveira et 

al. relataram as mesmas características para um fígado de paca com E. vogeli proveniente do 

Estado do Mato Grosso do Sul. 

 

Figura 20 – Imagens de fígados de pacas do Acre com cistos de Echinococcus sp.  

 

 

 

  

Análise microscópica 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Legenda: Fígados de paca com cistos (setas) compatíveis com infecção por Echinococcus sp.  
 

 

 

Das 16 amostras positivas incluídas no estudo, 04 não apresentaram formas evolutivas 

de Echinococcus sp. no líquido extraído dos cistos. Esta característica já foi observada por 

D’Alessandro e Rausch (2008) que, ao analisarem cistos de Echinococcus sp., se depararam 

com metacestoides que não apresentavam formas evolutivas do parasito, importantes para o 

diagnóstico parasitológico no estudo em questão. Apesar de não chegarem a uma conclusão 

concreta sobre o ocorrido, os autores consideraram o metacestoide como uma possível forma 

atípica de E. granulosus. Ainda que não se tenha diagnosticado a espécie, a ausência de formas 

evolutivas do parasito no interior dos cistos, pode estar relacionada com a infertilidade destes 

cistos, sendo, portanto, incapazes de viabilizar a infecção 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 sequências 

de nucleotídeos obtidas para cox1 foram comparadas com outras sequências correspondentes 

disponíveis no GenBank, através da ferramenta BLAST, e demonstraram cerca de 99% de 

homologia com amostras de E. vogeli já depositadas. Com relação as sequências de P-29, foi 

observada uma homologia que variou de 95% a 97% com outras espécies do gênero 
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Echinococcus, uma vez que não se encontram sequências de E. vogeli depositadas no GenBank 

para o gene em questão.  

 São escassos os dados genéticos publicados sobre o E. vogeli e o presente estudo se une 

aos dois únicos trabalhos anteriores, também brasileiros, de Santos et al. (2012) e Daipert-

Garcia et al. (2019), com as raras informações sobre as estruturas genéticas populacionais deste 

helminto. Nossos resultados se assemelham aos de ambos, sobretudo no que diz respeito à 

demonstração da pouca migração do E. vogeli no Acre, ainda que a nossa estratégia de 

amostragem tenha incluído uma área geográfica mais restrita. Até essa nova constatação da 

presença de haplótipos compartilhados entre diferentes populações, parece refletir mais uma 

vez a ocorrência da retenção de polimorfismos ancestrais na dinâmica populacional de E. vogeli 

na Amazônia, não obstante a consciência para a necessidade de melhorias nas estratégias de 

amostragem que possam, cada vez mais, contribuir para inferências nesse sentido. Novas 

incursões que possibilitem aumentar o quantitativo de amostras e a amplitude geográfica de 

coletas, atreladas aos desafios do encontro do E. vogeli em animais silvestres, levando em 

consideração as dificuldades de acesso e condições sanitárias adversas dos locais de coleta, são 

necessárias para melhor compreensão do cenário 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 

e/ou geográfica mais profunda, uma vez que nenhuma diferenciação genética tem sido 

encontrada entre isolados coletados de humanos e animais silvestres (Santos et al., 2012; 

Daipert-Garcia et al., 2019), assim como já reportado para E. granulosus (Lymbery, 2017). Essa 

necessidade é reforçada, uma vez que a variabilidade genética intraespecífica se relaciona com 

fatores como, especificidade de hospedeiro, tempo de desenvolvimento, dinâmica da 

transmissão, sensibilidade à quimioterapia e capacidade de desenvolver doença (Thompson, 

2017).  

 Todas as novas sequências nucleotídicas cox1 geradas a partir deste estudo foram 

submetidas ao GenBank-NCBI (Anexo E). Os alinhamentos das sequências cox1 e P-29 de E. 

vogeli geradas com outras sequências de Echinococcus sp. disponíveis no GenBank estão 

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

outras sequências de Echinococcus sp. disponíveis no GenBank 
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Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Nota: Todas as sequências cox1 do estudo estão representadas por seu código de submissão no GenBank.  

          As sequências identificadas com “X” e “SM” são referentes aos municípios de Xapuri e Sena Madureira, 

          respectivamente. 
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Figura 22 – Alinhamento das sequências P-29 parciais de Echinococcus vogeli geradas com 

outras sequências de Echinococcus sp. disponíveis no GenBank 
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Fonte: Laboratório de Referência Nacional em Hidatidose (LRNH-IOC/Fiocruz-RJ). 

Nota: Todas as sequências P-29 do estudo estão representadas por LRNH E. vogeli variando entre “Seq 1-17”.  

          As sequências Seq13, Seq14 e Seq16 são referentes ao munícipio de Sena Madureira e as demais, de Xapuri. 

 

A árvore filogenética construída a partir das sequências de cox1 corroborou a 

identificação da espécie E. vogeli (Figura 23). Todas as sequências geradas no presente estudo 

formaram um clado monofilético bem suportado com outras sequências de E. vogeli disponíveis 

no Genbank (MK791154 a MK791185; KX527916; JX315616; AB20854; NC009462), exceto 

com a KX257618, sequência proveniente do cerrado brasileiro, mais precisamente do 

município de Corguinho, Mato Grosso do Sul (Bittencourt-Oliveira et al., 2018).  
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Figura 23 – Árvore filogenética gerada 

através do algoritmo Neighbor-Joining 

associado ao modelo de substituição de 2 

parâmetros de Kimura baseada nas 

sequências de 431 pb de cox1 para 

amostras de Echinococcus obtidas no 

presente estudo e disponíveis no 

Genbank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: a barra de escala representa uma distância 

de 0,01 substituições por sítio. Somente 

valores de bootstrap acima de 60 são 

mostrados. As amostras de Xapuri-AC 

(números de acesso: MZ969813 a 

MZ969824; OK157437) estão marcadas 

com um círculo e as de Sena Madureira-AC 

(números de acesso: MZ969825; 

OK157435 e OK157436), com um 

triângulo. 
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 Santos et al. (2012) relacionaram a distância territorial das populações de E. vogeli 

oriundas das Amazônia Oriental (leste) e Ocidental (oeste), como o possível fator responsável 

pela diversidade genética encontrada entre elas. Levando em consideração que nossa área de 

estudo se distancia cerca de 1700 a 1900 km do município de Corguinho em Mato Grosso do 

Sul, local de origem da sequência KX257618, e que ela se trata de E. vogeli oriundo de outro 

bioma, essa separação é plausível, dentro do contexto de informações genéticas intraespecíficas 

disponíveis para este helminto.

Apesar de Santos et al. (2012) e Daipert-Garcia et al. (2019) fundamentarem seus dados 

genéticos de posse de um maior número e/ou de uma maior divergência populacional de E. 

vogeli oriunda, inclusive, de diferentes hospedeiros e de localidades amazônicas distintas, 

nossas amostras demonstraram similaridade genética com todas as sequências de E. vogeli 

disponíveis no Genbank relacionadas à Amazônia brasileira, sobretudo com as do próprio Acre 

anteriormente depositadas: a de um cão doméstico infectado do município de Sena Madureira 

(acesso: KX527916) (Neves et al., 2017) e as de 32 humanos pós-cirurgia (acessos: MK791154 

a MK791185) oriundos de diferentes municípios do Acre (Bujari, Capixaba, Cruzeiro do Sul, 

Feijó, Manoel Urbano, Rio Branco, Sena Madureira e Xapuri) (Daipert-Garcia et al., 2019).  

 Embora regiões da Floresta Amazônica do Brasil sejam consideradas endêmicas para a 

ENP, poucos são os estudos realizados envolvendo o helminto E. vogeli em seus hospedeiros 

naturais, sejam definitivos ou intermediários (Meneghelli et al., 1990; Santos et al., 2012; 

Almeida et. al, 2013). No estado do Acre, incluindo as nossas regiões de estudo, estão presentes 

os fatores epidemiológicos que caracterizam a endemicidade da doença, tais como: presença do 

cachorro vinagre (D’Alessandro e Rausch, 2008; Souza, 2021), cães domésticos infectados 

(Neves et al., 2017) e pacas infectadas (Meneghelli et al., 1990; Almeida et al., 2013; 

Bittencourt-Oliveira, 2016), indivíduos com histórico de caça para subsistência (Souza et al., 

2021) e hábito da alimentação de cães domésticos com vísceras cruas de pacas (Meneghelli et 

al., 1986; Siqueira et al., 2007; Siqueira et al., 2013; Neves et al., 2017; Souza, 2021), além da 

ocorrência anterior de casos clínicos humanos confirmados de ENP (Daipert-Garcia et al., 2019; 

Souza, 2021) e/ou indivíduos com sorologia positiva residentes em áreas urbanas e rurais 

(Pastore et al., 2003a,b; Pereira, 2014; Souza, 2021). 
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  A divergência molecular entre as sequências de E. vogeli variou entre zero e 0,55%, 

sendo considerada baixa, como o esperado para comparações intraespecíficas. Esses resultados 

corroboram com os de Daipert-Garcia et al. (2019), embora tenham encontrado variação entre 

zero e 0,80% para populações de E. vogeli, que abrangiam, inclusive, nossa área geográfica. A 

análise revelou três sítios de segregação contendo quatro haplótipos, sendo um central (H1) e 

dois (H1 e H2) compartilhados entre as duas localidades do estudo (Figura 24), evidenciando o 

fluxo gênico na região provavelmente decorrente da proximidade entre elas. Nossos índices 

totais de diversidade haplotípica (HD) e diversidade nucleotídica (π) foram HD=0,64167 e 

π=0,00187 (Tabela 4), mais baixos que os obtidos nos estudos anteriores de Santos et al. (2012) 

(HD=N/A; π=0,0044) e Daipert-Garcia et al. (2019) (HD=0,796; π=0,0037) para sequencias 

cox1 de populações de E. vogeli.   

 

Figura 24 – Rede de haplótipos de parcimônia para Echinococcus vogeli com base na análise 

                   de sequências cox1 (401 bp) 

 

Nota: A frequência de cada haplótipo é indicada pelo tamanho dos círculos e os eventos mutacionais são indicados 

         por linhas transversais. 
 

 

 

Tabela 4 – Índices de diversidade molecular baseados no cox1 para as amostras de 

Echinococcus vogeli coletados em duas localidades do estado do Acre, Brasil 
 

 
Legenda: N: n° de sequências; S: n° de sítios de segregação; NH: n° de haplótipos; HD: diversidade haplotípica; 

π: diversidade nucleotídica; *Sequências de amostras provenientes de Sena Madureira. 
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As sequências parciais do gene P-29 geradas em todas as amostras do presente estudo 

não apresentaram diferenças nucleotídicas entre si, não havendo diversidade genética na região 

do gene analisada. A árvore filogenética construída a partir destas sequências de E. vogeli 

(Figura 25) demonstrou um clado monofilético bem suportado entre elas, dados genéticos 

escassos para este helminto, envolvendo este marcador, não disponibilizadas no GenBank, até 

o momento. Curiosamente, a sequência KF528664 de E. granulosus s.s. (G1) foi a espécie mais 

próxima no nosso clado monofilético, embora ela tenha se comportado mais divergente 

geneticamente das outras espécies do gênero que também compuseram a nossa árvore e a de 

Boubaker et al. (2014). Nossos resultados estão dentro do esperado no contexto de análises 

intraespecíficas de gene nucleares, uma vez que, ainda que não 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 sequência nuclear para a amostra de E. vogeli (“Seq17-01.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 sequência nuclear 

também foi incluída na análise filogenética. 

Echinococcus é um importante gênero de cestoides zoonóticos e, embora tenha sido 

revisado várias vezes, seu status taxonômico ainda é complexo. Os resultados derivados do 

DNA mitocondrial (mtDNA), a principal escolha para reconstrução filogenética do gênero, 

levaram a inconsistências significativas nas classificações anteriores das espécies com base nas 

análises fenotípicas (Saarma et al., 2009). Como fizemos no nosso estudo, Saarma et al. (2009) 

apontam que o mtDNA não deve ser usado como a única fonte de marcadores para inferir 

relações filogenéticas dentro do gênero Echinococcus, uma vez que os objetivos não devem ser 

restritos a uma reconstrução filogenética que reflita apenas linhagem materna, mas procurar 

descrever a história evolutiva em nível de espécie ou superior. 
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Figura 25 – Árvore filogenética gerada através do algoritmo Neighbor-Joining associado ao 

modelo de substituição de 2 parâmetros de Kimura baseada nas sequências de 219 

pb de P-29 para amostras de Echinococcus obtidas no presente estudo e 

disponíveis no Genbank 
 

 

Nota: A barra de escala representa uma distância de 0,01 substituições por sítio. Somente valores de 

bootstrap acima de 50 são mostrados. As amostras de Xapuri-AC estão marcadas com um círculo 

e as de Sena Madureira-AC, com um triangulo. A sequência gerada para amostra de Mato Grosso 

do Sul incluída no estudo, está marcada com losango. 
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CONCLUSÕES 

 

- Este é apenas o terceiro estudo na literatura sobre a estrutura genética e a variabilidade das 

populações de E. vogeli, analisando, sobretudo, o marcador nuclear P-29; 

- As sequências P-29 são conservadas para espécie E. vogeli podendo ser utilizada como alvo 

na identificação da espécie; 

- Cox1 é um bom alvo para análise de similaridade genética em sequências de E. vogeli; 

- A presença de geohelmintos e protozoários intestinais relaciona-se com as precárias condições 

sanitárias dos habitantes de Sena Madureira e Xapuri.  
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APÊNDICE A – Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

                              

 

 
Nota: os trechos em amarelo enfatizam a parte relacionada ao exame de fezes (artigo científico); página 1 de 3. 
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Nota: os trechos em amarelo enfatizam: a parte relacionada ao exame de fezes (artigo científico) e o papel do 

Comitê de Ética na pesquisa e andamento do trabalho; página 2 de 3. 
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Nota: TCLE, página 3 de 3. 
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APÊNDICE B – Questionário estruturado: Ficha epidemiológica para “Hidatidose” 
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ANEXO A – Licença permanente para coleta de material zoológico SISBIO – IBAMA 

                       

 

 
 

Nota: Licença número 13373-1; página 1 de 2. 
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Nota: Licença número 13373-1; página 2 de 2. 

 

 
 

 

 



100 

 

ANEXO B – Licença para atividades com finalidade científica SISBIO – ICMBio – MMA 

 

 

 
Nota: Licença número 68985-1; página 1 de 4. 
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Nota: Licença número 68985-1; página 2 de 4. 
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Nota: Licença número 68985-1; página 3 de 4. 
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Nota: Licença número 68985-1; página 4 de 4. 

 

 

 

 

 



104 

 

ANEXO C – Certificado de Apresentação de Apreciação Ética - CEP Fiocruz/IOC  

                       

 

 
 Nota: CAAE número 38091514.6.0000.5248; página 1 de 6. 
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Nota: CAAE número 38091514.6.0000.5248; página 2 de 6. 
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Nota: CAAE número 38091514.6.0000.5248; página 3 de 6. 
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Nota: CAAE número 38091514.6.0000.5248; página 4 de 6. 
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Nota: CAAE número 38091514.6.0000.5248; página 5 de 6. 
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Nota: CAAE número 38091514.6.0000.5248; página 6 de 6. 
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ANEXO D – Comprovação de aceite do artigo científico pela Revista do Instituto de Medicina 

                      Tropical de São Paulo 

                       

 

 
 

Nota: aceite informado, via e-mail, à minha coorientadora, Dra. Rosângela Rodrigues e Silva, em 22/06/2021. 
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ANEXO E – Comprovações dos aceites pelo GenBank dos depósitos das sequencias geradas 

                      no estudo  
 

 

 
 

 


