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RESUMO

NOGUEIRA A.P.A. IDENTIFICAC;AO DE UMA ESPECIE DE SPIROMETRA NO
PANTANAL: UMA ZOONOSE EMERGENTE. 2024. Tese de Doutorado -
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2024.

Interagdes entre humanos, animais e meio ambiente contribuem para a dispersao de patégenos,
0s quais podem infectar humanos e os animais, e dessa forma, ao desenvolvimento de zoonoses,
podendo transformar-se em surtos e epidemias, gerando transtornos a saude publica e
determinando grandes perdas econdmicas. Com a globalizacdo e consequente introducdo de
novos habitos alimentares, como consumo de carnes exéticas e suas formas de preparo, muitas
vezes cruas, torna-se previsivel a ocorréncia de contaminagdo de humanos, em futuro préximo,
com agentes desconhecidos ou mesmo ainda néo registrados. Formas imaturas sugestivas de
Spirometra sp. foram encontradas em répteis e anfibios na regido da Nhecolandia, no Pantanal
Sul Matogrossense, e careciam de melhor identificacdo e caracterizacdo morfoldgica e molecular.
Devido o seu potencial zoonético, foi imperativo determinar com precisdo esse agente etiolégico,
os fatores biolégicos e epidemiolégicos envolvidos. Esse parasito tem como hospedeiro definitivo,
canideos e felideos, e para completar o ciclo, necessita de dois hospedeiros intermediarios, sendo
0s primeiros copépodes, onde se desenvolve o procercoide, e os segundos, anfibios, répteis e
pequenos mamiferos que ingerem os copépodes infectados e desenvolve-se o plerocercoide ou
espargano. A predacdo desses segundos hospedeiros por canideos ou felideos, determina a
compleicdo do ciclo pelo estabelecimento da forma adulta de Spirometra no intestino delgado.
Porém a ingestéo do hospedeiro intermediario, portadores de asparganos, por outros vertebrados,
gue ndo os seus hospdeiros definitivos, na maioria das vezes, se tornam hospedeiros paraténicos.
Em relacao, aos humanos, a esparganose se instala ao ingerir o segundo hospedeiro infectado,
agua com copépodes contaminados, ou uso de cataplasmas de tecidos com formas de
esparganos, assim se tornando um hospedeiro acidental. O parasita apresenta distribuicéo
mundial, porém com maior ocorréncia nos paises asiaticos, onde é responsavel por sérios danos a
saude publica. Em determinadas regifes, a prevaléncia em hospedeiros definitvos pode chegar a
90%. Neste trabalho foi identificada e caracterizada a espécie de Spirometra encontrada na forma
de plerocercoide, em anfibios, serpentes e répteis capturados no Pantanal da Nhecolandia.
Formas de esparganos recuperadas em anfibios e répteis, capturados no Pantanal, foram
inoculados por via oral em quatro cdes e trés gatos, na tentativa de instalar uma infecgcéo
experimental e recuperacdo da forma adulta do parasita, que é a Unica forma de caracterizar a
espécie morfologicamente. Ap6s o periodo prepatente, 13 dias, formas adultas de Spirometra
spp. foram recuperadas nos animais experimentais, e posteriromente caracterizadas
morfologicamente em microscopias de luz e eletrdnica de varredura, também molecularmente,
pelo sequenciamento completo do gene coxl. Também foram realizadas analises filogenéticas e
delimitacdo de espécies através dos métodos ABGD, ASAP, GMYC, PTP e bPTP. Foi constatada
a ocorréncia de uma nova espécie de Spirometra em animais no Pantanal. Os caracteres
taxonémicos empregados para a descricdo do género sd@o fracos e relativamente subjetivos,
porém a analise molecular e os métodos delimitadores de espécie empregados foram unanimes
ao classificar o isolado como uma nova espécie de Spirometra.

Palavras-chave: Spirometra, zoonoses, esparganose, taxonomia integrativa.
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ABSTRACT

NOGUEIRA A.P.A. IDENTIFICATION OF A SPECIES OF SPIROMETRA IN THE
PANTANAL: AN EMERGING ZOONOSIS. 2024. Tese de Doutorado -
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2024.

Interactions among humans, animals, and environment contribute to the dispersion of pathogens
that can infect both humans and animals, leading to the development of zoonoses. This can result
in outbreaks and epidemics, causing disturbances to public health and significant economic losses.
With globalization and the consequent introduction of new dietary habits, such as the consumption
of exotic meats and their often-raw preparation methods, it becomes predictable that contamination
of humans by unknown or even unrecorded agents will occur in the near future. Immature forms
suggestive of Spirometra sp. were found in reptiles, amphibians, and snakes in the Nhecolandia
region of the Pantanal in Southern Mato Grosso, and they required better identification and
morphological and molecular characterization. Due to their zoonotic potential, it was imperative to
precisely determine this etiological agent and the biological and epidemiological factors involved.
This parasite has canids and felids as its definitive hosts and requires two intermediate hosts to
complete its life cycle: the first are copepods, where the procercoid develops, and the second are
amphibians, reptiles, lizards, and small mammals that ingest the contaminated copepods, in which
the plerocercoid or sparganum develops. The predation of these second intermediate hosts by
canids or felids completes the cycle by establishing the adult form of Spirometra in the small
intestine. However, the ingestion of the intermediate host, which carries sparganum, by other
vertebrates that are not its definitive hosts often leads to them becoming paratenic hosts. In
humans, sparganosis occurs when ingesting the contaminated second host, contaminated water
containing copepods, or using poultices made from tissues with sparganoid forms, thus becoming
an accidental host. This zoonotic parasite has a worldwide distribution, with a higher concentration
in Asian countries, where it is responsible for serious public health issues. In certain regions, the
prevalence in definitive hosts can reach up to 90%. In this study, the species of Spirometra sp.
found in the plerocercoid form in amphibians, snakes, and reptiles captured in the Pantanal of
Nhecolandia was identified and characterized. Forms of sparganoids recovered from shakes,
amphibians, and reptiles captured in the Pantanal were inoculated into four dogs and three cats in
an attempt to establish an experimental infection and recover the adult form of the parasite, which
is the only form capable of morphologically characterizing the species. After the prepatent period of
13 days, adult forms of Spirometra spp. were recovered from the experimental animals and
subsequently characterized morphologically using light and scanning electron microscopy, as well
as molecularly by complete sequencing of the cox1 gene and phylogenetic analyses and using the
species delimitation methods ABGD, ASAP, GMYC, PTP, and bPTP. The occurrence of a new
species of Spirometra sp. in animals from the Pantanal was confirmed. The taxonomic characters
used for this genus description are weak and relatively subjective; however, the molecular analysis
and the species delimitation methods employed unanimously classified the isolate as a new
species of Spirometra.

Keywords: Spirometra, zoonosis, sparganaosis, integrative taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Interagdes entre humanos, animais e meio ambiente ocorrem de maneira
diversa e complexa. Podem contribuir para dispersao de varios patégenos que
podem infectar o homem e os animais, e dessa forma, contribuir para o
desenvolvimento de zoonoses e outras doengas que podem constituir novos
surtos e epidemias, gerando transtornos a saude publica e determinando grandes
perdas econdémicas.

Dentre os patdégenos transmitidos por alimentos, e potencialmente
zoonGticos, aqueles de origem animal, destacam-se como 0Ss maiores
responsaveis por surtos (BRASIL, 2010), sendo importante causa de morbidade e
mortalidade, e caraterizados como um problema emergente em saude publica.
Estima-se que devido as transformacfes globais, crescimento da populacao,
pobreza, exportacdo de alimentos e ragbes animais, esse problema aumente
ainda mais nos proximos anos (BRASIL, 2019).

A zoonose parasitaria transmitida por alimentos de origem animal mais
frequente é a cisticercose (ALMEIDA et al., 2006), responsavel pela Teniase
humana, sendo o homem o Unico hospedeiro definitivo. A infeccdo ocorre pela
ingestado de cisticercos de Taenia saginata ou T. solium. O homem pode atuar
como hospedeiro intermediario, quando ingere ovos de T. solium, desenvolvendo
a cisticercose (SANTOS E BARROS, 2009).

Outra parasitose com impacto em saude publica é a Anisaquiase,
transmitida através da ingestdo de frutos do mar crus ou malcozidos, € uma
importante e emergente zoonose devido ao aumento do consumo de “sushi’ e
“sashimi” (BROGLIA E KAPEL, 2011). Seus principais agentes etioldgicos séo
larvas dos nematodas Anisakis simplex, Pseudoterranova decipiens e
Contracaecum osculatum. Ao infectarem humanos, causam sintomas de
formigamento na garganta, dor abdominal, nduseas e anafilaxia (PRATA, 1999).

A Triquinelose, causada por Trichinella spp., € uma zoonose de grande
relevancia para a saude publica e quando acomete o homem, através da ingestao
de carne infectada crua ou malcozida, causa desde quadros digestivos, até
nefrite, pneumonia, meningite, encefalite e miocardite, devido a migracdo

sistémica das larvas (PEGORINI et al., 2005). Embora ndo ocorra no Brasil, é
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endémica na Argentina (RIBICICH et al, 2005), e alvo de inspe¢do constante na
carne suina brasileira, devido a barreiras sanitarias e comerciais (BRASIL, 2002).

Além de causar sérios danos a saude, essas parasitoses sao responsaveis
por importantes prejuizos econ6micos, a exemplo da cisticercose que €
responsavel pela principal causa de condenacéo de carcacas bovinas abatidas no
Brasil (ALMEIDA et al., 2006).

Da classe cestoda, outro causador de zoonose é Dibothriocephalus latus,
tendo o salmdo como principal e mais frequente hospedeiro paraténico, pode
levar humanos a quadros de anemia megaloblastica, distensdo abdominal,
flatuléncia, cdlicas e diarreia, cuja infeccdo ocorre pelo consumo de peixes crus
ou malcozidos, contendo o plerocercoide em sua musculatura. O homem,
canideos, felideos e ursos atuam como hospedeiros definitivos (PRATA, 1999).

A calsse cestoda representa um grupo peculiar devido sua habilidade de
parasitar a maioria dos grupos de tetrapodes, incluindo o homem. Depois de um
longo periodo de negligéncia, esse grupo que era de ocorréncia
predominantemente em animais selvagens comecou a chamar a atencao da
comunidade cientifica e de saude devido ao niumero crescente de casos humanos
relatados, principalmente apds a popularizacdo de consumo de carnes cruas em
paises desenvolvidos (SCHOLZ et al., 2019).

Dentre esses, tém se destacado como zoonose parasitaria transmitida por
alimentos, particularmente o género Spirometra, caracterizando-se por ocorrer em
regides alagadas ao redor do mundo. Os parasitos desse género apresentam
ciclo que envolve principalmente a ingestdo de carne crua ou malcozida dos
hospedeiros intermediarios ou paraténicos e dessa maneira representa potencial
zoonGtico, apresentando relatos de graves patogenias em seres humanos
(SHIRAKAWA et al., 2010).

Formas parasitarias com caracteristicas morfolégicas de plerocercoides de
Spirometra spp. foram observados em serpentes, répteis e anfibios na regido do
Pantanal (dados ndo publicados), porem careciam de melhor identificacdo e
caracterizacdo morfolégica e molecular, de tal forma a gerar conhecimentos sobre
tais organismos parasitos, nas condicdes da regido, para uma eventual
necessidade de intervencdes no caso de seus registros em humanos. Portanto

necessario conhecer ndo apenas o agente etioloégico, mas fatores bioldgicos e
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ambientais que interagem na epidemiologia desses agentes, por ora
desconhecidos do sistema de saude em nosso pais.

Considerando a grande diversidade de hospedeiros examinados nas
condi¢des do Pantanal, que albergam formas imaturas infectantes desse género
reconhecido como zoondtico, assim como a recente introducéo da pratica de caca
ao javali e as “aventuras gastronémicas” se disseminando na populacdo, como o
consumo de carnes exoticas e suas formas de preparacdo, por exemplo o
consumo de carnes de peixes e de jacarés cruas preparadas rusticamente nos
barcos de pesca em condicbes de higiene inadequadas torna previsivel a
ocorréncia de infeccdo de humanos, em futuro préximo, com agentes
desconhecidos ou mesmo ainda nao registrados, justificando a necessidade do
estudo dessa parasitose na regido pantaneira.

O presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar a(s)
espécie(s) de Spirometra spp. encontradas na forma de plerocercoide, em
anfibios e répteis capturados no Pantanal da Nhecolandia, Mato Grosso do Sul,
Brasil. Para atingir os objetivos, foram empregadas técnicas de taxonomia
integrativa, agregando aspectos morfologicos, e moleculares, pela inducdo de
infeccdo experimental em cdes e gatos domeésticos, como estratégia para

identificacdo segura dos espécimes adultos.

2. REVISAO

A classificacdo taxondmica no género Spirometra tem sido controversa e
sujeita a mudancas de nomenclatura, bem como a questionamentos quanto a
validacdo de algumas espécies. Alguns autores apontam que espécies idénticas
estdo descritas com nomenclatura diferentes, além de destacar a alta
variabilidade intraespecifica e a fragilidade, ou mesmo auséncia de caracteres
taxondmicos diagnésticos (KUCHTA et al., 2015 e 2021; JEON et al., 2016a).
Originalmente, foi classificada como um subgénero de Diphyllobothrium, sendo
posteriormente reclassificado como um género independente (ZHANG et al.,
2015b).

A identificacdo taxondmica das espécies baseada em frageis caracteres

morfolégicos, implica em sérias imprecisbes diagnosticas. Devido a essas
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divergéncias, ferramentas moleculares tém sido amplamente utilizadas para
elucidar a validacdo das espécies de Spirometra (BADRI et al., 2017), portanto,
torna-se urgente uma revisdo das espécies descritas para uma adequada
organizagéo da classificacado deste género.

O parasito apresenta um ciclo biolégico complexo envolvendo trés
hospedeiros: pelo menos dois intermediarios e um definitivo. A forma adulta é
encontrada no intestino delgado de canideos e felideos, que liberam ovos néo
embrionados nas fezes. Em contato com o ambiente, 0os ovos se tornam
embrionados e, ao alcancarem a agua, ocorre a ecloséo, liberando o coracidio,
gue sdo ingeridos por copépodes, seus primeiros hospedeiros intermediarios. Na
cavidade do corpo desses hospedeiros, o coracidio se desenvolve na larva
procercoide. Ao ingerirem copépodes infectados, anfibios, répteis, passaros ou
mamiferos tornam-se segundos hospedeiros intermediarios ou paraténicos. A
larva penetra na parede intestinal em direcdo a musculatura ou 6rgaos internos,
desenvolvendo-se na larva plerocercoide ou espargano. Canideos e felideos
ingerem o segundo hospedeiro intermediario infectado e assim, desenvolve-se o
adulto em seus intestinos (REGO e SCHAFFER, 1992; SILES-LUCAS e
HEMPHILL, 2002; COSTA et al., 2019; KUCHTA et al. 2021). Adicionalmente, os
hospedeiros intermedidrios secundarios podem ser ingeridos por outros
hospedeiros paraténicos, como primatas ndo humanos, suideos, aves, e
roedores.

O homem se torna um hospedeiro erratico, quando ingere hospedeiros
intermediarios ou paraténicos (LESCANO e ZUNT, 2013), ou tecidos destes na
forma de carne crua ou malcozida e também pela utilizacdo de cataplasmas
desses hospedeiros. A esparganose também pode ser contraida pela ingestdo de
agua contaminada com copépodes infectados. O plerocercoide se desenvolve em
tecido subcutaneo, adiposo, muscular, e érgdos como cérebro, espinha, bexiga,
rins, pulmdes, olhos, figado, coracdo ou cavidade abdominal dos hospedeiros
paraténicos (KUCHTA et al., 2015; KUCHTA et al., 2021).

Cada fase do ciclo apresenta caracteristicas epidemioldgicas,

morfologicas, bioldgicas, e patoldgicas distintas, que estédo descritas a seguir:

2.1 Ovos
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Caracterizam-se por serem operculados, de coloracdo variando entre
castanho escuro, marrom claro ou amarelado, elipticos, com polos assimétricos
(um afilado e um arredondado, ou em formato de cone), e pleomorfismo
generalizado, mesmo observados através da mesma técnica de preparagdo
(SCIOSCIA et al., 2014; URIBE et al., 2021; FERRAZ et al., 2020; SAHOO et al.,
2018).

O tamanho dos ovos foi similar em diversos trabalhos, trazendo exemplos
como: 60 x 44um (FERRAZ et al., 2020); 60,72 x 33,38um (URIBE et al., 2021);
66,64 x 37,11um (SCIOSCIA et al., 2014); 60 x 40um (UGARTE et al., 2005, 83);
61-65 x 31-33um (NATH et al., 2021); 66 x 40um (WANG et al., 2012); 55-66 x 27-
41pm e 53,4 x 30,3um (SIANTO et al., 2014); 51-58 x 31-36pum (GRESSLER et
al., 2016); 58,8 x 33,6um (VIZCAYCHIPI et al., 2016).

Por microscopia eletrbnica, o ovo é descrito com formato eliptico,
extremidades levemente pontiagudas, laterais ligeiramente curvadas e com
muitos poros na superficie (CHEN et al., 2022).

Em uma reproducédo experimental com caes, os ovos foram encontrados a
partir dos 19 dias e durante nove meses de avaliacdo. A producédo diaria de ovos
nas fezes apresentou flutuacdo ciclica, com picos a cada 3 a 4 semanas
intercaladas com periodos de varios dias sem liberacdo de ovos, 0 que
provavelmente ocorre devido ao fato de uma quantidade de proglétides que
estavam produzindo grande quantidade de ovos se libertarem e em seguida,
eliminadas pelo intestino (OPUNI & MULLER, 1974).

2.2 Coracidio e Procercoide

Existem poucos estudos acerca da infeccdo por Spirometra nessas fases
larvais. O coracidio tem formato oval, medindo entre 80-90um de diametro com a
membrana embrionaria ciliada (LIU et al., 2015b), e quando ingeridos e
transformados em procercoides, levam entre 3 a 21 dias para se desenvolverem
no hospedeiro, a depender da temperatura da agua (CHERVY, 2002).

Copépodes do género Cyclops, Diacyclops, Ectocyclops, Leptocyclops,
Macrocyclops, Megacyclops, Mesocyclops, Microcyclops, Paracyclops e
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Thermocyclops, foram confirmados como primeiros hospedeiros intermediarios de
Spirometra, por infec¢des naturais ou experimentais (KUCHTA et al., 2024).

Na China foi relatada uma prevaléncia de 3,5% de procercoides no
copépode Mesocyclops leuckarti, com intensidade de 3 a 5 procercoides por
copépode (LIN et al.,, 2010). Em uma regido na Ucrania, copépodes de dois
acudes habitados por Martas (Martes martes) infectadas por plerocercoides foram
estudados para pesquisa de procercoides. A infeccao foi constatada, embora
fossem necessarios exames moleculares para confirmacdo  da espécie
(RUBTSOVA e HECKMANN, 2020), uma vez que a identificacdo em nivel de
espécie utilizando ferramentas morfolégicas € impossivel nesses estagios do
parasito (SCHOLZ et al., 2019).

2.3 Plerocercoide ou Espargano

2.3.1 Caracteristicas do plerocercoide

O metacestoda de Spirometra é caracterizado por ser uma larva
plerocercoide, pois apresenta desenvolvimento parcial de escélex e estruturas
gue se desenvolverao em bétrias (CHERVY, 2002). Nessa fase, € o causador da
esparganose, doenca em que o plerocercoide se aloja em tecidos no homem
(KUCHTA et al., 2015) e sdo denominados esparganos (SCHOLZ et al., 2019).

Os plerocercoides podem permanecem viaveis por mais de 12 horas
(RUBTSOVA e HECKMANN, 2020). O corpo dessa larva apresenta coloracdo
amarelada e po6s fixagdo em etanol torna-se esbranquicado e opaco, com
aparéncia solida e pseudosegmentada (CHI et al., 1980; KAVITHA et al., 2013;
RUBTSOVA e HECKMANN, 2020). Macroscopicamente, tem aspecto leitoso,
enrugado e achatado, encurtando de 3 a 8 vezes e aumentando
consideravelmente sua largura quando em solugdo salina (NELLI et al., 2014).
Estudos na China, observaram esparganos medindo de 1 a 13cm de comprimento
por 0,5 a 2,5mm de largura (ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015b) e no Sri
Lanka, medindo entre 1 e 10cm (SILVA et al., 2022) com a parte anterior mais
larga e apresentando dois sulcos longitudinais, as botrias. Microscopicamente,

apresentavam cuticula. O tecido subcuticular e parenquimatoso é preenchido por
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feixes musculares dispostos aleatoriamente ou formando uma rede (KAVITHA et
al., 2013).

No escdlice, situa-se a fissura botrial, que mede aproximadamente 0,2mm
de largura por 0,4mm de comprimento. O tegumento é bem desenvolvido tendo
espessura de 0,007 a 0,008mm, sem vilosidades (NELLI et al., 2014).

Em um estudo histopatoldgico da esparganose, CHI et al. (1980) relataram
gue o tamanho do plerocercoide varia muito em cada caso. Em seu estudo, foram
observados espécimes com 2,5cm x 0,2cm, até 45cm x 0,8cm, sugerindo que o
tamanho pode ser influenciado pelo tipo do tecido em que se aloja. Esses autores
descreveram o0 parasito como plano, espesso, com tegumento eosinofilico
levemente ondulado sobrepondo uma camada de células subparenquimatosas
orientadas radialmente, com uma camada muscular longitudinal. Canais
excretores foram identificados nas regides laterais do parénquima. Existiam
corpos calcarios no parénquima entremeados aos feixes musculares dispostos
perpendicularmente a superficie do parasito. Sec¢Bes longitudinais mostraram
uma invaginagao superficial do tegumento, bem como os canais excretores e 0s
corddes nervosos (CHI et al., 1980).

Em microscopia eletrbnica de varedura, foi observado que o escélice do
plerocercoide € plano, ndo segmentado, com a regido anterior larga, estrias
horizontais e uma aparente depressao nessa extremidade (CHEN et al., 2022).

HATSUSHIKA e OKINO (1987) descreveram detalhes do protoescélice do
plerocercoide através de andlises morfolégicas em microscopia de luz, corados
pela Hematoxilina de Delafield e por microscopia eletronica de varredura. Os
autores relataram 0s movimentos de expansdo e contracdo do escdlice,
destacando o formato eliptico (“formato de colher”’) como pequenas porcdes
protuberantes na superficie ventral e dorsal, que se estendem em torno de 0,3mm
a partir da porcdo apical, e consideraram como boétria em desenvolvimento
incompleto. A fossa frontal claramente reconhecida na regido superior apical,
apresentava uma abertura em torno de 8um de diametro. Toda a superficie do
escolice é densamente coberta por microtriquias.

MORALES et al. (2022) descreveram plerocercoides alongados, cbnicos e
pseudo-segmentados, com medidas aproximadas de 0,5mm de largura x 40mm
de comprimento, com grande mobilidade nos movimentos de expansdo e

contracdo, além de discreta invaginacdo no escolice primitivo. Em coloracdo de
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hematoxilina e eosina apresentou camada tegumentar com microvilosidades,
camada de células musculares e camada de tegumento. No parénquima, feixes
musculares longitudinais, fibras mesenquimatosas, canais excretores e
corpusculos calcareos, além de auséncia de 6rgéos reprodutores.

A maioria das amostras clinicas de esparganos ndo foram caracterizadas
molecularmente e nem possuem material depositado para novas analises
(SCHOLZ et al.,, 2019). Esses autores também mencionaram que a pobre
descricdo taxonOmica e classificacdo de muitos casos podem ter ocorrido
erroneamente, a exemplo de relatos de ocorréncia de Spirometra
erinaceieuropaei na Europa, baseado apenas na descricdo morfoldégica de um

plerocercoide.

2.3.2 Epidemiologia

A Spirometra sp. é considerada eurixena, o que significa que sua baixa
especificidade de hospedeiros contribui para a dispersdo e manutencdo do
parasito em determinadas localidades, além de ocasionar eventuais infeccfes
humanas (KUCHTA et al., 2015).

Humanos nédo sao hospedeiros definitivos e ndo desenvolvem a fase adulta
do parasito e desta forma caracterizam-se como hospedeiros intermediarios
erraticos (KUCHTA et al., 2015).

Os fatores de risco para a ocorréncia da esparganose humana envolvem a
ingestdo de carne crua ou malcozida de hospedeiros intermediarios como
anfibios, répteis, aves, pequenos mamiferos, entre outros; ou ainda pela ingestéao
de agua de rios e lagos contendo copépodes infectados, que sao ingeridos
juntamente a agua; e o contato direto com a carne crua contaminada de um
hospedeiro intermediario com olhos, mucosas, feridas abertas, especialmente
atraves da utilizacdo de cataplasmas, uma pratica comum na medicina tradicional
oriental (PAMPIGLIONE et al., 2003). Dessa forma, para evitar a infeccdo, deve-
se ingerir carne bem passada, dgua tratada e ndo permitir contato de mucosas
com carnes cruas. A carne contaminada congelada a -12°C por pelo menos 5 dias
ou bem cozida elimina o parasito (KUCHTA et al., 2020).

Aguas de estacio de tratamento também podem ser fontes de infeccdo e

devem ser monitoradas frequentemente. Em uma estacéo de tratamento de 4gua
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potavel na Malasia, ovos de Spirometra sp. foram encontrados na agua nao
tratada, no entanto na planta final, onde a agua estava totalmente tratada e nos
canais de distribuicdo, essas formas estavam ausentes (RICHARD et al., 2016).

A esparganose humana tem sido relatada em varias partes do mundo. O
primeiro caso humano foi diagnosticado na China, em 1882. Existem mais de
1600 casos registrados, com a maioria na China, concentrando mais de mil casos
(LU et al., 2014), seguido por Japéo (400 casos), Coreia (119 casos), Tailandia
(52 casos), paises do sudeste asiatico (Indonésia, Laos, Filipinas, Vietnam), india,
Estados Unidos, e com menor frequéncia na América do Sul, Europa, e Africa
(LIU et al., 2015b). Ocorre com mais frequéncia na Asia por algumas tradi¢cbes
regionais estarem associadas a fatores de risco, como ingestdo de pratos
exoticos contendo carne de anfibios e répteis, e praticas como tratamentos com
cataplasmas (LESCANO e ZUNT, 2013). Um estudo realizado em 2015 registra
11 casos na Europa (Republica Tcheca, Franca e Italia), 16 casos na América do
Sul (Argentina, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Panam4, Paraguay, Uruguai e
Venezuela), 30 casos na Africa (Congo, Gabdo, Kenya, Libéria, Madagascar,
Tanzania, Uganda, Zimbabwe), 4 casos na Australia e em torno de 70 casos nos
Estados Unidos, além de alguns casos na América Central (Caribe, Belize e Porto
Rico) (KUCHTA et al., 2015).

Um inventario realizado com 1061 casos de esparganose em humanos
entre 1959 e 2012, na China, o pais que concentra 60% de todos o0s casos ja
registrados, mostrou que em 43,1% dos casos a larva se instalou no tecido
subcutaneo ou muscular, 31% nos olhos, 17,9% no sistema nervoso central
(SNC), 3,9% no trato génito-urinario e 3,2% em visceras. Quanto aos fatores de
risco associados, 54,6% dos casos foram transmitidos através de contato, 33,8%
por via alimentar e 11,5% pela ingestdo de &gua contaminada. Quando
confrontados o local de alojamento da larva e o modo de transmissdo, a maioria
dos casos de ocorréncia no SNC e outras visceras (70% e 82,8%) foram
transmitidas através de ingestdo de carne crua ou mal passada de hospedeiros
infectados. Essa forma de infeccdo também foi responsavel pela maioria dos
casos em que a larva se aloja no tecido subcutaneo ou muscular de abdémen ou
membros inferiores (62,7% e 62,9%); quando nos membros superiores, regiao
maxila-facial e olhos, a transmissdo se da principalmente por contato direto

(76,9%, 90,4%, 90,1% respectivamente). Esse estudo também revelou que a
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forma de transmissédo predominante naquela regido vem caindo com o passar do
tempo, sendo que até o ano de 1979, 83,8% eram transmitidos por contato e que
esse numero em relacdo aos casos apd6s o ano 2000 representa 18,1% dos
casos, enquanto que a transmissdo alimentar aumentou de 7,3% até 1979 para
63,9% apos 2000; também houve pequeno aumento em relacdo a ingestdo de
agua contaminada, de 8,9% para 11,5%. A espécie dominante nessa regiao é de
S. erinaceieuropaei (LU et al., 2014).

Na Tailandia, entre 1943 e 2004, foram registrados 34 casos de
esparganose humana (WIWANITKIT, 2005). Em quatorze casos foram
identificados fatores de risco, sendo doze com historico de ingestdo de agua
contaminada, cinco com histoérico de ingestao de carne de anfibio ou réptil e dois
casos com historico de uso de cataplasmas (alguns casos apresentaram mais de
um fator de risco envolvido). A larva se alojou na regido ocular em dezessete
casos, dez no tecido subcutaneo, cinco no SNC, um na orelha, um no pulmao, um
intraperitoneal e um intradsseo, sendo este 0 Unico caso ja reportado
(WIWANITKIT, 2005). Ainda na Tailandia, outros 52 casos registrados, 27 foram
atribuidos a mulheres, e quinze a homens; nos demais casos nao havia registro
de sexo. A maioria dos pacientes apresentava apenas uma lesdo causada pelo
espargano, trés deles, dois esparganos e dois pacientes, trés lesdes; as lesdes
no tecido subcutaneo representaram a maioria dos casos (46%), as lesbes
oculares representaram aproximadamente 1/3 dos casos (34,6%) e 13% estavam
alojados no cérebro, e também haviam registros em locais raros, como em ovario,
pulmdes, e mucosa labial. Assim como, no trabalho descrito por LU et al. (2014)
na China, os casos de esparganose ocular representavam 51,7% até o ano de
1990, reduzindo drasticamente para 13% ap0s esse periodo, 0 que o autor atribui
a reducdo de praticas de medicina tradicional como cataplasmas de anfibios
frescos para tratamento dos olhos (ANANTAPHRUTI et al., 2011).

Estudos em diversos paises como lItalia, Japdo e Gana, registraram fatores
de risco similares como ingestdo de carne crua de hospedeiros como javalis,
anfibios, répteis, e ingestado de agua sem tratamento (LEE et al., 2010; LIU et al.,
2015a; SONG et al., 2015; KIM et al., 2017; KUDO et al., 2017).

Na Coreia, um trabalho desenvolvido com 50 casos de esparganose
humana identificou 35 casos de plerocercoides de S. erinaceieuropaei e 15 casos

de S. decipiens, entre 1979 e 2009. Esse estudo utilizou materiais que se
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encontravam armazenados em institutos de pesquisa e hospitais de diversas
regides da Coreia (JEON et al., 2015).

Um inquérito sorolégico na Coreia revelou que a soropositividade para
esparganose foi cinco vezes maior no homens (3,4%) do que nas mulheres
(0,7%), devido a habitos alimentares e atividades masculinas (LEE et al., 2016).

Sugere-se que essa parasitose também possa ter transmisséo vertical,
devido o relato de um bebé recém nascido diagnosticado com um espargano
medindo em torno de 475mm do tecido subcutdneo préximo a orelha esquerda
(LU et al., 2014).

No Brasil, ha quatro casos humanos registrados: o primeiro no Rio Grande
do Sul, em 1967 (FROES, 1967), dois no estado de Séo Paulo em 1968 (MACIEL
e HADDAD, 1968) e 1996 (GOMES et al.,, 1996) e um em Santa Catarina em
2011 (MENTZ et al., 2011). O caso mais recente, se tratou de esparganose
ocular, e foram retirados trés plerocercoides por excisdo cirargica; um deles
apresentou migracdo frequente ao longo de dois anos, passando pela regido
periocular, e subpalpebral (MENTZ et al., 2011). No penultimo caso (GOMES et
al., 1996), em uma zona rural no interior do estado de Sédo Paulo, a paciente
apresentava dores abdominais, febre, mal estar, nauseas e vomitos, além de
processo inflamatério na regido umbilical. O parasito foi identificado como
plerocercoide de Spirometra. A paciente também apresentava peritonite difusa
porém nédo foi encontrado mais nenhum exemplar embora houvesse perfuracao
do intestino delgado. O hemograma apresentou eosinofilia acentuada (GOMES et
al., 1996). Ambos os casos foram de residentes em zona rural, com historico de
ingestdo de carne crua de porco, como salsicha, linguica e toucinho, além de
carne de caca de paca, quati e tatu, e consumo de 4gua de nascentes e sem
tratamento (MENTZ et al., 2011; GOMES et al., 1996).

A literatura cita grande quantidade de hospedeiros, em varias regifes do
mundo, incluindo macaco (Macaca fascicularis), na Espanha (importado das llhas
Mauricio) (BAUCHET et al., 2013), javalis (Sus scrofa) provenientes de caca, na
Polénia (SOBOCINSKA et al., 2016), Javali Africano do Deserto (Phacochoerus
aethiopicus) na Tanzéania (OPUNI e MULLER, 1974; OPUNI e MULLER, 1975),
anfibios (Rana limnocharis e Rana nigromaculata, R. Rugulosa, R. temporaria)
répteis (Ptyas dhumnades, Elaphe carinata, Elaphe taeniura, Elaphe
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quadrivirgata, Enhydris chinensis) na China (ZHANG et al.,, 2014, LIU et al.,
2015a; CHEN et al., 2022) e no Japao (HATSUSHIKA e OKINO, 1987), anfibios
(Rana rugulosa, R. tigrina) em Myanmar (JEON et al., 2018b), répteis das
espécies Natrix tessellata e Macrovipera lebetina, na Arménia (NELLI et al.,
2014), cobras “russell’'s black viper’ na india (KAVITHA et al., 2013), cobras
(Ptyas korros) em Laos e na Tailandia, sapos (Hoplobatrachus rugulosus), em
Myanmar (JONGTHAWIN et al., 2014), raposas (Vulpes vulpes) na Australia,
cobras (Chilabothrus angulifer e Cubophis cantherigerus) em Cuba (MORALES et
al., 2022), uma cobra (Naja samarensis) nos Estados Unidos, espécime importado
das Filipinas (VEROCAI et al., 2023) entre outros, com infec¢des frequentes na
regido subcutanea, muscular e cavidade abdominal.

Quanto a distribuicdo geografica e hospedeiros descritos das espécies de
Spirometra confrontadas com as analises filogenéticas, algumas das seis
linhagens mostram-se bem definidas (KUCHTA et al., 2020): S. decipiens
complex 1 e S. decipiens complex 2 foram encontradas apenas nas Ameéricas, do
Norte e do Sul (ALMEIDA et al., 2016). Enquanto S. decipiens complex 1 parasita
canideos e felideos, e causa esparganose em humanos, S. decipiens complex 2
até o momento nao foi descrita como causadora da zoonose. No sudeste asiatico,
a maioria das ocorréncias de casos, tanto humanos quanto em animais, sdo
causados por S. mansoni, que também ja foi descrita em espécies de hospedeiros
silvestres na Africa, Austrdlia e Leste Europeu (KUCHTA et al., 2020).
Recentemente, BRABEC et al. (2022) identificaram S. mansoni em um cachorro-
do-mato (Cerdocyon thous) na Colémbia. Esse hospedeiro é presente em toda a
América Central e do Sul, desde o Panama até a Argentina, possibilitando a
presenca de S. mansoni por toda a regido (BRABEC et al., 2022). KUCHTA et al.
(2020) também relataram que S. erinaceieuropaei parece estar restrita a Europa,
e que trabalhos anteriores que implicavam sua ocorréncia na Austrélia e Asia
foram identificados erroneamente, se tratando na verdade de S. mansoni, além de
S. folium restrita a algumas regites da Africa.

Diversos estudos sobre a prevaléncia de plerocercoides de Spirometra tém
sido conduzidos, revelando grandes variagcdes: um estudo com martas (Martes
martes) capturadas em armadilhas numa regido com duas pequenas lagoas na
Ucrania revelou prevaléncia de 36,8% de plerocercoides nas carcagas, com

média de quatro a cinco esparganos por animal (RUBTSOVA e HECKMANN,
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2020). Em uma pesquisa para determinar a prevaléncia de infeccdo por
plerocercoides em anfibios na China, obteve-se uma prevaléncia de 16,23% nas
espécies R. nigromaculata (14,85%), R. limmochari (20,82%) e R. temporéria
(10,91%) (ZHANG et al., 2015b). Nesse mesmo pais, outros trabalhos com
anfibios mostraram que ela varia de 3,2% a 90,9%, também ocorrem casos de
esparganose em aves, répteis, roedores e suideos (LI et al., 2011). Um estudo na
Australia revelou 4,9% de anfibios das espécies Litoria gracilenta, L. peronii, L.
aurea e L. caerulea infectados por plerocercoides. Nesse caso foi realizado
sequenciamento do gene coxl que determinou a espécie S. erinacei (=S.
erinaceieuropaei) (BERGER et al., 2009). Na Pol6énia, um estudo para verificar a
distribuicdo de esparganose em uma comunidade de carnivoros selvagens
examinou a carcaga de 583 animais e obteve prevaléncia de 29,5% entre as
espécies examinadas. A média de intensidade de infeccdo foi de 14,1
plerocercoides por animal. Os materiais recuperados tiveram o gene nuclear 18S
rRNA sequenciados e foi identificado como S. erinaceieuropaei. As espécies
hospedeiras foram céo-guaxinim (Nyctereutes procyonoides), texugo europeu
(Meles meles), marta (Martes martes), fuinha (Martes foina), furdo (Mustela
putorius), vison (Neovison vison) e o lince (Lynx lynx) (KONDZIOR et al., 2020).
Em serpentes ndo nativas (Boiga irregularis) de Guam, uma ilha isolada no
Pacifico, 77,5% delas apresentaram Spirometra erinaceieuropaei (HOLLDORF et
al., 2015).

No Sri Lanka, foi revelada uma prevaléncia de 37,5% de S.
erinaceieuropaei em anfibios das espécies Truga eques e Minverya Agricola
(SILVA et al., 2022).

Dados verificados em carcacas e animais disponiveis para consumo em
mercados revelaram dados preocupantes. Uma pesquisa com 456 serpentes
vivas ou congeladas disponiveis para consumo, realizada em um mercado de
alimentos na China, revelou prevaléncia de 55% com meédia de 12,5
plerocercoides por serpente examinada, com presenca de plerocercoides em
cobras das espécies Deinagkistrodon acutus (60%), Bungarus multicinctus
(7,7%), Naja atra (14,3%), Dinodon rufozonatum (79,5%), Elaphe carinata
(63,6%), E. taeniura (15,4%), Ptyas korros (40%), P. mucosus (81,6%),
Xenochophis piscator (79,4%), Zoacys dhumnades (96,2%). Outra investigacao

com anfibios nesse mesmo pais obteve 11,8% de prevaléncia nas espécies Rana
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tigrina rugulosa e R. limnocharis (HONG et al., 2016). Os autores chamaram a
atencdo para o alto risco do consumo de répteis e anfibios (WANG et al., 2014;
HONG et al.,, 2016). Em serpentes (Dendrelaphis pictus) de um mercado na
Indonésia, a prevaléncia foi de 50,85%, sendo que naquelas de cativeiro a
prevaléncia foi de 48,7% e nas selvagens de 70,7%. A maioria dos plerocercoides
estavam na musculatura (56,6%) seguido pelo tecido subcutaneo (29,5%) e
13,8% na cavidade celomatica (YUDHANA et al.,, 2019). No mesmo mercado,
lagartos da espécie Varanus salvator apresentaram 69,64% de prevaléncia,
sendo que 71,24% dos plerocercoides estavam no tecido muscular e 28,75% no
subcutdaneo (YUDHANA et al.,, 2021). Também na Indonésia, outro mercado
apesentou prevaléncia de 9,1% de anfibios (Rana rugulosa) com plerocercoides
(YUDHANA et al., 2020).

A esparganose proliferativa, caracterizada pela disseminacao extensiva de
esparganos pelos tecidos do hospedeiro associado a inflamacdo grave, € rara,
mas geralmente fatal. Atribuida ao agente causador Sparganum proliferum,
apresenta a mesma morfologia da larva de Spirometra, porém € caracterizada por
replicacdo assexual por divisdo. O ciclo de vida do S. proliferum, incluindo seu
hospedeiro definitivo é desconhecido (LESCANO & ZUNT, 2013). Na Australia ha
registros de esparganose proliferava em caes: cinco casos sem identificacdo da
espécie (BEVERIDGE et al.,, 1998) e um durante uma toracotomia exploratéria,
onde foram observados numerosos ndédulos brancos, presentes ao longo do
mediastino, pleura parietal e lobos pulmonares, que mediam de 2 a 4mm e eram
de consisténcia granulosa. Nesse caso, 0s plerocercoides recuperados foram
submetidos a analise molecular e identificados como Spirometra erinacei (= S.
erinaceieuropaei) (SIMPSON et al., 2012).

No Brasil, foram encontrados plerocercoides em diversas espécies de
anfibios (Bufo sp., Bufo crucifer, Leptodactylus ocellatus, Hyla faber,
Dermatonotus muelleri), répteis (Herpetodryas carinatus, H. fuscus, Ameiva
ameiva, Bothrops sp., Pseudalopex gymnocercus, Drymarchon corais, Crotalus
durissus e Dryadophia bifossatus), em cuica (Phylander opossum) (FORTES e
HOFFMANN, 1987; REGO e SCHAFFER, 1992; BEZERRA et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2016; TOLEDO et al., 2022).

Na regido do Salobra no Pantanal, Mato Grosso do Sul (MS), no ano de

1942, foram coletados plerocercoides de Spirometra em duas cuicas (Philander
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opossum), lagartos (Ameiva ameiva), serpentes (Bothrops sp.) e em graxaim do
campo (Pseudalopex gymnocercus), (GOMES, 1984; REGO & SCHAFFER, 1992)
e no municipio de Bodoquena-MS, em serpentes (Drymarchon corais) (REGO &
SCHAFFER, 1992).

No Quadro 1 em anexo, estdo compiladas as informacdes sobre os locais
de ocorréncia da esparganose, as espécies animais hospedeiras associadas a
doenca, além da prevaléncia observada, sempre que disponivel, proporcionando
uma visdo abrangente sobre a distribuicdo geogréfica e histdrica da esparganose.

2.3.3 Quadro Clinico e Patoldgico

Camundongos infectados experimentalmente demonstraram que 0s
plerocercoides penetram através do estdbmago ou duodeno, passam pela
cavidade abdominal e migram para a musculatura esquelética ou tecido
subcutaneo, onde tipicamente se desenvolvem em um nddulo (HONG et al.,
1989). A resposta caracteristica inclui infiltrado inflamatério celular na primeira
semana, formacédo de tuneis por onde a larva migrou, na segunda semana e,
apo0s quatro semanas a seis meses, ocorre proliferacéo fibroblastica.

A migracdo do parasito no corpo do hospedeiro € muito rapida. Em
infeccbes experimentais realizadas por OPUNI & MULLER (1975), foi
demonstrado que apés 45 minutos em ratos, e 120 minutos em um macaco, as
larvas ja haviam atravessado a parede duodenal, o que pode explicar a resposta
imune inicial escassa do hospedeiro.

A esparganose pode ser vista encapsulada ou degenerativa, causando
diversos graus de fibrose proliferava com infiltrado celular peculiar (KAVITHA et
al., 2013).

Em macacos (Macaca fascicularis) acometidos por esparganose, exames
hematologicos revelaram leucocitose, neutrofilia e eosinofilia. Bidpsias das
nodulagées mostraram lesdes inflamatodrias e encapsuladas, contendo ao centro o
organismo envolto por macréfagos, neutréfilos e eosindfilos, envolvidos por
capsula fibrosa misturada com linfécitos e células plasméticas. Os aspirados dos
noddulos apresentaram linfadenite neutrofilica subaguda (BAUCHET et al., 2013).

Em um estudo com anfibios realizado na Australia, os animais

apresentaram infeccdo severa, e 0s autores sugerem que altas infecgbes por
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plerocercoides ou imunossupressao secundaria a outros problemas de saude
podem causar imunodepressdo e desencadear problemas graves (BERGER et
al., 2009). Figados de anfibios foram avaliados histologicamente, revelando
lesbes mecanicas devido ao rompimento do parénquima através da passagem
migratoria das larvas através desse 6rgdo. No trajeto da larva, formava-se um
tunel que gradativamente era substituido por tecido conjuntivo de proliferacdo
(REGO & SCHAFFER, 1992).

Os sinais clinicos no homem séo variaveis e inespecificos, e estdo
associados ao local por onde a larva migrou e se alojou, podendo ser encontrada
em qualquer parte do organismo (KUCHTA et al., 2015). O tecido subcutaneo € o
local mais comum na esparganose humana (KUCHTA et al., 2015), onde podem
ocorrer migragoes, geralmente indolores, com reaparecimento em outro local,
podendo também causar dor e inflamacao local (LEE et al., 2010; HA E OH,
2011). Os esparganos podem permanecer viaveis por até 20 anos (LEE et al.,
2010).

Em alguns casos, o plerocercoide migra pelos tecidos do hospedeiro,
apresentando-se ora em uma parte do corpo, ora em outra (PAMPIGLIONE et al.,
2003; LEE et al., 2010), ou desaparecendo e reaparecendo (KUCHTA et al.,
2015).

Exames histopatoldgicos de tecidos préximos ao espargano em humanos,
mostraram uma reacao tecidual caracteristica. Ao longo do trajeto que o parasito
faz no tecido do hospedeiro, este se apresenta destruido e necrético, com
numerosos debris nucleares, deposicdo de fibrina e células inflamatoérias.
Geralmente, a esparganose ndo é encapsulada e o parasito se desprende da
lesdo sem o tecido aderido. Os corpos calcarios presentes na superficie do
plerocercoide sédo ocasionalmente encontrados no citoplasma dos macréfagos ou
células gigantes multinucleadas. Esse achado, associado as lesdes de tunel,
formados pela migracdo do espargano, € bastante caracteristico, e de grande
valia no diagndstico, principalmente na auséncia do parasito (CHI et al., 1980).

A esparganose subcutédnea € a forma de apresentacdo mais comum. O
espargano migra pelo tecido subcutdaneo e musculos superficiais, como parede
abdominal, escroto e extremidades inferiores, manifestando-se como um nodulo

com diametro em torno de 1 a 2cm, algumas vezes dolorido, inflamado e mével.
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Diagnosticos diferencias incluem lipoma, fiboroma, cisto sebaceo (KUCHTA et al.,
2015).

A esparganose ocular, por sua vez, estd associada a migragdo larval no
tecido subconjuntivo, conjuntivo e o6rbita, quase sempre atribuida a aplicacdo de
cataplasmas nos olhos, sendo mais frequente na Asia devido a fatores culturais.
Pode causar edema, exoftalmia do globo ocular, lagoftalmia, ptose, irritacéo,
lacrimejamento, ardéncia, celulite orbital, podendo, se néo tratada, levar a
cegueira (FABIAN et al., 2015; KUCHTA et al., 2015). Algumas vezes pode ser
confundida com tumor (NATH e GOGOI, 2015), e sempre é necessario um
escaneamento de corpo inteiro para verificar se ha mais larvas (KLEEBAYOON &
WIWANITKIT, 2023)

A esparganose visceral resulta em danos e/ou mau funcionamento do
orgao ou tecido em que a larva se alojou. Pode causar obstrucdo ou peritonite
qguando perfura a parede intestinal e cistite na bexiga (KUCHTA et al., 2015). Em
uma investigacdo clinica com 40 casos de esparganose pulmonar em humanos,
0S primeiros sintomas foram tosse, febre e dor no peito; muitos casos
apresentaram expectoracdo de catarro esbranquicado, e apenas trés exibiram
nodulos visiveis em radiografia. Havia eosinofilia e proteina C reativa elevada,
com IgE total elevada em 37,5% dos pacientes. Foram investigados pneumonia
bacteriana, tuberculose, cancer de pulmdo e pneumonia eosinofilica (LI et al.,
2015). Em testiculos, pode apresentar assimetria, sem outros sinais clinicos, ou
sintomas como febre, dor e edema na regido inguinal. O plerocercoide é envolto
por infiltrado eosinofilico e ocorrem células epitelidides e fibroblastos em volta dos
tineis. Sdo observados muitos eosinofilos, linfocitos, células plasmaticas,
polimorfonucleares, e algumas células gigantes infiltradas, linfadenopatia
eosinofilica, e em lesdes mais antigas, fibrose pericapsular, proliferacdo
granulomatosa, caracterizando quadro de orquite e epididimite (SAKAMOTO et
al., 2003; SABU et al., 2014). Em mamas, alguns casos nao apresentaram sinais
clinicos, exceto pela presenca do nodulo. Geralmente suspeita-se clinicamente de
tumor, sendo indicados exames de imagem como mamografia, ultrassonografia e
ressonancia magnética, e posterior remocao cirdrgica. Em um caso foi observado
uma massa tortuosa e tubular (Mamografia), imovel e vascularizada (Doppler),
com sinais de alta intensidade contendo formas de folhetos tubulares

(ressonancia magnética). Apos remocao, e realizacdo de bibpsias, revelou-se
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tecido intersticial com grande quantidade de linfocitos e eosindfilos,
caracterizando inflamacéo crénica (SONG et al., 2015; ZUO et al., 2018).

A neuroesparganose envolve o alojamento da larva nos hemisférios
cerebrais, medula e cerebelo. Pode ocasionar diversos sintomas neurolégicos,
como fadiga, fraqgueza motora, confusdo, dor de cabeca, convulsdes, perda de
memoria, coma, febre, parestesia e isquemia, sendo que convulsdes, hemiparesia
e dor de cabeca estao presentes na maioria dos casos. Oito por cento dos casos
na China sao relacionados ao SNC. Um espargano morto ou degenerado pode
resultar em uma massa calcificada e levar a hemorragia intraventricular,
granuloma, atrofia cortical, entre outros (FINSTERER & AUER, 2013). Em um
investigacdo clinica com dezoito casos de esparganose cerebral em criangas, o
quadro clinico era similar a casos de tumores cerebrais, apresentando dor de
cabeca, convulsdes, fraqueza e dorméncia de membros, tontura, vomito em jato,
visdo turva, contracdo da boca e paralisia. Sessenta e seis virgula sessenta e
sete por cento (66,67%) tinham apenas uma lesdo e 33,33% apresentaram
multiplas lesdes causadas pela esparganose. A citologia do fluido cerebroespinhal
era linfocitica ou eosinofilica. Exames pela técnica de ELISA anti-esparganose
foram reagentes em 100% dos casos. Quatro casos foram erroneamente
diagnosticados como tumor cerebral e encaminhados para cirurgia. Os demais
quatorze casos foram tratados com Praziquantel. Os autores destacaram a
importancia de diagnésticos por imagem quando existe a suspeita diagnostica e
gue a associacdo de ELISA com ressonancia magnética leva a um diagndstico
confiavel para esparganose cerebral (GONG et al., 2012, KUCHTA et al., 2015).

2.3.4 Resposta imune

Os helmintos podem sobreviver por anos em hospedeiros mamiferos,
provavelmente desenvolvendo mecanismos para neutralizar o sistema
imunoldgico do hospedeiro, e é evidente que o0s plerocercoides de S.
erinaceieuropaei o fazem liberando fatores supressores que reduzem a resposta
inflamatoria do hospedeiro (FUKUMOTO et al., 1997).

A esparganose é caracterizada pela presenca do parasito e de lesdes
granulomatosas que o envolvem, além dos caminhos tortuosos de migracédo do
espargano (CHI et al., 1980).
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As proteases excretorias/secretorias (ES) do plerocercoide degradam a
matriz extracelular de colageno, fibronectina e miosina, resultando em dano
tecidual e facilitando sua migracdo através dos tecidos. Pelo menos quatro
proteases demonstram capacidade de degradar o colageno (KONG et al., 1994).
Essas proteases, também sdo potentes fatores quimiotaticos para eosinofilos e
neutréfilos (SILE-LUCAS e HEMPHILL, 2002).

Proteinas séricas produzidas pelo plerocercoide foram avaliadas: uma
similar a tripsina (198 e 104 kDa) com atividade colagenolitica, e outra, uma
quimiotripsina com 36kDa capaz de clivar o interferon-gama recombinante
humano e mielina bovina (YANG et al., 2015), além da proteina antigénica 29kDa
(SILE-LUCAS e HEMPHILL, 2002). Esses estudos ainda indicaram que todas as
proteinas purificadas e analisadas induzem fortes respostas imunes em pacientes
infectados, sugerindo que sdo potenciais antigenos para diagnostico soroldgico
da esparganose humana (YANG et al., 2015; SILE-LUCAS e HEMPHILL, 2002).
Outra proteina secretada pelo plerocercoide, a proteinase cisteina de 27kDa é
capaz de clivar o IgG humano in vitro e ser reconhecida pelo IgE do paciente,
sugerindo que essa protease atue no processo de evasdo do sistema imune.
Além disso, a protease cisteina 53kDa que induz resposta de IgE especifica em
pacientes humanos, também foi isolada (SILE-LUCAS e HEMPHILL, 2002).

Os plerocercoides produzem e liberam prostaglandinas (PGE2a), que
parecem modular as fun¢gdes dos macréfagos e linfocitos do hospedeiro através
do aumento dos niveis intracelulares de AMP ciclico. Isso pode ndo apenas
auxiliar na evasao do sistema imune do hospedeiro, como também na penetracéo
e migracao, contribuindo para a ocorréncia da esparganose. Quando a porcéo
anterior da larva migra do intestino para o peritdnio, ela pode trasnportar bactérias
para a cavidade abdominal, ativando macréfagos através da producdo de
lipossacarideos bacterianos (LPS), conhecidos como potentes ativadores do
sistema imune, que induzem inflamacéo local e sepse. Isso causa multiplos
efeitos nos macréfagos, incluindo a inducdo e secrecdo de mediadores
inflamato6rios como interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (FNT). A IL-1
estimula proteinas hepaticas de fase aguda, resposta linfocitaria e producdo de
citocinas, quimiocinas, oxido nitrico (ON), prostaglandina (PG) e a propria IL-1.
Produtos ES dos plerocercoides sao potentes inibidores do LPS induzido por IL-1
em macréfagos (DIRGAHAYU et al., 2004).
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Existem evidéncias de que o ON contribui para a defesa do hospedeiro nas
funcdes dos fagdcitos mononucleares. Estudos demonstraram que os produtos
ES sdo potentes inibidores da geracdo de nitritos e da inducdo de sintese de
oxido nitrico (INOS) assim como a expressdo da quimiocina MRNA em
macrofagos de ratos (FUKUMOTO et al., 1997). Especula-se que seu principal
papel seja a diminuicdo da regulacdo pro-inflamatéria nas células
imunocompetentes do hospedeiro (SILE-LUCAS e HEMPHILL, 2002).

Os plerocercoides sao reconhecidos por sua habilidade de produzir
substancias que se ligam e ativam os receptores do hormdnio do crescimento
(GH), resultando em crescimento acelerado de seu hospedeiro. A esparganose
estimula a incorporacdo de 3H-thymidina ou sulfato-35S nas cartilagens costais
de camundongos, resultando na proliferacdo da cartilagem. Essa substancia é
conhecida por Fator de Crescimento Plerocercoide (PGF) e é considerada
analoga as acfes do GH do hospedeiro (HIRAI, 1997). Sua atividade ainda n&o
foi bem compreendida, mas ilustra o impacto que o plerocercoide causa no seu
hospedeiro intermediério, paraténico ou acidental (SCHOLZ et al., 2019). Esse e
outros fatores produzidos pelo plerocercoide provavelmente sdo responsaveis
pela invasdo e fuga do sistema imune do hospedeiro (HIRAI, 1997), podendo
suprimir a resposta imune a seu favor e auxiliar na invasao tecidual e possivel
evasdo do sistema imune (SILE-LUCAS e HEMPHILL, 2002).

Analises minerais desse estagio do parasito revelaram presenca de corpos
de calcério de tamanho médio de 15um, no escélice e no colo, estando ou
aderidos, ou na superficie do tegumento. O escolice e o tegumento s&o
revestidos por moderada quantidade de magnésio, fésforo e ions de calcio. Os
corpos calcérios apresentaram altos niveis de ions de calcio, presenca de fosforo
e enxofre, enquanto na superficie ha niveis moderados de fésforo e calcio. Esses
achados evidenciam que os plerocercoides apresentam estrutura firme e sélida.
(RUBTSOVA e HECKMANN, 2020).

2.3.5 Diagndstico e Identificacdo da espécie

Em humanos, testes imunoldgicos sorolégicos estdo disponiveis e sao
valiosos complementos para o diagnostico de esparganose, embora possa

ocorrer reacao cruzada com outros cestodas. Um teste ELISA para detectar 1gG
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anti S. mansoni apresenta 100% de sensibilidade e 97% de especificidade
(LESCANO e ZUNT, 2013; KUCHTA et al., 2020).

Em alguns casos, principalmente em humanos, o diagndstico s6 €
realizado apds excisdo cirargica e posterior visualizacdo e identificacdo do
parasito (NATH e GOGOI, 2015).

A melhor maneira de identificacdo em nivel de espécie através dos
caracteres morfolégicos presentes na fase adulta, e em casos de esparganose, é
recomendavel realizar a infecgcdo experimental em um hospedeiro susceptivel
para examinar o parasito na fase adulta (REGO e SCHAFFER, 1992; CDC, 2011),
a exemplo de Jeon et al. (2018b) que identificaram espécies de plerocercoides de
Spirometra em Myanmar, coletando plerocercoides em anfibios e induzindo
infecgcdo experimental em um cdo. A partir do verme adulto recuperado, foram
realizadas coloracdes em carmim e cortes histologicos longitudinais corados por
Hematoxilina & Eosina, além de identificagdo molecular pelos genes mitocondriais
cox1 e nadl. Em um estudo com 50 casos humanos de esparganose realizado na
Coreia, foi utilizado sequenciamento do gene mitocondrial cox1 para determinar a
espécie envolvida. No mesmo trabalho, induziu-se infeccdo experimental com
plerocercoide de S. decipiens, recuperado de uma serpente (Rhabdophis tigrinus
tigrinus) e de S. erinaceieuropaei, recuperado de um homem, em um gato e em
um cao, respectivamente, para identificacdo e descricdo morfolégica e molecular
dessas espécies (JEON et al., 2015).

A identificacdo da espécie através de técnicas moleculares tem sido cada
vez mais empregada para identificacdo de Spirometra. DNA extraido e
amplificacdo dos genes coxl, cox3, nad4 e rRNA 18S ja foram utilizados para
identificacdo de S. erinaceieuropaei e S. decipiens. Na maioria das vezes, é
utilizado apenas o sequenciamento parcial do gene cox1l (BAUCHET et al., 2013;
BOONYASIRI et al., 2014; JEON et al., 2015; SOBOCINSKA et al., 2016; KUDO
et al., 2017; SILVA et al., 2022).

O emprego de técnicas moleculares também é uma ferramenta importante
para o entendimento epidemiolégico. Por exemplo, JEON et al. (2016b), que
relataram 50 casos humanos na Coreia, entre 1979 a 2009, sendo que 35 foram
identificados como S. erinaceieuropaei e 15 como S. decipiens. Nessa pesquisa,
foi investigada se a fonte de infec¢ao para as duas espécies de Spirometra seriam

as mesmas, e assim, 0s autores analisaram molecularmente 904 esparganos
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recuperados de 283 serpente (Rhabdophis tigrinus tigrinus, Dinodon rufozonatum
rufozonatum, Elaphe davidi, Elaphe schrenkii, Agkistrodon saxatilis), e todas elas,
sem excecdo, apresentaram infeccdo por esparganos identificados como S.
decipiens, o0 que sugere que 0s casos humanos causados por S. erinaceieuropaei
possam ter como fator de risco principal a ingestao de agua.

O tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnostico foi de 4 meses
(BOONYASIRI et al., 2014).

2.3.6 Tratamento de esparganose

Tratamentos com praziquantel e mebendazol nas formas imaturas do
parasita ndo sao eficazes (BAUCHET et al., 2013; LESCANO e ZUNT, 2013; LI et
al., 2015).

A excisdo cirdrgica do parasito € o tratamento de eleicdo para
esparganose (FINSTERER e AUER, 2013; Lescano e Zunt, 2013) e foi aplicada
em varios casos humanos (FABIAN et al., 2015; NATH e GOGOI, 2015; SONG et
al., 2015).

2.4 Spirometra adulto

2.4.1 Caracteristicas morfoldgicas:

A Unica maneira de identificar a espécie morfologicamente é na fase adulta,
e em casos de esparganose, preferencialmente deve-se realizar a infeccéo
experimental em um hospedeiro susceptivel para examinar o parasito nessa fase
(REGO e SCHAFFER, 1992; CDC, 2011).

Alguns autores utilizaram infeccdo experimental em cdes e gatos para
induzir o desenvolvimento do parasito adulto e determinar a espécie de
plerocercoides que infectaram hospedeiros humanos e animais, através de
analises morfolégicas e moleculares (JEON et al., 2015; ZHANG et al., 2015b) A
principal caracteristica distintiva entre as espécies de Spirometra € o numero de
circunvolugdes do utero que s6 é desenvolvido na fase adulta do parasito e nas
proglétides maduras (JEON et al., 2018a).
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Genericamente, o parasito mede em torno de 60 a 110cm de comprimento
e 0,5 a 0,8 cm de largura. O escdlice € alongado e eliptico, com dois sulcos de
succdo chamados botrias; o colo é fino e ndo segmentado (LIN et al., 2010). O
estrobilo é composto por aproximadamente mil proglétides, sendo as maduras
com formato retangular (0,9 a 2,3mm de comprimento por 6 a 10mm de largura)
(LIU et al., 2015b).

Cada proglotide possui o sistema reprodutor masculino e feminino. O
masculino consiste em centenas de testiculos e o feminino em um ovério bilobado
e 0 utero contorcido. Em algumas espécies, o utero € contorcido ou em formato
de “S”, como em S. erinaceieuropaei ou em formato de “C”, como em S.
mansonoides (LIU et al., 2015b).

Geralmente as caracteristicas morfolégicas e morfométricas do estrobilo,
como proglotides, numero de voltas do utero, ovarios, testiculos, foliculos
vitelinos, saco do cirro e vesicula seminal sdo muito variaveis intra e
interespecificamente, podendo variar até mesmo no mesmo exemplar, tornando
um grande desafio (KUCHTA et al., 2024).

Diferentes trabalhos ( KUCHTA & SCHOLZ, 2017; SCHOLZ et al., 2019;
KUCHTA et al., 2024) concluiram que a identificacdo especifica baseada apenas
em caracteres morfologicos ndo é viavel. Os autores observaram fragilidades no
diagnostico morfolégico na literatura existente sobre o género Spirometra,
levando a confusdo atual em sua taxonomia, muitas vezes porgue o material
examinado geralmente é coletado em carcacas em decomposicdo, a fixacdo dos
espécimes é inadequada assim como ocorre rapida degradacao do parasita apos
a morte do hospedeiro, resultando em dados imprecisos, impedindo identificacdes

confiaveis.

2.4.2 Epidemiologia

Na China, foram registrados casos de vermes adultos de S.
erinaceieuropaei no intestino de felideos selvagens como o tigre (Panthera tigris),
0 gato-de-bengala (Prionailurus bengalensis), e o gato selvagem (Felis silvestris)
(CHEN et al.,, 2022). Em uma provincia chinesa, ovos de S. mansoni foram
encontrados em 19% dos cées e 33% dos gatos pesquisados (LESCANO e

ZUNT, 2013). Também na China, a mesma espécie apresentou prevaléncia de
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27,5% em cdes e em 40,5% dos gatos avaliados atraves de exames
coproparasitolégicos (HONG et al., 2016).

Na Coreia, um gato de rua atropelado apresentou alta infec¢do, com 134
espécimes do parasito adulto recuperados em seu intestino. A identificacdo
morfolégica por microscopia, com coloracdo em carmim e analise molecular
utilizando gene cox1, confirmaram que se tratava de S. decipiens (JEON et al.,
2018a). Dois gatos no mesmo pais tiveram manifestacdes clinicas quando foram
isolados espécimes adultos identificados como Spirometra sp. 1 ( KIM et al.,
2021).

Na india, um céo foi diagnosticado com S. erinaceieuropaei apds excretar
segmentos do parasita nas fezes e ter histérico de ingestdo de anfibios, embora
nao apresentasse sinais clinicos (SAHOO et al., 2018).

Em Bangladesh, foram encontrados ovos de Spirometra sp. nas fezes de
um ledo (P. leo) e de uma civeta (Civettictis civetta) (NATH et al., 2021).

No Ird, um gato selvagem (Felis silvestris) atropelado, teve o parasito
encontrado apds necropsia, e apds sequenciamento do gene coxl, foi identificado
como S. erinaceieuropaei (BADRI et al., 2017).

Na Grand Cayman, um estudo com 55 gatos mostrou que 18,18% deles
estavam infectados com o parasito adulto no intestino. Dentre os infectados, 60%
eram fémeas e 40% machos, 0 que o autor atribui aos habitos alimentares
maternais das fémeas, que cacam para alimentar seus filhotes (HEADLEY et al.,
2012).

Um estudo na Tanzénia investigou a ocorréncia de Spirometra em
carnivoros. Em 15 amostras de fezes contendo os parasitos, 0s exames
moleculares e morfolégicos identificaram a ocorréncia de S. ranarum em um
leopardo (Panthera pardus), S. erinaceieuropaei em outro leopardo (P. pardus) e
S. theileri em uma hiena (Crocuta crocuta), seis ledes (Panthera leo) e seis
leopardos (P. pardus) (NDOSI et al., 2020). Em outros relatos nesse mesmo pais,
um ledo (P. leo) expeliu partes do estrobila nas fezes, e identificado S. ranarum
(EOM et al., 2018), e nas fezes de um leopardo (P. pardus) e uma hiena (Crocuta
crocuta), foi detectado S. theileri através de exames morfoldégicos e moleculares
(EOM et al., 2019).
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Na Italia, amostras de fezes de 139 gatos de rua foram processsadas e em
dois deles, (1,4%) foram encontrados ovos de Spirometra sp. (SPADA et al.,
2013).

Na Argentina 15,4% dos graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus)
examinados (12 de 78) apresentavam S. erinacei (= S. erinaceieuropaei) a
necropsia. A espécie foi determinada por andalise morfologica (SCIOSCIA et al.,
2014) e posteriormente teve a sequencia parcial (450pb) do gene cox1 analisada,
que resultou em 93% de similaridade com S. proliferum e 89% de similaridade
com S. erinaceieuropaei (PETRIGH et al., 2015).

Em Cuba, foi detectado S. decipiens nas fezes de um céo, cujas amostras
recuperadas foram amplificadas por PCR utilizando gene coxl (644pb)
(MORALES et al. 2022).

Ovos de S. mansonoides em fezes sdo registrados por toda a Ameérica,
incluindo fezes de gatos em Porto Alegre, Brasil, Equador, Coldmbia e Estados
Unidos (MUELLER et al.,, 1975). Na Argentina fezes de um cachorro-vinagre
(Speothos venaticus) apresentaram ovos de Spirometra spp. (VIZCAYCHIPI et al.,
2016); no chaco boliviano, um gato-do-mato (Oncifelis geoffroyi) e sete
jaguatiricas (Leopardus pardalis) (FIORELLO et al., 2006). Inquéritos realizados
com felideos silvestres na Colémbia apontaram prevaléncia de 36% de ovos de
Spirometra sp. em fezes de ongas pintadas (Panthera onca) e jaguatiricas
(Leopardus pardalis) (URIBE et al., 2021).

Um inquérito sobre helmintos em 146 gatos de rua necropsiados em
Cuiaba, Mato Grosso (MT) revelou uma prevaléncia de 4,11% de S.
mansonoides, identificados morfologicamente. Esse achado sugeriu um risco de
ocorréncia da doenca zoonoética na regido centro-oeste do Brasil (RAMOS et al.,
2013).

Na regido sul do Brasil, 61,11% de graxains-do-mato (Cerdocyon thous) e
54,55% de graxains-do-campo (Pseudalopex gymnocercus) analisados
apresentaram Spirometra spp. a necropsia (RUAS, 2007).

Em Pelotas, Rio Grande do Sul (RS), um gato doméstico foi diagnosticado
com ovos de Spirometra sp. através de exame parasitolégico de fezes (FERRAZ
et al., 2020). Em Porto Alegre, RS, ovos caracteristicos foram encontrados em

fezes de seis gatos domeésticos e um gato-maracaja (Leopardus wiedii)
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(MARQUES et al.,, 2019). Também no RS, um gato-dos-pampas (Leopardus
colocolo), apresentou ovos de Spirometra sp. nas fezes (GRESSLER et al., 2016).

ALMEIDA et al., (2016) coletaram fezes de jaguatirica (Leopardus pardalis)
e raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) contendo ovos e proglétides de
Spirometra sp.. Esse material serviu de estudo para elucidar aspectos de relacéo
filogenética entre espécies de Spirometra encontradas no Brasil com outros
relatados ao redor do mundo.

Em Minas Gerais (MG), na regido da Zona da Mata, VIEIRA, (2011)
estimou em 20% a prevaléncia de Spirometra sp. nas fezes de C. thous
examinados. Na regido da Serra do Cipd, em MG, CURI et al. (2010) encontraram
10% de lobos guara (Chrysocyon brachyurus) e 30% C. thous infectados com
ovos de Spirometra sp. Esta mesma espécie de canideo (C. thous) apresentou
prevaléncia de 9,46% na regido do semiarido no nordeste do Brasil (SANTOS,
2013).

No quadro 2, no anexo, estdo compilados os locais de ocorréncia de
formas adultas de Spirometra, espécie animal hospedeira e prevaléncia, quando
foi descrita.

Casos humanos de infeccdo por Spirometra adulto, conhecidos como
espirometrose, séo raros (LEE et al., 1984; WANG et al., 2012; SIANTO et al.,
2014) e ndo apresentam sintomas clinicos (SCHOLZ et al.,, 2019). Contudo,
Kuchta et al. (2020) alertaram para a possibilidade de confusdo com difilobotriase.

Estudos recentes localizaram coprélitos humanos com idade entre 2.000 e
6.000 anos contendo ovos de Spirometra sp., no nordeste do Brasil. Esses
coprolitos pertenciam a uma populacdo cuja subsisténcia incluia a ingestdo de
pequenos mamiferos, répteis e passaros. Foram encontrados 70 ovos em 200 pL
de sedimento analisado do material reidratado (COSTA et al., 2019). Na mesma
regido arqueoldgica, localizada no estado de Pernambuco, quinze coproélitos de
grandes e pequenos felinos também apresentaram ovos de Spirometra sp. Esses
coprolitos tinham idade aproximada entre 400 e 8800 anos (SIANTO et al., 2014).

2.4.3 Sinais clinicos

A maioria dos animais infectados por Spirometra ndo apresentam sintomas

especificos (FREDES et al., 2021). Felinos domésticos podem apresentar
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diarreia, letargia, anorexia, vOmitos esporadicos e dores abdominais, e,
ocasinalmente, expulsdo do parasito pelo vomito (FERRAZ et al., 2020; GASTON
e PABLO, 2021; KIM et al., 2021). Em felinos silvestres, sinais clinicos sao raros.
Muitas vezes os vermes adultos séo identificados apenas durante a necropsia, e,
algumas vezes apresentam ovos nas fezes. Em alguns casos ha episodios de
diarreia, intercalados com fezes normais. O exame histopatolégico apresenta
eosinofilia na lamina prépria do intestino (UGARTE et al., 2005).

Em um dos raros casos humanos de infeccdo por Spirometra adulto, o
paciente apresentou histérico de 16 dias com febre, perda de peso, dor
epigastrica, sem demais alteracdes clinicas ou laboratoriais. Apés esse periodo,
apresentou sepse (LE et al.,, 2017). Outro caso humano ocorreu na Coreia, e
envolveu dois residentes de um vilarejo, com habitos de consumo de serpentes e
peixes de agua doce, que apresentaram dores abdominais intermitentes e
desconforto epigastrico (LEE et al., 1984).

Na China, um homem foi diagnosticado simultaneamente com
plerocercoides e o verme adulto. Ele relatou a ingestdo de doze anfibios vivos
poucos dias antes do inicio dos sintomas, que incluiam tosse, tontura, dor de
cabeca, fadiga, dor abdominal. Exames laboratoriais mostraram eosinofilia e a
uma tomografia computadorizada, nodulagdes no térax. Exames sorolégicos
apresentaram resultado IgG anti-Sparganum mansoni e ELISA anti-Sparganum
mansoni IgG4 positivos. O exame coproparasitologico também revelou ovos
caracteristicos de S. mansoni. Uma semana apoés o tratamento, ndo apresentava
mais ovos nas fezes, e apds dez meses 0s niveis dos parametros hematol6gicos

retornaram para a faixa normal (WANG et al., 2012).

2.4.4 Diagnostico

Em animais domeésticos, a infeccdo por vermes adultos de Spirometra
frequentemente é diagnosticada atraves da presenca de ovos no exame
coproparasitolégico (OPUNI e MULLER, 1974; UGARTE et al., 2005; WANG et
al., 2012; SCIOSCIA et al., 2014; GRESSLER et al., 2016; VIZCAYCHIPI et al.,
2016; SAHOO et al., 2018; FERRAZ et al., 2020; URIBE et al., 2021; NATH et al.,
2021; CHEN et al., 2022).
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Em alguns casos, o DNA dos ovos é extraido e sequenciado, como
demonstrado nos estudos de NATH et al. (2021) e PETRIGH et al. (2022) que
utilizaram a sequéncia do gene cox1 para identificar S. decipiens.

Embora os animais frequentemente ndo liberem progloétides visiveis nas
fezes (FREDES et al., 2021), alguns podem expelir proglotides pelo vomito ou
pelas fezes, permitindo o diagnostico morfolégico e/ou molecular. Por exemplo,
um gato na Argentina, foi diagnosticado apos expelir um fragmento de cestoda
pelo vémito, e realizacdo de exame morfolégico que identificou o parasita como S.
erinaceieuropaei (GASTON e PABLO, 2021), assim como dois gatos na Coreia,
que além de liberarem proglétides pelo vomito, tiveram ovos identificados nas
fezes (KIM et al., 2021). Outro gato, no Nordeste do Brasil, foi diagnosticado com
S. mansonoides a partir de proglétides expelidas nas fezes (LIMA et al., 2020).
Andlises de dois genes mitocondriais, coxl e nadl, juntamente com andlise
morfologica das proglétides em coloragcdo Carmim, serviram para identificacdo de
S. ranarum expelidas nas fezes de um ledo (EOM et al., 2018) e de S. theileri nas
fezes de um leopardo (Panthera pardus) e uma hiena (Crocuta crocuta) (EOM et
al., 2019), na Tanzéania. Outro estudo na Tanzania examinou 15 amostras de
fezes contendo os parasitos, realizando exames morfolégicos e moleculares com
sequenciamento de DNA mitocondrial do gene coxl e ITS1, determinou a
ocorréncia de S. ranarum em um leopardo, S. erinaceieuropaei em outro leopardo
e S. theileri em uma hiena (Crocuta crocuta), seis ledes (Panthera leo) e seis
leopardos (Panthera pardus) (NDOSI et al., 2020).

Muitos casos sO sao identificados durante a necropsia, quando em seguida
sdo realizadas analises morfoldgica e/ou molecular do parasita, como no caso de
um felino de rua no Chile, que apresentava claudicacdo que evoluiu para
paralisia, foi eutanasiado e necropsiado, revelando a presenca do parasita no
intestino, identificado como S. decipiens complex 1, através de exames
morfolégicos da proglotide corada por Carmim e corte histologico corado com
H&E, e andalise molecular pelo gene coxl (FREDES et al.,, 2021). Na Nova
Zelandia, os parasitos recuperados do intestino delgado de um felino foram
identificados como S. erinacei/S. erinaceieuropaei por meio de andlise molecular
do gene coxl (UGARTE et al., 2005).

Em um trabalho recente, YAMASAKI et al. (2024), realizaram o

sequenciamento completo do gene cox1l de Spirometra adultos obtidos de oito
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gatos, um céo e duas raposas em diferentes localidades no Japao, e identificaram
S. mansoni.

Alguns raros casos humanos foram examinados morfolégica e
molecularmente. Um paciente que ao expelir, apds tratamento com Praziquantel,
partes do estrobilo, foi diagnosticado como portador de S. erinaceieuropaei por
meio de exame molecular do gene cox1 (LE et al., 2017). Em dois casos humanos
na Coreia, previamente identificados como Dibothriocephalus latus, foram
posteriormente reexaminados e confirmados como de S. erinacei (= S.
erinaceieuropaei), por exames morfolégicos por montagens coradas por Carmim e

cortes longitudinais corados por H&E (LEE et al., 1984).

2.4.5 Tratamento de espirometrose

O tratamento com Praziquantel (7,5mg/k) em duas doses, mostrou-se
eficaz em felinos (FERRAZ et al., 2020). Em outro trabalho, foram administradas
duas doses, com intervalo de 15 dias, de 0,5ml de um composto de Pyrantel
(144mg), Praziquantel (50mg) e Febendazole (200mg) em felinos (LIMA et al.,
2020). Dois felinos tratados por KIM et al. (2021) receberam tratamento com
Praziquantel, sendo que o primeiro, 35mg/kg em duas doses com intervalo de 15
dias e o segundo, 12,5mg por quatro dias consecutivos.

Em cées, a administracdo de trés doses em dias consecutivos de 5mg/kg
de Praziquantel foi eficaz para eliminacdo de Spirometra adulto (SAHOO et al.,
2018).

Em um dos raros casos humanos ja relatados, o tratamento consistiu em
dose Unica total de 1200mg de Praziquantel (LE et al., 2017). Outro paciente
humano foi tratado com Praziquantel na dosagem de 25mg/kg, trés vezes ao dia,
por trés dias consecutivos (WANG et al., 2012).

O tratamento realizado com vermifugo a base de Pirantel e Niclosamida em

um gato na Nova Zelandia né&o foi eficaz (UGARTE et al., 2005).

2.5 Caracterizacao por Biologia Molecular

A classificagdo taxondémica das espécies que compdem o género

Spirometra tem sido controversa e permanece uma das mais complicadas entre
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0s cestodas principalmente no que tange especificidade de hospedeiros e
distribuicdo geografica (SCHOLZ et al., 2019; YAMASAKI et al., 2021).

Diversos autores citam ndo ser possivel identificar as espécies de
Spirometra com base apenas em caracteres morfologicos (SCHOLZ et al., 2019,
YAMASAKI et al., 2021), considerando a existéncia de aproximadamente 50
espécies de Spirometra descritas dessa forma, sendo que a maioria dessas
espécies nao foram adequadamente caracterizadas (SCHOLZ et al., 2019), além
do emprego de diferentes e confusas nomenclaturas (YAMASAKI et al., 2023).

O género ja foi revisado e reclassificado algumas vezes, (KAMO, 1999;
KUCHTA & SCHOLZ, 2017) sendo que na ultima revisdo, seis espécies foram
consideradas vélidas e geograficamente bem definidas, em que a origem
geografica tem papel importante na distingdo especifica. Essas espécies sao S.
erinaceieuropaei na Europa, S. folium na Africa, S. mansoni com maioria das
ocorréncias na Asia, porém ocorrendo também na Africa, Australia e América do
Sul. Na Asia também foi documentada a spédie n&o identificada Spirometra sp. 1,
recentemente classificada como S. asiana por YAMASAKI et al. (2024) e por fim,
nas Américas, a S. decipiens complex 1 e 2 (KUCHTA et al., 2020), classificadas
também como Spirometra sp. 2 e Spirometra sp. 3, por KUCHTA et al. (2024)
como pode ser observada no Quadro 1:

Quadro 1: Espécies validas do género Spirometra. Anélise com base em analises filogenéticas do
gene mitocondrial cox 1, e em estudos mais recentes (BRABEC et al., 2022; KUCHTA et al., 2022;
YAMASAKI et al., 2024; KUCHTA et al., 2024).

Europa S. erinaceieuropaei (maioria dos casos)
S. mansoni

Asia S. mansoni (maioria dos casos)
S. asiana (descrita no Japdo e Coreia
do Sul)

Africa S. folium (syn S. theileri)
S. mansoni (apenas uma sequéncia, ha
Tanzania)

Oceania S. mansoni

Ameéricas S. decipiens complex 1 (Spirometra sp.
2)

S. decipiens complex 2 (Spirometra sp.
3)

S. mansoni (apenas uma sequéncia, na
Colémbia)
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Esses estudos moleculares recentes revelaram que a maioria dos casos
atribuidos a S. erinaceieuropaei, S. decipiens e S. ranarum descritos na Asia
tratar-se-iam de S. mansoni (KUCHTA et al., 2020; YAMASAKI et al., 2021), além
de enfatizarem que na Asia, S. mansoni e S. asiana sdo agentes causadores de
esparganose e espirometrose (YAMASAKI et al., 2024).

Segundo KUCHTA & SCHOLZ (2017), a problematica na taxonomia surgiu
devido ao fato de alguns autores néo considerarem a possibilidade de variacdes
morfolégicas induzidas pelo hospedeiro, associadas ao porte, idade e origem
geografica, e nesse sentido, o uso do sequenciamento molecular para confirmar
ou revisar delimitacdes de espécies se torna um método promissor para auxiliar a
superar esse problema. Tem sido classificado como o Unico método confiavel
para a identificagdo dos difilobotrideos, e obrigatéria a conservagdo de amostras
em etanol para analises moleculares (WAESCHENBACH et al., 2017; KUCHTA &
SCHOLZ, 2017).

Considerando que a taxonomia das espécies de Spirometra tem sido objeto
de discussbes pelas suas inconsisténcias, KUCHTA et al. (2024) recomendam
gue os novos nomes especificos sejam empregados de acordo com aqueles ja
estabelecidos, segundo os hospedeiros e localizagdo geografica.

Os genes mitocondriais demonstram ser os mais adequados para estudos
sisteméticos e diagndsticos em amostras clinicas. O gene cox1 é o mais utilizado
e permite diferenciacdo entre espécies congéneres de difilobotrideos. Por outro
lado, marcadores nucleares como 18S rDNA e 28S rDNA, néo sdo suficientes
para diferenciar inequivocamente espécies congéneres (KUCHTA et al., 2015), e
embora alguns trabalhos tenham realizado analises utilizando o 28S rDNA
(ZHANG et al., 2014). Os marcadores empregados amplificam uma regido muito
curta, com aproximadamente 300 pares de base (PB) que ndo contém
informacdes suficientes para analises filogenéticas (ZHANG et al., 2017).

O sequenciamento completo do genoma mitocondrial contribuiu
significativamente para as analises filogenéticas, permitindo assim uma resolucao
mais precisa das relacdes taxondmicas (ZHANG et al., 2017). LIU et al. (2012)
realizaram o0 sequenciamento completo do genoma mitocondrial de S.
eurinaceieuropaei de um espécime adulto coletado em um cdo na China. O
mesmo sequenciamento havia sido feito em um plerocercoide coletado em uma

serpente no Japao (dados nao publicados, apenas registrados no GenBank
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NC_011037). Ambos os sequenciamentos da China e do Japao continham 12
Genes Codificadores de Proteinas (PCGs) (cox1, cox2 e cox3, nadl, nad2, nad3,
nad4, nad5 e nad6, nad4L, atp6 e cytb), 22 genes RNA transportador, dois genes
de RNA ribossomais, e duas regides ndo codificantes, do mesmo modo que em
diversos outros estudos com Spirometra e difilobotrideos (LIU et al., 2012; EOM et
al., 2015; ZHANG et al., 2017). O isolado chinés apresentou 13.641 pares de
base, e o0 japonés 2 a menos (13.639), que o autor atribuiu a diferenca de
hospedeiro, estagio de desenvolvimento do parasita, ou localizacdo geografica
(LIU et al., 2012). EOM et al. (2015) também realizaram sequenciamento
completo de genoma mitocondrial de adultos de S. eurinaceieuropaei coletado na
forma de plerocercoide em uma mulher e S. decipiens coletado de uma serpente
que foram infectados experimentalmente em um cdo e um gato, e obtiveram
13.643 pares de base e 13.641 pares de base, respectivamente.

O genoma mitocondrial de S. eurinaceieuropaei apresentou grande
quantidade de timina (T) e baixa concentracao de citosina(C) (T 45,9%, A 20,4%,
G 22,6% e C 11,1%) como em outras espécies de pseudofilideos (LIU et al.,
2012). Genomas mitocondriais com quantidades altas de A e T sdo menos
estaveis, e essa caracteristica nos difilobotrideos beneficiam mutacfes genéticas
na mitocondria, podendo assim influenciar o processo evolutivo para esses
parasitos (ZHANG et al., 2017).

Os genes mitocondriais mais longos de S. eurinaceieuropaei sdo o coxl e
o nad5 com cerca de 1566 pares de base cada (LIU et al., 2012). O mesmo
estudo concluiu que o cytb e nad4 fornecem uma alternativa para novos
marcadores para estudos genéticos para populacdes de S. eurinaceieuropaei de
diferentes hospedeiros e diferentes localizagbes geograficas. ZHANG et al. (2017)
concluiram que o gene cox2 € um codificador mais conservado e que coxl1, cytb e
nad4 apresentam alta variabilidade em suas sequencias, indicando que sao 0s
mais adequados para serem utilizados como marcadores genéticos para estudos
de populacdes de S. eurinaceieuropaei de diferentes hospedeiros e regides
geograficas.

Embora o sequenciamento completo do genoma mitocondrial contribua
com a identificacdo das espécies, sua viabilidade € questionavel na rotina, visto

que apresenta alto custo e grande empenho para obtencdo e analise desses
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dados, comparado ao “padrdo ouro” para genotipagem de amostras de
Spirometra, que é o sequenciamento do gene coxl (KUCHTA et al., 2024).

O DNA barcoding, é amplamente utilizado como marcador genético em
estudos de diversidade genética de diferentes grupos taxonémicos, sendo que
sua aplicacdo primaria consiste em deteccéo e identificacdo de novas espécies
(SOLOVYEVA et al., 2023).

O gene mitocondrial coxl é o mais utilizado em pesquisas para
identificacdo molecular de espécies de Spirometra, como pode ser observado seu
emprego em dezenas de artigos (UGARTE et al., 2005; BERGER et al., 2009;
BAUCHET et al., 2013; BOONYASIRI et al., 2014; JONGTHAWIN et al., 2014;
JEON et al., 2015; PETRIGH et al., 2015; JEON et al., 2016a; SOBOCINSKA et
al., 2016; BADRI et al., 2017; KUDO et al., 2017; LE et al., 2017; EOM et al.,
2018; JEON et al., 2018a; NDOSI et al., 2020; YUDHANA et al., 2020; FREDES et
al., 2021; KIM et al., 2021; NATH et al., 2021; VEROCAI et al., 2023)

2.6 Métodos de delimitacdo de espécies

De acordo com varios autores, espécies sdao uma das unidades
fundamentais da biologia, tendo como comparacdo em importancia, a genes,
células e organismos, como algumas das unidades fundamentais em niveis
inferiores da organizacgao bioldgica, entretanto, espécies existem em um nivel de
organizacado superior do que os humanos podem observar, fazendo com que seja
quase impossivel para os homens distinguirem espécies simplesmente
visualizando-as, como fazem com células e organismos, e devido a isso, surgiu o
tépico de delimitacdo de espécies (DE QUEIROZ, 2007). Definir uma divisdo entre
diferencas intraespecificas e interespecificas é o objetivo principal dos métodos
de delimitacdo de espécies, utilizando conjunto de dados de um marcador Unico
(LEAVITT et al., 2015).

Especiacdo pode ser conceitualizada em alguns processos evolucionarios
como mutacdo, selecdo natural, migracdo e fluxo genético. Os caracteres
impactados por esses processos sao altamente divergentes. Eles podem ser
genotipicos ou fenotipicos, qualitativos ou quantitativos, vantajosos ou nao, além
de envolverem diferentes aspectos na biologia do organismo, incluindo genética,

desenvolvimento, morfologia, fisiologia e comportamento. Esses processos
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passam através de estagios de polifilia, parafilia e monofilia, e ndo acontecem ao
mesmo tempo e nem seguem alguma ordem (DE QUEIROZ, 2007).

Um ponto central para identificar caracteres para estabelecimento de
limites taxonémicos baseados em fenoétipos é entender as diferencas entre
variacdo morfologica dentro das espécies e entre grupos relacionados . Uma vez
que a utilizacdo convencional de critérios fenotipicos pode ser problematica,
dados moleculares sé@o valiosos para delimitacdo de espécies, e particularmente
quando analisados sob rigoroso método estatistico, independentemente de
diferencas fenotipicas em caracteres aparentes para observacfes humanas
(LEAVITT et al., 2015).

Métodos empiricos de delimitacdo de espécies nomalmente usam como
base a deteccdo de espécies presumiveis; atribuicdo de amostra individual para
um grupo de espécie ou Unidade Taxon6mica Operacional (OTU); validacdo da
espécie candidata ou OTU como uma linhagem distinta, e deducdo de
relacionamento de espécies (LEAVITT et al., 2015).

Idealmente, critérios para delimitacdo de espécies deveriam ser baseados
em métodos estatisticos com o objetivo de avaliar os limites entre espécies e
minimizar a necessidade de interpretacdes subjetivas e pericia taxonémica
(LEAVITT et al., 2015).

A precisdo de métodos de delimitacdo de espécies utilizando um Unico
locus depende da histéria evolutiva do grupo estudado, e sua variabilidade
genética. A delimitacdo de espécie sera mais dificil em linhagens que divergiram
mais recentemente, ou em casos com algum nivel de fluxo genético
interespecifico relativo a linhagens mais antigas e divergentes. A utilizacao de
locus Unico deve ser feita para obtencéo de dados preliminares de delimitacdo de
espécies (LEAVITT et al., 2015).

A utilizacdo de DNA barcode é uma ferramenta de identificacdo e
caracterizacdo de genes para grupos inexplorados, e nesse caso, 0s resultados
obtidos com DNA barcode ndo podem ser comparados diretamente com outras
informacdes independentes. Ao invés disso, grupos revelados por barcodes séo
aplicados como primeiro conjunto de hipoteses para uma espécie, sendo o ABGD
(Automatic Barcode Gap Discovery) desenvolvido para esse proposito
(PUILLANDRE et al., 2012).
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O ABGD é um método rapido e simples, que pode ser utilizado para grupos
de individuos representados em uma sequéncia de locus Unico que pode ser
complementada com outras evidéncias numa abordagem de taxonomia
integrativa. Trata-se de um procedimento que classifica sequéncias de espécies
hipotéticas, baseado na existéncia de barcodes observadas a qualquer momento
em que as distancias intraespecificas forem menores do que aquelas entre as
diferentes espécies, ou seja, ele encontra a distancia onde o barcode esta
localizado (PUILLANDRE et al., 2012).

Os objetivos desse método (ABGD) sdo: 1) deduzir estatisticamente e
automaticamente os barcodes e deduzir a distribuicdo das informacdes
corretamente, 2) metodicamente aplicar o procedimento a novos grupos de
sequencias de espécies candidatas (PUILLANDRE et al., 2012).

Uma vez que os barcodes sao detectados, as informacdes sao distribuidas
em grupos de espécies candidatas. Os grupos sao escolhidos, e as distancias
entre as sequéncias dos diferentes grupos é sempre maior que a distancia do
barcode, e para cada sequéncia de cada grupo, ha uma distancia menor que a
distancia do barcode, fazendo assim a divisdo primaria. Em seguida, o método é
reaplicado para cada grupo da divisdo primaria, e assim sussessivamente até que
nao sejam formadas mais divisdes (PUILLANDRE et al., 2012).

Uma espécie é considerada delimitada quando todos os membros
pertencerem ao mesmo grupo e nenhuma sequéncia mais se encaixar nele. O
ABGD também detecta diferencas entre divergéncias intraespecificas e
interespecificas (PUILLANDRE et al., 2012).

No crescente campo da delimitacdo de espécies, muitos métodos apelam
para conceito de espécies filogenéticas, identificando unidades filogenéticas
minimas como as OTU, que inclui o PTP (Poisson tree processes). O PTP requer
uma arvore filogenética contendo no comprimento das ramificagbes a quantidade
de mutacdes, ao inves de tempo. O PTP assume que determinada arvore
filogenética reflete com precisdo a diversificagcdo das espécies (ZHANG et al.,
2013). O comprimento da arvore e das ramificacfes sao inferidas a partir de um
alinhamento de sequéncia utilizando maxima verossimilhanca (RANNALA &
YANG, 2020).

O método PTP (Posson Tree Processes) identifica os pontos de transi¢cao

intra e inter-especificos nas ramificacdes. Seu principio baseia-se no nimero de
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substituicbes entre espécies ser significativamente superior ao numero de
substituicGes dentro de uma espécie, sendo que qualquer substituicdo individual
tem baixa probabilidade de gerar uma especiacdo (ZHANG et al.,, 2013). A
expectativa do nimero significativo de substituicdes até eventos de especiacao, e
até eventos de coalescéncia € de seguirem distribuicbes exponenciais
(distribuicdo de Poisson), formando dois processos diferentes na arvore (ZHANG
et al., 2013; LUO et al., 2018). O método molda os comprimentos das
ramificacdes, em uma arvore ndo ultramétrica enraizada, em duas classes de
distribuicdo exponencial: uma descreve o numero médio de substituicbes até a
préxima especiacdo e o outro descreve eventos de coalescéncia intraespecificos,
atribuindo cada ramificacdo em uma dessas duas classes (ZHANG et al., 2013;
RANNALA & YANG, 2020).

Uma das vantagens desse método é que sua abordagem pode manipular
grande quantidade de dados contendo centenas de espécies (RANNALA &
YANG, 2020), além de fornecer um caminho direto e objetivo para delimitacdo das
supostas linhagens em nivel de espécie (LEAVITT et al., 2015). Ele é adequado
para identificacdo de espécies que foram separadas por longos intervalos antes
da especiacdo e que possuem populacdes pequenas (RANNALA & YANG, 2020).
E um método simples, rapido e robusto, exigindo apenas uma arvore filogenética
padrao (ZHANG et al., 2013).

As delimitacbes entregues pelo PTP sdo de supostas espécies, sendo
necessario integrar dados adicionais para validar as delimitacbes, como
informacdes morfoldgicas, e sequenciamento de mais genes, num contexto de
taxonomia integrativa. Para estimativas mais precisas, € necessario que a arvore
esteja corretamente enraizada (ZHANG et al., 2013).

J4 0 método GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) foi desenhado
para delimitar espécies que evoluiram independentes, utilizando um Unico l6cus e
uma arvore ultramétrica. Por “evolugdo independente”, entende-se que novas
mutacfes que surgem em uma espécie ndo se desenvolvem prontamente em
outra espécie. Seu emprego utiliza uma mistura do processo de ramificacdo de
Yule com um modelo coalescente. Esse método prevé que evolucdes
independentes levam ao aparecimento de um agrupamento genético distinto,
separados por longas ramificacées internas, delimitando esses agrupamentos

através da otimizacdo do conjunto de nos que definem a transicdo inter e intra-
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especificas. A otimizacdo se resulta em encontrar a probabilidade maxima
(maximum likelihood - ML) para um modelo que combine diversificacdo entre
espécies e ramificacbes dentro das espécies. O GMYC ndo depende de
evidéncias adicionais para formular uma hipotese de espécie candidata, portanto
pode ser aplicado em casos de escacez de dados (FUJISAWA &
BARRACLOUGH, 2013; LEAVITT et al.,, 2015; RANALLA, 2015; LUO et al.,
2018).

Esse modelo estatistico foi desenvolvido para testar as mudancas
esperadas nas taxas de ramificacbes em delimitacdo de espécies, sendo o
principal objetivo do método, classificar o intervalo de ramificacdes definidos pelos
nés, resultando em processo de diversificacao (inter-especifico) ou coalescéncia
(intraespecifico) (PONS et al., 2006).

A operacdo do GMYC se baseia em método de probabilidade, através da
analise do tempo dos eventos de ramificacdo nas arvores filogenéticas,
formulando a distribuicdo do intervalo de tempo entre os eventos de ramificacdes
(PONS et al., 2006). Assume-se uma constante taxa de ramificacbes, tanto no
processo de populacbes e de diversificacbes, que aparentemente sao
improvaveis de se manterem estacionarios (FUJISAWA & BARRACLOUGH,
2013).

A abordagem do GMYC atribui os eventos de ramificacdbes em duas
categorias: especiacdo e coalescéncia dentro da espécie, assumindo que
espécies sdo monofiléticas, pode-se especificar um conjunto de nds ancestrais
comuns mais recentes (MRCA), que determinam o tipo de evento de ramificacéo.
Ramos que descendem dos nés do MRCA significam eventos de coalescéncia
dentro de uma espécie, e clados definidos por cada n6 do MRCA, sao conjuntos
de espécies, e o conjunto de MRCAs com a maxima probabilidade é selecionada
como o melhor modelo de delimitacdo (PONS et al., 2006)

Um dos desafios é que mesmo que se assuma a monofilia em uma arvore
pequena, existe um numero enorme de possibilidades de modelos de delimitacéo
(FUJISAWA & BARRACLOUGH, 2013), e na abordagem proposta por PONS et
al. (2006) é que exista um limiar de tempo, antes de que o0s nos reflitam eventos
de diversificacdo, e depois que todos os noés reflitam eventos coalescentes,

reduzindo o niumero de candidatos para 0 mesmo numero de nds na arvore.
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O GMYC funciona melhor em populagcdes pequenas e com baixas taxas de
nascimento, e um dos entraves é a dependéncia da precisdo da arvore
ultramétrica (ZHANG et al., 2013).

Estudos empiricos revelaram que o ABGD e o GMYC tendem a sub e
super dividir as espécies, respectivamente. O PTP tende a superar o GMYC
quando as distancias interespecificas sdo pequenas. Estes dois métodos
presumem que as arvores filogenéticas refletem com precisédo a diversificagdo
das espécies (LUO et al., 2018).

O método ASAP (Asemble Species by Automatic Partitioning) consiste em
um algoritmo de agrupamento ascendente hierarquicamente, que mescla as
sequéncias dentro de grupos que sao sucessivamente mesclados até que todas
as sequéncias formem um grupo Unico. A cada etapa de fuséo, a atribuicdo de
todas as sequéncias em grupos, sdo chamadas de “particdes”. A primeira particdo
contém tantos grupos quanto sequéncias, enquanto que a Ultima particdo é um
anico grupo com todas as sequéncias dentro. Grupos maiores séo criados pela
fusdo de grupos das particbes anteriores juntas. Toda nova particdo €
caracterizada de duas maneiras: a primeira, que quantifica a chance de cada
NOVO grupo ser uma nova espécie, e a segunda, onde é computada a distancia de
intervalo de cada barcode entre a particdo anterior e a nova. Ambas as métricas
(probabilidade e distancia de intervalo de barcode) sdo combinadas dentro de um
escore que é utilizado para classificar as particdbes (PUILLANDRE et al., 2021).

Nesse modelo, cada distancia € considerada apenas uma vez e em ordem
crescente para a finalidade de agrupamento, sendo que distancias iguais séo
tratadas juntas e agrupadas no mesmo grupo. Consequentemente, quando as
sequéncias que estdo em grupos distintos sdo agrupadas juntas, o grupo anterior
€ mesclado dentro de um novo grande grupo, e associado a atual distancia de
agrupamento. Quando uma nova particdo é formada o processo de agrupamento
cessa e é finalizado. O ASAP continua com o0 agrupamento, procurando pela
proxima distancia até outra particdo ser construida. O algoritmo para quando
todas as sequéncias sdo mescladas dentro de um dnico grupo final
(PUILLANDRE et al., 2021).

Uma vez que uma nova particdo € formada, o ASAP testa cada uma se o
valor p é inferior a um dado risco e consequentemente deva ser dividido. Quando

ocorre uma divisdo, o método ASAP recursivamente avalia todos os subgrupos,
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se devem ser divididos também. O ASAP também calcula se a distancia do
barcode esta associada com a particdo atual (PUILLANDRE et al., 2021).

No fim do agrupamento, o ASAP pontua e classifica todas as particoes
utilizando dois critérios: o valor p classificado por ordem crescente (0 menor valor
p € classificado em primeiro) e sua classificacdo de distancia de espaco de
barcode, em ordem decrescente (a maior distancia € clarificada em primeiro). A
classificacdo do ASAP é a média de ambos os rankings: quanto menor, melhor
(PUILLANDRE et al., 2021).

Uma de suas principais qualidades € ser extremamente rapido, quando
comparado a qualquer método que depende de construcdo de arvore. Além disso,
ndo requer nenhum conhecimento prévio como 0 numero de espécies,
composicdo da espécie, ou qualquer informacdo biolégica, como a arvore
filogenética ou distancias genéticas interespecificas. Apenas distancias genéticas
pareadas sao utilizadas para construir uma lista de particbes classificadas por
pontuacdes. Em comparacédo, a performance do ABGD e do ASAP é similar, o
PTP performa muito bem, e o0 GMYC performa muito bem desde que trabalhe

com um numero ndo muito grande de espécies (PUILLANDRE et al., 2021).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral:

Identificacdo morfolégica e molecular dos espécimes de plerocercéides de
Spirometra sp. recuperadas em anfibios e répteis na regido do Pantanal,
empregando a inducéo de infeccdo em caes e gatos para a obtencao de formas
adultas do cestoda.

3.2 Especificos:

Identificar as espécies de anfibios e répteis portadores de plerocercoides
de Spirometra sp. na regido da Nhecolandia, Pantanal, MS;
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Induzir infeccdo experimental em cées e gatos domésticos com
plerocercoides para caracterizacdo morfolégica, molecular e biologica das formas

adultas de Spirometra spp. recuperadas apdés a inducéo da infeccao.

4 METODOLOGIA

4.1 Amostragem de anfibios e répteis

As capturas de répteis e anfibios ocorreram na sub-regido da Nhecolandia
no Pantanal, que € a de maior extensao, entre todas as sub-regides pantaneiras,
e esta limitada ao norte pelo rio Taquari, um dos maiores rios no Pantanal, e a
leste pelo rio Negro e diversas vazantes. A Nhecolandia compreende habitats
entremeados com areas abertas e fechadas, matas riparias, capdes e
cordilheiras, entre salinas, baias, vazantes e rios. O campo inundavel, com
vegetacdo nativa e também exética, areas com presenca de capim caronal
(Elyonurus muticus) (POTT, 1988), Cerrado e Cerradao (SILVA et al., 2000) sao
as fitofisionomias encontradas nessa sub-regido. O periodo de maior precipitacdo
nessa sub-regido estd compreendido entre 0os meses de outubro a marco
(SORIANO e GALDINO, 2002), com seu regime de inundacao influenciado pelos
rios Taquari e Negro.

As amostragens com finalidade de inducao de infeccdo experimental foram
realizadas, em marco de 2021, compreendendo esforco amostral minimo de cinco
noites por expedicdo. Os animais foram capturados através de busca ativa e
também com emprego de vinte armadilhas de interceptacdo e queda (pitfall). As
armadilhas foram constituidas por dois recipientes plasticos (verde ou azul
escuro), com volume de 108 litros (diametro de 52 cm de abertura e 65 cm de
profundidade) e tela de interceptacdo, com cerca de 15-20m de comprimento. As
armadilhas foram vistoriadas diariamente, numa area de 25Km?, e distanciadas
entre 1 e 5km entre elas.

Os espécimes capturados foram acondicionados em caixas térmicas para
evitar a desidratacdo e superaquecimento, sendo mantidos sob refrigeracdo e
transportados para o laboratorio de Parasitologia Animal, do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, onde foram

realizados os procedimentos laboratoriais parasitologicos. Outros animais
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1422  eventualmente capturados, como pequenos mamiferos, aranhas, foram soltos
1423  imediatamente.
1424 Cada animal capturado foi medido, pesado, fotografado e identificado. Os
1425 animais foram eutanasiados conforme resolucdo 1000/2012 CFMV e
1426  necropsiados, seguindo os procedimentos usuais em estudos anatomopatolégicos
1427 e para a coleta de parasitos. Todas as amostras contendo plerocercoides foram
1428 identificadas segundo a numeracdo de identificagdo do animal em que foi
1429  coletada.
1430 Espécimes parasitos, que ndo os agentes alvos do presente estudo, foram
1431 armazenados e mantidos para estudos futuros.
1432 Os espécimes de plerocercoides encontrados em cada animal foram
1433  cuidadosamente retirados, e quantificados, sendo em seguida colocados em
1434  beckers contendo agua Milli Q e identificados pela numeracéo de seu hospedeiro,
1435 até o momento da preparacao para a inoculacdo nos cdes e gatos.
1436
1437 4.2. Animais experimentais
1438
1439 Foram selecionados quatro cdes, raca indefinida (SRD), adultos,
1440 clinicamente saudaveis, sendo identificados como C1, C2, C3 e C4, e trés gatos,
1441  adultos, SRD, saudaveis e identificados como G1, G2 e G3; as caracteristicas
1442  individuais estdo contidas no quadro 2:
1443
1444 Quadro 2: ldentificacdo dos animais utilizados na reprodugdo experimental da infeccdo com
1445 plerocercoides de Spirometra sp..
Identificacéo Hospedeiro Sexo Idade Peso em kg

C1 Canino Macho Adulto 10

C2 Canino Fémea Adulto 19

C3 Canino Macho Adulto 15

C4 Canino Macho Adulto 8

G1 Felino Macho Adulto 4

G2 Felino Macho Adulto 3

G3 Felino Fémea Adulto 3

1446
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Todos os animais foram previamente avaliados clinicamente, classificados
com bom escore corporal e sem alteracdes clinicas. Foram realizados exames
clinicos, hematologicos e parasitolégicos que asseguraram a higidez dos animais.
Todos foram medicados quinze dias antes da inoculagdo experimental com
formulacbes a base de benzimidazois e praziquantel (BASKEN Plus®, KONNIG
do Brasil®), com dosagem recomendada pelo fabricante, e, nos dias
subsequentes, as fezes examinadas para a presenca de ovos de helmintos, a fim
de que iniciassem o experimento totalmente everminados.

Os caes foram mantidos em canis individuais, e os gatos em gatis
individuais, ambos abrigados das intempéries naturais, com agua e alimentacdo
adequada e ad libitum, além dos ambientes dotados de enriquecimento ambiental,
e submetidos a passeios diarios. O ambiente e utensilios foram limpos e
higienizados diariamente, quantas vezes foram necessarias.

Considerando que o objetivo do trabalho ndo foi descrever aspectos
fisiopatolégicos da parasitose, mas tdo somente a obtencdo de formas adultas
para a precisa identificacdo morfolégica e molecular, os animais foram
submetidos apenas a exames clinicos rotineiros diarios para simples controle do
estado geral. As fezes foram coletadas diariamente e as amostras processadas
pelas técnicas de sedimentacdo (LUTZ, 1919; HOFFMAN, PONS & JANER,
1934) e Centrifugo-Flutuacdo em solucdo saturada de aculcar modificada
(SHEATHER, 1923) , com finalidade de detectar a presenca de ovos dos agentes

inoculados.

4.3 Inoculagéo experimental

Os plerocercoides recuperados dos hospedeiros paraténicos foram
administradas por via oral para cada animal experimental, sendo previamente
quantificados e inseridos no interior de salsichas (tipo hot-dog tradicional Sadia®),
para os caes, e em peixes lambaris (Astyanax lacustris) frescos para os gatos. O
Céo 1 (C1), Céo 3 (C3) e 0 Gato 1 (G1) receberam plerocercoides recuperados
de cobras Jararaca (Bothrops mattogrossensis), nas quantidades de 31, 33 e 27
plerocercoides, respectivamente. O Cao 2 (C2), Cao 4 (C4) e Gato 2 (G2)
receberam plerocercoides recuperados de cobras Coral (Micrurus frontalis) nas

guantidades de 25, 10 e 25 plerocercoides, respectivamente. O Gato 3 (G3)
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1481 recebeu 25 plerocercoides de Serpente olho de gato (Leptodeira pulchriceps) e
1482  mucurana (Mussurana bicolor) conforme consta no quadro 3:

1483

1484  Quadro 3: Quantidade de plerocercoides inoculados em cada animal experimental e respectivas
1485 espécies dos hospedeiros nos quais foram recuperados.

Animal experimental Numero de Hospedeiro fonte do plerocercoide
plerocercoides inoculado
inoculados
C1l 31 Jararaca (Bothrops mattogrossensis)
C2 25 Coral (Micrurus frontalis)
C3 33 Jararaca (Bothrops mattogrossensis)
C4 10 Coral (Micrurus frontalis)
Gl 27 Jararaca (Bothrops mattogrossensis)
G2 25 Coral (Micrurus frontalis)
Serpente olho de gato (Leptodeira
G3 25 pulchriceps) e mugurana (Mussurana
bicolor)

1486 C=Céo G= Gato

1487

1488 4.4 Necropsias

1489

1490 Apbs constatada a presenca de ovos caracteristicos nas fezes, 0os animais

1491 foram eutanasiados. O procedimento de eutanasia foi realizado conforme
1492  Resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

1493 Os animais foram necropsiados adotando procedimentos usuais em
1494 anatomia patolégica. As formas parasitarias adultas encontradas no intestino
1495 delgado foram recuperadas, lavadas em solugao salina (0,85%), mantidos em
1496 geladeira até completa paralisacédo, e fixados em alcool etilico 70°.

1497

1498 4.5 Processos de identificacdo morfologica dos cestodas

1499
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Porcdes anteriores, mediais e distais dos estrobilos dos espécimes de
cestodas recuperados, foram coradas com carmim cloridrico pelo método
regressivo e com hematoxilina e eosina (AMATO & AMATO, 2010).

Também foram realizados cortes histolégicos longitudinais e transversais,
em proglétides imaturas e gravidas, em areas correspondentes as mesmas
por¢cdes proximal, média e distal do estrobilo. O material foi processado, por
técnica usual em histologia, cortado na espessura de 15um em micrétomo Leica
RM2245® e corados com hematoxilina e eosina.

As preparacdes dos espécimes, foram montadas em laminas e examinadas
e documentadas em Microscoépio Leica DM5500 B® e Estereomicroscopio Leica
M205 A®, ambos equipados com cameras Leica DFC 490® (Leica
Microsystems™, Wetzlar and Mannheim, Germany) e sistema de andlises de
imagens Leica Application Suite — LAS® 3.8 (Leica Microsystems™, Wetzlar and
Mannheim, Germany).

Para as preparacdes para exame em microscopia eletrénica de varredura,
0s espécimes foram desidratados em série crescente de alcool etilico (70°; 80°;
95° e 100°), em seguida imersos em Hexametildisilazano (Cat. Number 440191
Sigma-Aldrich ™) por 10 minutos e posicionados em stubs 12.7 x 12.7mm (Ted
Pella®, Inc., USA) sobre fita de carbono (Carbon Conductive Tabs 12mm OD,
PELCO Tabs ™ - Ted Pella®, Inc., USA); em seguida examinados e fotografados
em microscoépio eletrbnico de varredura Hitachi® Modelo TM3000 ™ (Hitachi,
Tokyo, Japan) no modo analy.

Os espécimes adultos foram analisados segundo caracteres taxondmicos

sumarizados no quadro 3, no anexo.

4.6 Procedimentos genéticos

O DNA genbémico foi extraido de dois esparganos de Spirometra sp.,
assim recuperados, de uma Bothrops mattogrossensis (Jararaca) (Br3) e de um
Salvator merianae (Teiu ) (Br5); os parasitos foram lavados em agua Milli Q, e
preservados em alcool 70°. Antes do processo de extracdo do DNA, os parasitos
foram lavados novamente em agua Milli Q, e submetidos a técnica de extracdo de
DNA pelo Fenol-Cloroférmio (SAMBROOK & RUSSEL, 2001), a saber: a amostra
foi digerida em 600 pL de solucdo de SNET contendo Proteinase K, na

concentracéo de 400 yg/mL, mantidos por 12 horas em estufa a 56 °C em sistema
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de roller em posicdo horizontal. Apéds esse periodo foi adicionado volume igual de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico , mantidos em agitacdo no sistema roller por
30 minutos em temperatura ambiente. A separacao das fases organica e aquosa
por centrifugacdo, a 1000g por 5 minutos em temperatura ambiente, sendo a fase
aguosa superior transferida para microtubo e adicionada de igual volume de
isopropanol gelado (x10 °C). Ato seguinte, apdés suave homogeneizacdo, foi
centrifugado 15000g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi removido e o
pellet foi lavado com 1 mL de etanol a 70 GL gelado (10 °C), novamente
centrifugados nas mesmas velocidades anterior e o liquido desprezado. O pellet
foi seco ao ar em temperatura ambiente, e em seguida dissolvido em solucédo de
TE (pH 8,0)

Apos finalizado o processo, a amostra de DNA extraida foi avaliada usando
equipamento Nanodrop para determinar concentracdo e nivel de pureza do DNA.
Amplificacdes de DNA mitocondrial, por reacfes em cadeia da polimerase (PCR)
foi realizada na Niigata University of Pharmacy and Medical and Life Sciences,
com objetivo de amplificacdo completa do gene da citocromo c oxidase (COI sub-
unidade | — cox1), usando os primers: Spirometra Cox1F — TATCAA ATT AAG
TTA AGT AGA CTA,; e Spirometra Cox1R — CCA ATT AGC ATG ATG CAA AAG.
As amplificagbes por PCR foram realizadas usando o mixTaKaRA EX Premier™
(Takara Bio Inc. Japao) seguindo o protocolo do fabricante, com um volume final
de 50uL. O perfil de ciclagem térmica programado em um termociclador
Eppendorf Mastercycler Ep System (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), etapa de
desnaturacao inicial a 94 °C (2 min); 35 ciclos de 94 °C (30°), 58 °C (30°) e 68 °C
(90%); seguido por uma extensdo final a 72°C (7 min); e mantidos a 4°C. Os
produtos de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
usando coloracdo em gel de acido nucleico GelRed (Biotium, CA, EUA) e
visualizados sob um transiluminador UV. As amostras amplificadas foram
purificadas usando o kit de purificacdo de PCR QIAquick (Qiagen Ltd., Hilden,
Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante.

Para as reagfes de sequenciamento, além dos Primer’s Spirometra Cox1F
e Spirometra Cox1R, foram delineados outros quatro set de primers internos:
Spirometra Cox1Seq Rev i1 - GAA CTA TAA AAG AAA GCA CC; Spirometra
Cox1Seq Fw i2 — TTC TTT TAT ATC GGC GTT TA, Spirometra Cox1 Seq Rev i3
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1567 — TTT ATA ACA ATC GGA GGA AA, e Spirometra Cox1l Seq Fw i4 — CGT ATT
1568 AAA TTT GTT GAA CCT; conforme esquema abaixo (figural):

Spirometra Cox1F . Spirometra Cox1 Seq Fw i4 . Spirometra Cox1Seq Fw i2 .

' Seirometra Cox1 Seq Revi3 ' Seirometra Cox1Seq Revi1 l Seirometra Cox1R

1569
1570

1571 Figura 1. Representacdo grafica ilustrando a posicdo dos primers usados para amplificacédo e
1572 sequenciamento total do gene citocromo oxidase (Cox1) delineados para o género Spirometra; os
1573 quais permitem a amplificacio de cerca de 2884 bp.

1574 O produto amplificado foi preparado para sequenciamento com Big Dye
1575  Terminator v3.1cycle (Applied Biosystems, CA, EUA) em termociclador Gene Amp
1576  (Applied Biosystems) e todas as sequencias obtidas foram analisadas usando um
1577  ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems). Para cada porcdo do gene, 0s
1578 cromatogramas foram, inicialmente montados em contigs e editados
1579 manualmente para ambiguidades usando o pacote de software MEGA 11
1580 (TAMURA et al., 2021 - https://www.megasoftware.net). As sequéncias de
1581 consenso resultantes foram comparadas quanto a similaridades com sequéncias
1582 do banco de dados GenBank usando o algoritmo Basic Local Alignment Search
1583 Tool — Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) do National Centre for
1584  Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

1585 Para andlises filogenéticas moleculares, foram selecionadas sequencias
1586 completas do gene cox1 atribuidas a Spirometra spp. e disponiveis no GenBank,
1587  encontradas durante o método de Blast. As sequencias obtidas foram alinhadas
1588 usando o programa MEGA 11, pelo algoritmo ClustalW sendo as extremidades
1589 cortadas para que todas as sequéncias ficassem com o mesmo tamanho. As
1590 reconstrucdes filogenéticas, foram precedidas por andlise de modelo; para definir
1591  os melhores parametros para construcdo de arvore usando métodos de maxima
1592  verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (Bl). Os suportes nodais nas
1593 analises de ML foram estimados pelo teste de razdo de verossimilhanca
1594 aproximada (aLRT) e por bootstrap ndo paramétrico (ML-B P) apdés 1000
1595  pseudoreplicacoes.

1596 Para as andlises de estimacdo das distancias foi realizado o método
1597 Bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), com 1000 replicacdes, e modelo p-distance
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(NEI e KUMAR, 2000) em indice uniformes. A construcdo da arvore para estimar
a historia evolutiva foi inferida usando o método de Maxima Verossimilhanca e o
modelo Hasegawa-Kishino-Yano (1985). As arvores iniciais para a busca
heuristica foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Join
e BioNJ a uma matriz de distancias pareadas estimadas usando a abordagem de
Méaxima Verossimilhanca Composta (MCL) e, em seguida, selecionando a
topologia com valor de verossimilhanca logaritmica superior. Uma distribuicéo
Gamma discreta foi usada para modelar diferencas de taxa evolutiva entre os
locais (5 categorias (+G, parametro = 0,2399)). Esta analise envolveu 33
sequéncias de nucleotideos, com um total de 1568 posi¢cdes no conjunto de
dados final.

Nas analises para delimitacdo das espécies foram empregados o0s
seguintes programas:
- ABGD: Species delimitation by automatic barcoding gap Discovery
(PUILLANDRE et al., 2012), disponivel em
https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit -

https://itaxotools.org/abgd.zip para o qual foi utilizado o arquivo fasta do

alinhamento das sequéncias.
- ASAP: Species delimitation from single-locus sequence data by the Assemble
Species by Automatic Partitioning approach (PUILLANDRE et al., 2021) disponivel

em https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit -

https://itaxotools.org/asap.zip para o qual foi utilizado o arquivo fasta do
alinhamento das sequéncias.
- PTP: Species delimitation based on Poisson tree processes (ZHANG et al.,
2013), disponivel em https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit -

https://itaxotools.org/ptp.zip, para o qual foi empregado o arquivo tipo Newick,

gerado apos a construgdo da arvore em ML com as sequéncias analisadas.
Utilizado no modo PTP e bPTP.

- GMYC: Species delimitation based on the Generalized Mixed Yule
Coalescent (PONS et al., 2006), disponivel em
https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit -

https://itaxotools.org/pyr8s.zip.zip; para o qual foi empregado o arquivo tipo

Newick, gerado apds a construgdo da arvore em ML com as sequéncias

analisadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatamos a ocorréncia de plerocercoides de Spirometra na regido da
Nhecolandia do Pantanal Sul-Matogrossense nas serpentes das espécies
Bothrops mattogrossensis, Erythrolamprus poecillogyrus, Erythrolamprus typhlus,
Leptodeira pulchriceps, Leptophis ahaetulla, Mussurana bicolor, Taeniophallus
occiptalis, Xenodon matogrossensis, Micrurus frontalis, lagartos da espécie
Salvator merianae e um anfibio da espécie Leptodactylus chaquensis, sendo o
primeiro registro nessas espécies. Embora décadas atrés, cobras do género
Bothrops sp. e anfibios do género Leptodactylus (Leptodactylus ocellatus) haviam
sido registrados como portadores de esparganos, além de pequenos mamiferos e
marsupiais (GOMES, 1984; FORTES e HOFFMANN, 1987; REGO & SCHAFFER,
1992; BEZERRA et al.,, 2012; ALMEIDA et al., 2016), as informagOes foram
limitadas, n&o houveram andlises moleculares, tampouco reproducéo
experimental para obtencdo do espécime adulto nesses relatos (GOMES, 1984;
REGO & SCHAFFER, 1992). A ocorréncia dessa espécie na regido Pantaneira
gera um alerta de potencial impacto em salde publica. Os nhomes das espécies,
nomes vulgares, quantidade de espécimes examinados e respectivas quantidades
de formas infectantes de Spirometra, recuperados em nosso estudo, estédo

listados no quadro 4:
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1654 Quadro 4: Espécie, e niumero de plerocercoides recuperados em serpentes, anfibios e répteis

1655 capturados na Regido da Nhecolandia, Pantanal, MS, Brasil no periodo de 2018-2021.

Espécie Nome vulaar Espécimes Numero de
P 9 examinados/infectados plerocercoides
Bothrops . Jararaca 9/8 3a65
mattogrossensis
Erythr_olamprus Cobra de capim 713 2al5
poecillogyrus
Erythrolamprus typhlus Cobra verde 1/1 Varios

Serpente olho

Leptodeira pulchriceps de gato anelada 13/7 1a64
Leptophis ahaetulla Azulao boia 2/1 36
Mussurana bicolor Mucurana 2/2 varios

Taeniophallus occiptalis ~ Cobra-capim 1/1 varios
Xenoaan . Falsa coral 2/2 5a6
matogrossensis
Micrurus frontalis Coral 2/2 10 a 59
LEpUORREHLE Anfibio 23/1 1
chaquensis
Salvator merianae Teil 3/2 2
1656
1657 Os plerocercoides recuperados estavam alojados no tecido subcuténeo,

1658 inseridos na musculatura ou livres na cavidade celomatica, proximos ao estdbmago
1659 e até a primeira porcao do intestino dos hospedeiros. Os espécimes coletados
1660 eram achatados, mediram de 3 a 40cm de comprimento, de cor esbranquicada
1661 leitosa e moveis, apresentando movimentos de contracdo e expansdo quando
1662 imersos em agua miliQ. Apresentavam escoélices que se projetavam por
1663  alongamentos e retragdes ritmicas. As botrias foram visiveis por microscopia de
1664 luz, e também em coloracfes preparadas com carmim cloridrico, bem como por
1665  microscopia eletrdnica de varredura. As imagens dos plerocercoides podem ser
1666  observadas na figura 2. Os resultados obtidos corroboram com os descritos na
1667 literatura (CHI et al., 1980; CHERVY, 2002; KAVITHA et al., 2013; ZHANG et al.,
1668 2014; ZHANG et al., 2015b; RUBTSOVA e HECKMANN, 2020) embora nao

1669 observamos microtriquias na superficie do escolice, como descrito por
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HATSUSHIKA & OKINO (1987). SCHOLZ et al. (2019) citaram que na maioria dos
casos relatados na literatura, foram determinadas espécies baseadas em
observagbes apenas morfoldgicas, ndo tendo sido realizados exames moleculares
em plerocercoides, tampouco depositados exemplares que pudessem servir para
tal exame. KUCHTA & SCHOLZ (2017), relataram que € essencial a consideragao
de variacdes morfolégicas induzidas pelo hospedeiro, associadas ao porte, idade
e origem geografica, e nesse sentido, o uso do sequenciamento molecular para
confirmar ou revisar delimitacdes de espécies é obrigatorio. Em nosso estudo, os
plerocercoides foram submetidos a exames moleculares e inoculados em céaes e

gatos para obtencdo do adulto e confirmacdo da espécie, cujos resultados seréo

mostrados mais a frente.

A

Figura 2 — Espécimes de Spirometra sp. sob forma de esparganos em cavidade abdominal do
hospedeiro paraténico Leptodeira pulchriceps (Serpente olho de gato) (A e B) e removido em agua
MiliQ em placa (C).

Os cédes e gatos experimentais ndo manifestaram alteragbes clinicas
durante o periodo experimental, bem como ndo foram observados, fragmentos

visiveis do cestoda nas fezes, como fora observado em relatos de infeccbes
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1689 naturais em cdo (SAHOO et al.,, 2018), gato (LIMA et al., 2020) e canideos
1690  silvestres (ALMEIDA et al., 2016; EOM et al., 2018; EOM et al., 2019; NDOSI et
1691  al., 2020), tampouco como vomitos em felinos infectados naturalmente (KIM et al.,
1692  2021).

1693 Os ovos foram observados nas fezes dos animais experimentais a partir do
1694  13° dia pOs inoculacdo no G1 e somente a partir do 20° dia no C1 (quadro 9).
1695 Apresentavam como caracteristicas, cor amarelada, operculados e formato
1696  ovoide. O tamanho médio dos ovos se encontra no quadro 5:

1697 Quadro 5: Tamanho dos ovos, em micras, observados em fezes de cées e gatos infectados
1698 experimentalmente com plerocercoides de Spirometra.

Espécie Comprimento Largura Média
hospedeira Comprimento/largura
CAES 54,722 a 62,110 32,264 a 35,676 58,42/ 33,97
GATOS 50,29 a 58 30,656 a 36,111 54,15/ 33,38
1699
1700 O gato G2 e 0 cdo C4 nao apresentaram Spirometra sp. adultos a

1701  necropsia, embora tenham sido observados ovos nas fezes previamente. O
1702  primeiro animal experimental foi necropsiado no 22° dia e os ultimos, aos 45 dias
1703 apoOs a inoculacdo. Os animais necropsiados entre o 22° e 37° dia apds a
1704 inoculacdo apresentaram maior numero de espécimes de parasitos a necropsia,
1705 entre 10 e 16 exemplares (representando 33,3% a 64% do numero de
1706  plerocercoides inoculados em cada um desses animais). As imagens podem ser
1707 observadas na figura 3. Esses numeros reduziram drasticamente quando
1708 comparados aos animais necropsiados a partir do 38° dia, com nenhum exemplar
1709  adulto recuperado, apenas um exemplar recuperado em um dos animais
1710  necropsiados no 45° dia (representando 3,2% do inoculado) e nenhum exemplar
1711 no outro animal necropsiado no 45° dia, conforme Quadro 6. Essas observacdes
1712  podem indicar que o0 cdo e o gato doméstico ndo sdo hospedeiros adequados
1713  para manutencéo da infeccéo por longo periodo ou como relatado por OPUNI &
1714 MULLER (1974), que observaram ovos nas fezes de caes inoculados
1715  experimentalmente a partir dos 19 dias, em um experimento que durou 9 meses,
1716 e relataram picos de eliminacéo de ovos a cada 3 ou 4 semanas, intercalado por

1717  periodo sem eliminacdo de ovos, o que atribuiram ao provavel fato de uma
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quantidade de proglétides que estavam produzindo grande quantidade de ovos

se libertarem e em seguida, eliminadas pelo intestino.

Figura 3 — Espécimes adultos de Spirometra sp. no intestino delgado de cado portador de infeccéo
induzida com esparganos (A e B), e em C detalhe do espécime fixado pelo escdlice.

O C4 apresentou extensas lesdes avermelhadas no duodeno e mancha
esbranquicada no baco. Os demais animais ndo apresentaram lesdes
macroscopicas. Os parasitas adultos estavam com o escolice fixado no duodeno
em todos os animais, e seu estrobilo se estendia até o jejuno ou ileo. Os
resultados das infec¢cBes experimentais como o nimero de dias apés a inoculacdo
em que foram visualizados ovos no exame coproparasitolégico, numero de dias
apos a inoculacdo em que foi realizada a necropsia, nimero de espécimes de
parasitos adultos recuperados, por animal experimental, estdo descritos no

quadro 6:
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1734 Quadro 6: Resultados das inoculacdes experimentais em cédes e gatos domésticos com
1735 plerocercéides de Spirometra sp. recuperados em répteis, capturados na regido da Nhecolandia,
1736 Pantanal, MS.
, . Numero de
Numero de dias . . . ~
PN ~ dias apos a Numero de Alteracdes
. apos a inoculagao, . ~ .
Animal inoculacao, em exemplares macroscopicas
. em que foram :
experimental que foi adultos e outros
observados ovos X
realizada a recuperados achados
nas fezes )
necropsia
C1l 20 45 1 -
C2 17 32 10 -
C3 17 22 11 -
Extensas
lesdes
avermelhadas
C4 17 38 0 no duodeno;
lesdo
esbranquicada
no baco.
G1 13 37 11 -
G2 17 45 0 -
G3 14 27 16 -

1737

1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750
1751

Os parasitos adultos recuperados mediram entre 43 e 49,8cm, eram
achatados e apresentavam escolice e colo finos e ndo segmentados; o estrobilo
segmentado, craspedota, composto por proglétides que se tornavam mais largas
a medida que se afastavam do colo.

Microscopicamente, pdde ser observado duas boétrias longitudinais no
escolice. O poro uterino, vagina e poro genital eram visiveis na parte ventral de
cada proglétide. Em cada proglétide gravida, o Utero estava localizado no centro
apresentando duas a trés voltas, e repleto de ovos. O ovario apresenta formato de
haltere, e se localiza conectado ao Utero, proOXimo a margem posterior da
proglétide. O cirro e o poro vaginal apresentam aberturas separadas, localizados
na linha média da por¢céao anterior da proglotide, com o poro vaginal posterior ao
cirro. O poro genital engloba a bolsa do cirro e a vesicula seminal. Os testiculos
numerosos e estavam espalhados tanto nas camadas mais medianas como

dorsais, e bilateralmente em cada proglotide. Na mesma regido também haviam
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1752  feixes musculares distribuidos no sentido longitudinal. As proglétides estavam
1753  revestidas por tecido epitelial. As imagens histolégicas, microscopicas e de

1754

1755

1756 Figura 4 — Porcéo do estrobilo de Spirometra sp. em corte histolégico transversal (A) corado pela
1757 hematoxilina-eosina; B- escélice de espécime adulto corado pelo carmim-cloridrico e, C, ovo de
1758 Spirometra observado nas fezes de céo portador da infeccdo induzida por esparganos. (Barra de
1759 escala = 500 pum).

1760

1761 Figura 5 — Imagens de proglotes de Spirometra sp. obtidas em infec¢cdo induzida em céo
1762 doméstico por esparganos. A- Cortes histoldgicos transversais sequenciais na mesma proglote
1763 madura, proximais, mediais e distais, respectivamente, e corados pela hematoxilina-eosina; B-
1764  corte histolégico longitudinal em proglotes maduras corado pela hematoxilina-eosina, e C- imagem
1765 de proglotes maduras em microscopia eletronica de varredura. (Barra de escala =500 um).

1766

1767 Os caracteres taxonémicos observados sao fracos, fortemente subjetivos e
1768  sujeitos a interpretacfes diversas, ndo existindo caracteres especificos para
1769  diagnostico dessa espécie, e consequentemente a analise morfologica foi

1770  inconclusiva, como também relatado por diversos autores (SCHOLZ et al., 2019,
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YAMASAKI et al., 2021), além de ocorrerem variacées na morfologia, de acordo
com o hospedeiro, porte, idade, localizacao geografica, e método de conservacéo
da amostra, podendo esses fatores resultar até mesmo em divergéncias
interespecificas (KUCHTA & SCHOLZ, 2017; WAESCHENBACH et al., 2017).

Embora o gene coxl seja 0 mais utilizado em sequenciamentos para
identificacdo molecular do género Spirometra, e considerado como “padrao ouro”
(KUCHTA et al., 2024), alguns autores utilizaram sequenciamentos parciais do
gene, a exemplo de PETRIGH et al. (2015) que sequenciaram 450 pares de base
de amostras do parasito adulto, resultando em 93% de similaridade com S.
proliferum e 89% de similaridade com S. erinaceieuropaei, demonstrando que
sequéncias parciais ndo sdo suficientes para discriminar as espécies com
seguranca.

O sequenciamento completo do gene coxl resultou em sequéncias de
1568 pares de base, denominadas aqui de Spirometra Pantanal-BR-3 e
Spirometra Pantanal-BR-5, que foram analisadas no MEGALL junto as demais
sequencias completas do gene coxl do género Spirometra, disponiveis no
GenBank (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Essa analise revelou que nossa
sequéncia ndo se encaixa em nenhum outro grupo, tendo ancestralidade comum
com Spirometra folium (Syn. S. theileri) (NC056327.1, MK955901.1), que por sua
vez, apresenta ancestralidade comum com Spirometra asiana (LC375851.1,
LC375852.1, LC375853.1, LC375854.1, LC375855.1). O grupo onde se
encontram os isolados de S. erinaceieuropaei € bastante consistente, assim como
0 grupo Spirometra decipiens. Os demais isolados analisados mostram-se
dispostos de maneira incongruente, o que corrobora com conclusdes de outros
autores, que afirmam que o género necessita de uma revisao sistematica (BADRI
et al., 2017). As figuras 6 e 7 mostram as arvores de concenso e original com
destaque para regibes geograficas e a figura 8, a arvore original contendo

outgroup, geradas por Maxima Verossimilhanca:
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C j Asia/Africa/América {Spimmetn erinaceieuropaei - MK085833.1
63 Spirometra erinaceieuropaei - MK085846.1
AfricalAmérica . o ) ,
P a paei - }
o LT
99 Spirometra erinaceieuropaei - MK086875.1
Spi a paei 1
pi a erinaceieuropaei - MK085823.1

Spirometra erinaceieuropaei - MK085820.1

=

Spirometra erinaceieuropaei - MK085832.1

pil a eril i i- 1

Spirometra sp. - OP093552.1

Spi a eri ieuropaei - )
Spirometra eri paei - MK085872.1
42 p a decipiens - MT122766.1
pi a decipiens - MT274582.1
49 2 —__ Spirometra decipiens - MW031095.2
35 L Spirometra decipiens - MW031094.2
100 pi a i - KM099139.2
Spirometra i-KM099125.2
Spi a erinaceieuropaei - 0X421841.1
30
79 Spirometra mansoni - KM099140.2
% Spirometra mansoni - KM099138.2
100
. 49 Spi a i - KM099126.2

Spirometra ranarum - NC 061250.1

;

67 Spirometra ranarum - MN259169.1

Spirometra theileri - MK955901.1

100
Spirometra theileri - NC 056327.1
97 Spirometra pantanal-BR 3
100 Spirometra pantanal-BR 5

Spirometra asiana - LC375855.1
10 Spirometra asiana - LC375854.1
{ Spirometra asiana - LC375851.1

Spirometra asiana - LC375853.1

[T — Spirometra asiana - LC375852.1

Figura 6 — Arvore de consenso inferida por Maxima Verossimilhanca (ML) pelo método
Hasegawa-Kishino-Yano com alta semelhanca logaritmica (-5479,30). As porcentagens nas quais
0s taxons associados se agruparam é mostrada acima dos ramos. As arvores iniciais para a busca
heuristica foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma
matriz de distdncias em pares estimadas usando a abordagem Maximum Composite Likelihood
(MCL) e, em seguida, selecionando a topologia com valor de log likelihood superior. Uma
distribuicdo Gamma discreta foi usada para modelar diferencas de taxa evolutiva entre os locais (5
categorias (+G, pardmetro = 0,2399)). Esta andlise envolveu 33 sequéncias de nucleotideos, com
um total de 1568 posi¢des no conjunto de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas no
software MEGA 11. As espécies do grupo Africa/América estdo destacadas em azul e aquelas que
se agrupam na Asia/Africa/América em verde.
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gi0000 Spirometra asiana - LC375851.1

100 0,0000
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100 |0,0000 2

0,0342 Spirometra theileri - NC 056327.1
0

0,000

Spirometra pantanal-BR 3
100 Jo,0019

0,3128 Spirometra pantanal-BR 5
0,0016

Figura 7 — Arvore original inferida por Maxima Verossimilhanca (ML) pelo método Hasegawa-
Kishino-Yano com alta semelhanca logaritmica (-5479,30). As porcentagens nas quais 0s taxons
associados se agruparam é mostrada acima dos ramos. As arvores iniciais para a busca heuristica
foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de
distancias em pares estimadas usando a abordagem Maximum Composite Likelihood (MCL) e, em
seguida, selecionando a topologia com valor de log likelihood superior. Uma distribuicdo Gamma
discreta foi usada para modelar diferencas de taxa evolutiva entre os locais (5 categorias (+G,
pardmetro = 0,2399)). Esta analise envolveu 33 sequéncias de nucleotideos, com um total de
1568 posi¢des no conjunto de dados final. As andlises evolutivas foram conduzidas no software
MEGA 11. As espécies do grupo Africa/América estdo destacadas em azul e aquelas que se
agrupam na Asia/Africa/América em verde.
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Figura 8 — Arvore original, contendo Fasciola spp. como grupo externo, inferida usando o método
de Méxima Verossimilhanga e o modelo Hasegawa-Kishino-Yano, com a maior verossimilhanca
logaritmica (-6735,50) é mostrada. A porcentagem de arvores nas quais os taxons associados se
agruparam é mostrada abaixo dos ramos. As arvores iniciais para a busca heuristica foram obtidas
automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distancias
pareadas estimadas usando a abordagem de Maxima Verossimilhanca Composta (MCL) e, em
seguida, selecionando a topologia com valor de verossimilhanga logaritmica superior. Uma
distribuicdo Gamma discreta foi usada para modelar diferencas de taxa evolutiva entre os locais (5
categorias (+G, pardmetro = 0,7535)). Esta andlise envolveu 34 sequéncias de nucleotideos, com
um total de 1569 posi¢des no conjunto de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas no

software MEGA 11.

A estimativa de divergéncia evolutiva entre as 33 sequéncias analisadas
mostra que os isolados Spirometra Pantanal-BR-3 e Spirometra Pantanal-BR-5
apresentam as maiores distancias, revelando serem as sequéncias mais
evolutivamente afastadas entre todas as demais comparadas, conforme pode ser
observado no quadro 4, no anexo.

As sequéncias do isolado também foram submetidos as ferramentas para

delimitacdo de espécies, cujos resultados foram:
Pelo método ABGD discriminou cinco diferentes grupos:

- 0 Grupo 0, contendo 23 sequéncias (Spirometra erinaceieuropaei - MK085820.1,

Spirometra erinaceieuropaei - MKO085823.1, Spirometra erinaceieuropaei -
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MKO085826.1, Spirometra erinaceieuropaei - MK085833.1, Spirometra
erinaceieuropaei -MK085832.1, Spirometra erinaceieuropaei - 0X421841.1,
Spirometra mansoni  -KM099140.2, Spirometra mansoni - KM099139.2,

Spirometra mansoni - KMO099138.2, Spirometra mansoni - KM099126.2,
Spirometra mansoni - KM099125.2, Spirometra erinaceieuropaei - MK085882.1,
Spirometra erinaceieuropaei - MKO085880.1, Spirometra erinaceieuropaei -
MKO085875.1, Spirometra erinaceieuropaei - MK085872.1, Spirometra
erinaceieuropaei - MKO085866.1, Spirometra erinaceieuropaei - MK085846.1,
Spirometra decipiens - MT274582.1, Spirometra decipiens - MT122766.1,
Spirometra decipiens - MWO031095.2, Spirometra decipiens -MW031094.2,
Spirometra ranarum - NC 061250.1, Spirometra ranarum - MN259169.1),

- 0 Grupo 1 contendo cinco sequéncias (Spirometra asiana - LC375855.1,
Spirometra asiana - LC375854.1, Spirometra asiana - LC375853.1, Spirometra
asiana - LC375852.1, Spirometra asiana - LC375851.1),

- 0 Grupo 2, contendo duas sequéncias (Spirometra folium (Sin. S. theileri) -
MK955901.1, Spirometra folium (Sin. S. theileri) - NC 056327.1),

- 0 Grupo 3, onde estédo as duas sequéncias deste trabalho (Spirometra pantanal-

BR 3 e Spirometra pantanal-BR 5) e
- 0 grupo 4 com apenas uma sequéncia (Spirometra sp. - OP093552.1).

O método ASAP também separou as 33 sequéncias de nucleotideos em
cinco grupos, com a realizacdo de dez particbes, e apresenta a mesma
distribuicdo que os grupos observados no ABGD, e seu resultado € demonstrado
pelo gréafico na figura 9:
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Figura 9 — Arvore construida no software ASAP - Assemble Species by Automatic Partitioning
(https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit - https://itaxotools.org/asap.zip) para o qual
foi utilizado o arquivo fasta do alinhamento ClustalW de 33 sequencias, com cerca de 1569
nucleotideos. Sendo o escore Asap: 3.500000, com probabilidade igual a 5.349301e-01 e

identificados 5 sub grupos principais, sendo um grupo desordenado.

O método GMYC resultou em 5 espécies, que foram agrupadas de acordo
com a imagem grafica abaixo (Figural0):
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Figura 10: Arvore construida no software GMYC
(https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit - https://itaxotools.org/pyr8s.zip.zip) para o
qual foi utilizado o arquivo fasta do alinhamento ClustalwWw com 33 sequencias, com cerca de 1569
nucleotideos.cada. Cinco subgrupos foram identificados: 1- Spirometra Pantanal br; 2- Spirometra
folium (Sin. S. theileri); 3- Spirometra asiana; outros dois subgrupos (4 e 5) com as demais
espécies analisadas, distribuidas de forma mesclada entre os conjuntos.
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- Generalized Mixed Yule Coalescent

JA o0 método PTP e bPTP apresentaram o mesmo resultado, com 5

diferentes grupos, conforme exibido na figura 11:
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Figura 11: Arvores construidas no software PTP - Poisson Tree Processes, para delimitagéo de
espécies, disponivel em https://itaxotools.org/download.html#hyperlinkDelimit -
https://itaxotools.org/ptp.zip, para as quais foi empregado o arquivo tipo Newick, gerado apds a
construcdo da arvore em ML no software MEGA 11, com as 33 sequencias, com cerca de 1569
nucleotideos cada. Em ambas as andlises PTP e bPTP, cinco subgrupos foram identificados: 1-
Spirometra Pantanal br; 2- Spirometra folium (Sin. S. theileri); 3- Spirometra asiana; outros dois
subgrupos (4 e 5) com as demais espécies analisadas, distribuidas de forma mesclada entre os
conjuntos.

Diante dos resultados obtidos através da analise das arvores construidas
pelo método de Méxima Verossimilhanca e das ferramentas de delimitacdo de
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espécies, € incontestavel a conclusdo que nossos isolados tratam-se de uma
espécie nova, e, ao contrario do que afirmam outro autores (ALMEIDA et al.,
2016, KUCHTA et al., 2022; YAMASAKI et al., 2023; KUCHTA et al., 2024) sobre
a ocorréncia predominante de Spirometra decipiens sp 1 e sp 2 nas Américas,
nossas amostras diferenciam-se claramente desses grupos, estando mais
proximas da Spirometra folium (Sin. S. theileri) e da Spirometra asiana.
Claramente revelamos uma nova espécie, confirmada pelo
sequenciamento completo do gene coxl, com 1568 pares de base que foram
analisados e comparados com outras sequéncias também completas do mesmo
gene, e que se destaca das demais na arvore. Além disso, como recomendado
por KUCHTA et al. (2024), por ndo haver ligagdo com descricdes anteriores
relacionadas a hospedeiros e ligacdo geogréfica, deve ser proposta como uma

nova especie.

6. CONCLUSAO

As amostras de Spirometra isoladas na regido da Nhecolandia, Pantanal,
Mato Grosso do Sul, Brasil, tratam-se de uma nova espécie de Spirometra,
que utiliza répteis e anfibios endémicos na regido, como segundo hospedeiros
intermediarios, para a sua forma infectante, e capaz de infectar caes e gatos.
Considerando os relatos da literatura, € recomendavel que se considere o seu
potencial zoonadtico, o que acende um alerta a toda a rede de saude publica da
regiao.

Foram registrados pela primeira vez como hospedeiros intermediarios de
Spirometra cobras das espécies Bothrops mattogrossensis, Erythrolamprus
typhlus, Leptodeira pulchriceps, Leptophis ahaetulla, Mussurana bicolor,
Taeniophallus occiptalis, Xenodon matogrossensis e Micrurus frontalis, assim
como anfibio da espécie Leptodactylus chaquensis.
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7. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

Este estudo acende um alerta para a ocorréncia de um parasita com potencial

zoonotico nunca antes descrito na regiao.

No campo da saude publica, as autoridades sanitarias deverdo ser
comunicadas sobre seu potencial, além de aspectos epidemiolégicos e clinicos.

Na area veterinaria, clinicos veterinarios, principalmente de pequenos animais,
também deverdo estar atentos a ocorréncia do parasita na regido, afim de
adotarem condutas diagnosticas, tratamentos, e adequada orientacao aos tutores

e populacéo.
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ANEXOS

Quadro 1: Compilado de relatos de ocorréncia de esparganos, hospedeiros, local de ocorréncia e
prevaléncia (quando descrita).

Local Hospedeiro Prevaléncia
Espanha Macacos (Macaca fascicularis)
(Importado llhas
Mauricio)
Polbnia Javalis (Sus scrofa)
Cao-guaxinim (Nyctereutes procyonoides), Texugo 29,5%
Europeu (Meles meles), Marta (Martes martes), Fuinha
(Martes foina), Furdo (Mustela putorius), Vison
(Neovison vison) e o Lince (Lynx lynx)
Tanzania Javali Africano do Deserto (Phacochoerus aethiopicus)
China Sapos (Rana limnocharis e Rana nigromaculata, R. 3,2 a90%
Rugulosa, R. temporaria)
Cobras (Ptyas dhumnades, Elaphe carinata, Elaphe
taeniura, Elaphe quadrivirgata, Enhydris chinensis,
Dinodon rufozonatum rufozonatum, Elaphe schrenkii,
Agkistrodon saxatilis)
Cobras Deinagkistrodon acutus (60%), Bungarus 55%
multicinctus (7,7%), Naja atra (14,3%), Dinodon (amostradas
rufozonatum (79,5%), Elaphe carinata (63,6%), E. em mercado
taeniura (15,4%), Ptyas korros (40%), P. mucosus de
(81,6%), Xenochophis piscator (79,4%), Zoacys alimentos)
dhumnades (96,2%).
Rana tigrina rugulosa e R. limnocharis 11,8%
Coreia Rhabdophis tigrinus tigrinus, Dinodon rufozonatum
rufozonatum, Elaphe davidi, Elaphe schrenkii,
Agkistrodon saxatilis)
Japdao Cobras (Ptyas dhumnades, Elaphe carinata, Elaphe
taeniura, Elaphe quadrivirgata, Enhydris chinensis)
Myanmar Sapos (Rana rugulosa, R. tigrina, Hoplobatrachus
rugulosus)
Sri Lanka Sapos (Truga eques, Minverya agricola) 37,5%
Arménia Cobras (Natrix tessellata e Macrovipera lebetina)
india Cobras “russell’s black viper”
Australia Raposas (Vulpes vulpes)
Sapos (Litoria gracilenta, L. peronii, L. aurea e L. 4,9%
Caerulea)
Colémbia Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)
Ucrania Martas (Martes martes) 36,8%
Guam Cobras (Boiga irregularis) 77,5%
Indonésia Cobras (Dendrelaphis pictus) 50,85%
(mercado
de
alimentos)
Lagartos (Varanus salvator) 69,64%
(mercado
de

alimentos)
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Sapos (Rana rugulosa) 9,1%
(mercado
de
alimentos)
Laos Cobra (Ptyas korros)
Tailandia Cobra (Ptyas korros)
Cuba Cobras (Chilabothrus angulifer, Cubophis
cantherigeus)
Estados Unidos Cobra (Naja samarensis)
(importado
Filipinas)
Brasil Anfibios (Bufo sp., Bufo crucifer, Leptodactylus
ocellatus, Hyla faber, Dermatonotus muelleri, Ameiva
ameiva)
Répteis (Herpetodryas carinatus, H. fuscus, Ameiva Crotalus
ameiva, Bothrops sp., Pseudalopex gymnocercus, durissus 2%
Drymarchon corais, Crotalus durissus, Dryadophia
bifossatus)

Cuica (Phylander opossum)
Graxaim do campo (Pseudalopex gymnocercus)

Fonte: OPUNI e MULLER, 1974; OPUNI; MULLER, 1975; GOMES, 1984; FORTES e
HOFFMANN, 1987; HATSUSHIKA e OKINO, 1987; REGO e SCHAFFER, 1992; BERGER et al.,
2009; LI et al.,, 2011; BEZERRA et al.,, 2012; KAVITHA et al.,, 2013; BAUCHET et al., 2013;
JONGTHAWIN et al., 2014; NELLI et al.,, 2014; ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2014;
HOLLDOREF et al., 2015; JEON et al., 2015; LIU et al., 2015a; ZHANG et al., 2015b; ALMEIDA et
al., 2016; HONG et al., 2016; JEON et al., 2016b SOBOCINSKA et al., 2016, JEON et al., 2018b;
YUDHANA et al., 2019; RUBTSOVA e HECKMANN, 2020; KONDZIOR et al., 2020; YUDHANA et
al., 2020, YUDHANA et al., 2021; CHEN et al., 2022; SILVA et al., 2022 e TOLEDO et al., 2022.
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Quadro 2: Compilado de relatos de ocorréncia de formas adultas de Spirometra sp., hospedeiros,
local de ocorréncia e prevaléncia (quando descrita).

Local Hospedeiro Prevaléncia
China Tigre (Panthera tigris), o Gato-de-bengala (Prionailurus
bengalensis), e Gato selvagem (Felis silvestris)
Japao Caes e gatos
Raposas (Vulpes vulpes schrencki)
Caes e gatos (ovos nas fezes) 19% a
40,5%
Coreia Gato
india Cao
Bangladesh Ledo (P. leo) e Civeta (Civettictis civetta) (ovos nas
fezes)
Ira Gato selvagem (Felis silvestris)
Grand Cayman  Gatos 18,18%
Tanzéania Leopardo (Panthera pardus), Hiena (Crocuta crocuta),
Ledes (Panthera leo) (ovos nas fezes e parasita adulto)
Italia Gato (ovos nas fezes) 1,4%
Argentina Graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus) 15,4%
Cachorro-vinagre (Speothos venaticus) (ovos nas fezes)
Cuba Céo
Brasil Gatos (ovos nas fezes) - Porto Alegre
Gatos (ovos nas fezes) - Pelotas
Gatos (ovos nas fezes) - Cuiaba 4,11%
Graxains-do-mato (Cerdocyon thous) e Graxains-do- 61,11% E
campo (Pseudalopex gymnocercus) 54,55%
Gato-maracaja (Leopardus wiedii) e Gato-dos-pampas
(Leopardus colocolo) (ovos nas fezes)
Jaguatirica (Leopardus pardalis) e Raposa-do-campo
(Lycalopex vetulus) (ovos e proglotides nas fezes)
C. thous 9,46% a
30%
Lobos guara (Chrysocyon brachyurus) 10%
Equador Gatos (ovos nas fezes)
Colémbia Gatos (ovos nas fezes)

Estados Unidos
Bolivia

Jaguares (Panthera onca) e Jaguatiricas (Leopardus 36%
pardalis) (ovos nas fezes)

Gatos (ovos nas fezes)

Gato-do-mato (Oncifelis geoffroyi) Jaguatiricas

(Leopardus pardalis) (ovos nas fezes)

Fonte: MUELLER et al., 1975; FIORELLO et al., 2006; RUAS, 2007; CURI et al., 2010; VIEIRA,
2011; HEADLEY et al., 2012; LESCANO e ZUNT, 2013; RAMOS et al., 2013; SANTOS, 2013;
SPADA et al.,, 2013; SCIOSCIA et al.,, 2014; PETRIGH et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016;
GRESSLER et al., 2016; HONG et al., 2016; VIZCAYCHIPI et al., 2016; BADRI et al., 2017; EOM
et al., 2018; JEON et al., 2018a; SAHOO et al., 2018; EOM et al., 2019; MARQUES et al., 2019;
FERRAZ et al., 2020; NDOSI et al., 2020; KIM et al., 2021; NATH et al., 2021; URIBE et al., 2021 e

CHEN et al., 2022.
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Caracteres . S .| S. decipiens S. mansoni S. theileri S. . S. ranarum S. asiana
erinaceieuropaei mansonoides
. estrobllla: 68 cm; estrobila: 47 estrobila )
Comprimento| 45cm,; 7-33cm; cm: 41cm entre 12 e 14 cm 45¢m: 134cm | maximo 60cm 75cm; 237 | 2,43 —2,55m
26-45cm ' ' cm
3 mm largura e largura largura
Largura 6,8-10,8 mm 3,1-4,2 mm 0,3 mm de méxin*?a 3mm méxirr?a Zmm 3a5mm 5-8mm
espessura.
d(.):5 mm de delicado,
espatulado; 0,2 lametro por pouco
mm de diérﬁet’ro 1,5 mm de destacado do
or 1,0 mm de comprimento; €sc0oco
cpom ;imentO' 2 espatulado pSe é% .
P ' 0,2 mm ¢
sulcos . transversal do | 1.4-1.7 mm
longitudinais dlim;etro X escolice de
P ,5mm )
Escolice rf)pgtggg)’cgfno comprimento. * * reltsrn%ur:lr, c)?rgggr_%eﬂo 0.2-1.03mm
eg é{tula ventral e Pescoco 1 su Srior a n’1m dé
P dorsal; cm; 2,74 +- altufa Botria largura
! 0,43 % 0,73 +- ' g
formato de i rasa, de fundo
0,11mm;
colher, 0,4mm largo e plano,
diametro, 1mm formato de continua com
! colher c/ 2 o
comprimento . a superficie
botrias 0,5 x do DESCOCO
1,5mm P ¢
Proalétide Imatura: gravida: 0,5- N N N 12 x 3 mm; | Gravida: 1,6-
9 0,43x1,97, 0,9 x 0,1-0,2 gravida: 15 x| 1,7 x 4,2-
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madura: mm; 4,2 +- 2mm; 2,5x |4,6mm, 55-7 x
0.86x2,77, 0,03 x1,7 +- 12 mm 5-6mm
gravida: 0,01 mm; 1,6-
2,18x4.46mm; 2x4,0-4,3
7mm largura x 2- | mm; 3,1-4,2 x
3mm 2,1-3,2mm
comprimento;
5-9mm largura x
5-8mm
comprimento,
ficando mais
larga nos
segmentos
terminais; 6,8-
10,8 x 1,1-2mm
externa aos
testiculos,
Musculaturas * * transversais bem . uma camada * *
desenvolvida de feixes
musculares
longitudinais
corpos ovais e
Corpusculos _Qlanos, com encontrados
. * * diametro médio em todo o * * *
de calcario o
de cerca de 0,25 | parénquima
mm
70-80 um de 70-80 um de na margem muito NnuUMerosos, em dois Média de 512
Testiculos diametro. diametro. anterior do numerosos, | esféricos, em | grupos, 100- | testiculos por
Vesicula seminal: Vesicula segmento em uma campos 110 em cada| proglétide
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eliptica, 200- seminal: 240- Unica laterais um, ndo | gravida, 127 x
250x100-150 um; | 280 x 100- camada unidos por 99.9 um;
nuMerosos, 150 pm; 71,4 formando 2 uma banda [formato oval ou
localizados nas +-0,7cm campos anterior; 74 folicular;
camadas dorsal e diametro laterais pm de formando uma
ventral; se unidos por diametro |camada unica.
estendem da uma unica
margem lateral linha de
do utero até a testiculos, na
porcao anterior parte anterior
do
segmento;
diametro
0,06mm
se abre atras
da bolsa do
cirro, na -
. ligeiramente
parte inferior lateral a0
2,5-3,0 cm de um atrio oro qenital-
2,0-2,5 cm (tratada como bastante curva-se porog enital’ se inicia no
(tratada como primordio Préximo as profundo; poro ge o .
A o o : ventralmente e vaginal atrio genital
Vagina primordio genital); genital); bobinas sua parte sobre a localizados indo até a
9 separada do cirro | formato de anteriores do distal esta e ~
o . ) superficie da |ventralmente | por¢ao ventral
e proxima ao lua crescente, Utero expandida : !
) . massa uterina no tergo do utero.
poro uterino proxima ao para formar médio
cirro um anterior da
receptaculo 6
seminal- proglétide

atras do poro
genital
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658,1 x 1354,1

em forma de Localizado o
em forma de um; bi-lobado e
haltere, haltere e dorsalmente. ramificado e | espiral, na
conectado ao d formato de band d piral,
Gtero e situado con,ecta 0 ao haltere, uma anI a conepta o] margem
N préximo a Gtero e . préximo a ventra ao tero, posterior da
Ovario margem posterior situado margem achatada, situado a proglotide.
do segmento; pr:10;(rlrr]e?na posterior da rgz?uﬁlsda:s orggrgi]srn:ja milr?l?sd giltalljgga
localizado na oster%or do proglotide, i roglétide no meio de
margem posterior P conectado ao prog da lob
do utero segmento atero cada Jobo
' ovariano.
Consiste em 5-7 ustgrgedse Sﬁf;s
alcas de cada . €GOES, Um
lado; conspicuo consiste em série posterior
o éentro com’ 4-4.5 alcas de de bobinas
e cada lado; . estreitas e
formato espiral espiralado consiste em 4,5 uma série 3-3,5 voltas
formato de S, c/ for?nato de’ voltas que séao & anterior de c/ formato
5'7. alcas; a_Ic;a bola no final. frogxamente caracterizado bobinas de gravata
uterina anterior e espiraladas e, borboleta e
i ) A bola mede P pelo seu alargadas.
posterior na linha além disso, uma ) adota
- : 457,7 +- 4,8 L grande Bobinas o~ 5-6 voltas
Utero mediana da pilha interna A . direcao
i pm de L didametro na | posteriores :
proglétide; 7-8 A (mais distal) ; i diagonal
o diametro. 3-4 linha média; | com paredes A
espirais claramente S apos a
) voltas 3-4,5 voltas | finas; formato
completos; o separada da . segunda
. ) espirais; . de “C", c/ 2
espiral anterior e . pilha externa volta
osterior na linha ConS|_ste_ de volt,as,
P média espirais contraida na
lonaitudinal da pressionados. linha média p/
griudin formar camara
proglétide. ~
de expulsao




101

lateral.
linha média
linha média atras atras da
da margem margem na linha
anterior da esfera | anterior da média, atras
terminal, 80-100 | bola terminal, poro uterino | da margem
pUm; no tergo 80-110 pm; posterior a |distalmente ao| anterior da
médio ventral da | linha média c/ vagina; linha | poro vaginal e | bola uterina
proglétide esfincter encontra-se no | média atras a borda c/ diametro |na linha média
Poro uterino gravida; centrgl; notévgl, em | ventriculo _médio da margem posteriqr da | de 370-_420 ventral na
no terco médio posicao da bobina anterior da proglotide, um; na linha |porcao terminal
ventral da ventral sob a anterior bola, ligeiramente | média atras do utero
proglétide protuberancia 0,03mm de | paraum lado | da margem
posterior a da parte diametro da linha anterior da
vagina, atras da | terminal do mediana bola uterina
margem anterior | (tero; linha c/ diametro
da bola uterina, ¢/ | média ventral, de 370 um
75-105um posterior ao
poro vaginal.
secoes 200-220 pm cirro invertido Saco do cirro
longitudinais da | por 150-170 Bolsa do forma uma englobando
bolsa do cirro um; muscular cirro ovalada segunda vesicula
mostram e alongado; extremamente 016 x 0.13 | céamara no seminal: 494,7
Cirro estrutura oval, 260,3 +- 2,6 longo dorso- mr’n Vesi,cula saco cirro, 0s Diametro x 335,9 um
200-250 pm de pm de ventral séminal & dois se 197-222 pm no terco
comprimento por diametro; eliptica 0,13 comunicando anterior na
120-150 um de | bolsa do cirro % 0.14 m1m pelo ducto porcao ventral
largura; rodeado envolve a ' ejaculatorio, de cada
pela vesicula vesicula que fica proglotide;




102

seminal e seminal, proximo a abertura
separado da longo e superficie separada do
vagina; atras do ovalado c/ anterior do poro vaginal;
poro genital e 387 x 226 saco cirro
perto da vagina, | um, poro do
projetado em cirro
direcdo ao dueto localizado
vaginal; abertura | anterior ao
separada da poro vaginal
vagina, préximo | ao longo da
ao poro uterino, linha média
localizado envolto | ventral no
pelo receptaculo | terco anterior
seminal da proglétide.
. guase na
0 poro vaginal é
margem
uma abertura .
. anterior do
situado transversalmente
, segmento,
. ventralmente, achatada, localizado :
situado : : . mediana
na linha imediatamente | ventralmente abre
ventralmente na g . . perto do
. . P média no 1/5 atras do poro na linha N : separadamente
Poro genital linha média no . ) Ly poro vaginal
; anterior do genital meédia no 1/5 R . do poro do
1/5 anterior do , . . a lateral; )
segmento; masculino, a anterior da cirro
segmento 2 VAR " ventralmente
eliptico e alguma distancia | progloétide na linha
crescente em frente a g
. . meédia, no
bobina uterina :
: 1/3 anterior
terminal
do segmento
OVOS mediram 57-61 | 56-60 um por | média de 59 a A casaé largos; de 0,058- 0,067 | média 76,9 x
pm por 33-36 pm; |  34-36 um; 66um de espessa, forma por 0,034- 33,2mm no
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55,2-78,9 (66,6)x
28,9-
44,7(37,1)um;
operculado,
60x40 pum,;
operculado,
57x34 pm,;
66,37x35,75 um

pontudos, c/
opérculo
conico

comprimento por
32,5 a 35,6pum
de diametro
transversal

medem 57 X
34 um; 54-57
X 20-24 pm

variavel, com
tendéncia a
extremidades
pontiagudas e
opérculo
conico

0,036pum;
57-60 x
34,2-35,3
pm; 52-55 x
31-35 pm

atero, 65,9 x
31,6mm em
SEM.
Elipticods e
pontudos nas
extremidades,
assimeétricos,
castanho claro,
operculado.

Referéncias:
etal., 2016a
al., 2019;

JEON et al., 2016a

*Informacado ndo encontrada

FAUST et al., 1929.

JEON et al., 2015; NDOSI et al., 2020; GASTON & PABLO, 2021; SCIOSCIA et al., 2014; ZHANG et al., 2015b; UGARTE et al., 2005; JEON
JEON et al., 2015; JEON et al., 2018a; FREDES et al., 2021; JEON et al., 2016a
NDOSI et al., 2020; JEON et al., 2018b; EOM et al., 2018; YAMASAKI et al., 2024.

NDOSI et al., 2020; EOM et



Quadro 4: Quadro de andlise de estimativa das distancias evolutivas entre as 33 sequencias analisadas.

Spirometra erinaceieuropaei MK085820.1
Spirometra erinaceieuropaei MK085823.1
Spitomelra erinaceieuropael MK085826.1
Spirometra erinaceievropaei MK085833.1
‘Spirometra erinaceieuropaei MK085832.1

‘Sprometa erinaceleuropaei OX121841 1168508415

Spirometra sp. OP0S3552.1
Spiromea asiana LC375855.1
‘Spirometra asiana LC375854.1
‘Spirometra asiana LC375853.1
‘Spirometa asiana LC375852.1
E asiana LC375E51.1

Spirometra mansoni KIM099140.2
‘Spirometra manson KM099130.2

Spirometra erinaceieuropaei MK085866.1
Spirometra erinaceieuropaei MK085846.1
Spiromelra decipiens MT274532.1
Spirometra decipiens MT122766.1
‘Spiromea decipiens MW031095.2
‘Spirometa decipiens MW031004.2
Spirometra thelei MK955501.1
Spirometra thefler 056327.1:6874-8439
‘Spiromera ranarum NC0G1250.1:1-1655
Spirometra ranarum MN259169.1:1.1555
‘Spiromera pantanal-8R 3
Spirometra pantanal-BR 5

Spiomeva | Spiomera  Spiomeva  Sprometa  Sprometa

MKOBSG20.1  MKOBSE231  MKOBSE261 | MKOSSE33L  MK08S832.1
0,006
o1 0010
0012 0016 o1
0000 0,008 o1 o012
0,037 0032 0040 0043 0,087
0,067 0,067 0086 0,065 0,067
0105 0,103 0108 o110 o105
0105 0103 0108 o110 o105
0105 0103 0108 0110 0105
0105 0103 0109 0110 0105
0105 0,103 0109 0110 0105
003 0030 0038 0040 04
0028 0027 0033 0035 o028
003 0032 0040 0042 0035
0036 0031 0039 0022 0,036
0038 0,033 0041 0043 0,038
oon o017 o012 0007 o011
0,008 0013 o014 0014 o,
o011 0016 o1 0008 o011
0010 0012 0017 0015 0010
0019 0023 0022 0020 0019
oon 0015 o1 0001 oo
o017 0019 0023 0024 0017
o017 0019 0023 0023 0017
0017 o017 0022 0024 0017
o017 o017 0022 002 0017
0,109 0,107 o o112 0100
0,109 0,107 o1 o2 0109
003 0031 003 0042 0038
003 0031 003 002 0035
0,183 0182 0195 0187 o183
0152 o191 0104 0196 o192

spir

rometa
erinaceleuropaei | Spiromera sp.

OXa21841.1:6860-

OP093S52.1

spirometra

Learsess 1

Spirometra

Leasesa.1

Spiometra

Learsgsa.1

Spirometra

Learsasa1

Spiometra

Learsgsil

Spirometra
KM099140.2

Spirometra
KM099130.2

Spirometra

Spirometra
KMOS9138.2 | KM099126.2

Spiometra

KM099125.2
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