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RESUMO 

 

O gênero Angiostrongylus spp. pertence à família Metastrongyloidea, e possui até o 

momento 21 espécies diferentes. Angiostrongylus cantonensis e Angiostrongylus 

vasorum são nematoides que habitam as artérias pulmonares e ventrículo direito dos 

hospedeiros definitivos. Respectivamente, roedores e carnívoros são os hospedeiros 

definitivos e caramujos, lesmas e sapos são hospedeiros intermediários. Este estudo foi 

realizado para descrever as lesões macroscópicas e microscópicas, além identificar as 

espécies de Angiostrongylus spp. que infectam os carnívoros selvagens do sul do Brasil. 

No período de janeiro de 2013 a dezembro de 2017 foram necropsiados 29 carnívoros 

selvagens, e destes, 16 eram parasitados por Angiostrongylus spp., no qual 15 eram 

Cerdocyon thous e um Lycalopex gymnocercus. Nos pulmões analisados haviam áreas 

multifocais de consolidação, de coloração vermelho escura, e em um caso haviam nódulos 

brancacentos e firmes distribuídos multifocalmente em todos os lobos pulmonares. Em 

um animal, foi possível observar no tálamo, área focalmente extensa de amolecimento 

(malacia) com hemorragia. Na histologia havia pneumonia ou broncopneumonia 

granulomatosa, com variável número de ovos e larvas (L1) em vasos, interstício, espaços 

alveolares e por vezes em brônquios e bronquíolos com distribuição multifocal, além de 

nematódeos adultos no interior de vasos. Na lesão encontrada no cérebro observou-se 

área focalmente extensa de malacia com células gitter, hemorragia, trombose e larva 

dispersa em meio à lesão. Sete amostras foram identificadas, através de técnicas 

moleculares, como A. cantonensis (PCR em tempo real para o gene ITS-1) e um foi 

identificado como A. vasorum (sequenciamento do gene 18S), todas em C. thous. A 

amostra positiva para A. vasorum apresentou 97% de similaridade com sequencias 

depositadas no GenBank, o que pode ser uma nova espécie ou subespécie de 

Angiostrongylus sp., e sugerimos novos estudos. A infecção em L. gymnocercus por 

Angiostrongylus spp. foi confirmada pela visualização histológica.   

 

Palavras chave: pneumonia verminótica, Angiostongylus spp., canídeos selvagens, 

doença parasitária, histopatologia, detecção molecular. 

 

 

 



 
 
 

 

 

ABSTRACT 

 

Angiostrongylus spp. belongs to the Metastrongyloidea family, and has so far 21 different 

species. In definitive hosts, rodents and carnivores, the nematodes Angiostrongylus 

cantonensis and Angiostrongylus vasorum inhabit the pulmonary arteries and right 

ventricle. Respectively, rodents and carnivores are the definitive hosts and snails, slugs 

and frogs are intermediate hosts. The objective of this study was to characterize the 

macroscopic and microscopic lesions, in addition to identifying the species of 

Angiostrongylus spp. which infect the wild carnivores of southern Brazil. From January 

2013 to December 2017, 29 wild carnivores were necropsied, of which 16 were 

parasitized by Angiostrongylus spp., 15 C. thous and one L. gymnocercus. Were observed 

multifocal areas of consolidation, dark red in color, and in one case there were firm, white 

nodules distributed multifocally in all lung lobes of the analyzed lungs. In one animal was 

observe a focal extensive hemorrhagic softening area of the thalamus. Histologically there 

were granulomatous pneumonia or bronchopneumonia, with variable numbers of eggs 

and larvae (L1) in vessels, interstitium, alveolar spaces and sometimes in bronchi and 

bronchioles, with multifocal distribution. The adult nematodes were observed within 

vessels. The encephalus lesion was characterized by a focal extensive area of hemorrhagic 

malacia, thrombosis and dispersed larvae. Seven samples were identified using molecular 

techniques as A. cantonensis (real-time PCR for the ITS-1 gene) and one was identified 

as A. vasorum (18S gene sequencing), all infecting C. thous. The positive sample for A. 

vasorum showed 97% similarity with sequences deposited in GenBank, suggesting a new 

species or subspecies of Angiostrongylus sp., and we suggest new studies. Infection in L. 

gymnocercus by Angiostrongylus spp. was confirmed by histological visualization. 

 

Key words: verminous pneumonia, Angiostongylus spp., wild canids, parasitic disease, 

histopathology, molecular detection. 
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1 INTRODUÇÃO 

Angiostrongilose é uma doença parasitária emergente que acomete animais 

domésticos, selvagens e seres humanos (WANG et al., 2008). Angiostrongylus spp. é um 

nematódeo, da superfamília Metastrongyloidea, e possui até o momento 21 espécies 

diferentes em todo o mundo (PROCIV; SPRATT; CARLISLE, 2000; THIENGO et al., 

2013; ROBLES et al., 2016). Carnívoros e roedores são os principais hospedeiros 

definitivos e moluscos são hospedeiros intermediários (ACHA; SZYFRES, 2003). Seis 

espécies foram descritas infectando carnívoros: Angiostrongylus vasorum, A. raillieti, A. 

gubernaculatus, A. chabaudi, A. daskalovi e A. felineus e o restante roedores: A. 

tateronae, A. cantonensis, A. sciuri, A. mackerrasae, A. sandarsae, A. petrovi, A. 

dujardini, A. schmidti, A. costaricensis, A. malaysiensis, A. ryjikovi, A. andersoni, A. 

siamensis, A. morerai, e A. lenzii. Todas as espécies habitam as artérias pulmonares e 

ventrículo direito, com exceção de A. costaricensis e A. siamensis, que habitam as artérias 

mesentéricas do ceco (THIENGO et al., 2013; ROBLES et al., 2016). 

No ciclo de vida de todas as espécies, as larvas de primeiro estágio (L1) são liberadas 

nas fezes do hospedeiro, das quais utilizam lesmas e/ou caracóis aquáticos ou terrestres 

como hospedeiro intermediário, onde se transformam até larvas de terceiro estágio (L3) 

(SPRATT 2015). A transmissão do hospedeiro ocorre pela ingestão de moluscos 

infectados pelas L3 ou por hospedeiros paratêmicos também infectados, que incluem: rãs, 

peixes, caranguejos, camarões e lagartos (TSAI et al., 2011). 

Este trabalho teve por objetivo descrever casos de angiostrongilose em Cerdocyon 

thous (graxaim-do-mato) e Lycalopex gymnocercus (graxaim-do-campo) na região sul do 

Brasil, além de caracterizar os aspectos macroscópicos e microscópicos da infecção e 

identificar as espécies de Angiostrongylus spp. através de ferramentas moleculares. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Angiostrongilose em humanos e carnívoros selvagens 

  

De todas as espécies de Angiostrongylus distribuídas mundialmente, apenas duas, 

A. cantonensis e A. costaricensis, causam infecções em seres humanos, e estes se infectam 

através da ingestão de alimentos crus ou com baixo tempo de cocção, como caramujos, 

lesmas, camarões, caranguejos, rãs e lagartos, ou ainda, saladas, ervas e sucos de frutas 

que estejam contaminados com larvas L3. Acidentalmente, durante a manipulação de 

jardins, também pode haver a infecção (MORASSUTTI et al., 2014). A. costaricensis, 

habitam as artérias mesentéricas do ceco, e causam angiostrongilose abdominal, problema 

especialmente encontrado na América do Sul e Central (MALDONADO; SIMÕES; 

THIENGO, 2012). A. cantonensis, causa neuroangiostrongilose, está se espalhando 

rapidamente e é encontrado em várias ilhas do Pacífico, Ásia, Austrália, África, algumas 

ilhas no Caribe e nas Américas (COWIE, 2013; MORASSUTTI et al., 2014).  Achatina 

fulica, é considerado um dos principais hospedeiros intermediários da angiostrongilose, 

porém muitas espécies de moluscos também são consideradas hospedeiros intermediários 

de Angiostrongylus spp., como Bradybaena similares, Subulina octona, Pomacea 

canaliculata, Pomacea lineata, entre outros (CALDEIRA et al., 2007; THIENGO et al., 

2010). 

 Neuroangiostrongilose humana é uma doença aguda, rara, pode ser assintomática 

e muitas vezes pode ter a resolução dos sintomas em poucas semanas (GRAEFF-

TEIXEIRA; SILVA; YOSHIMURA, 2009). Raramente está associada a sequelas graves, 

que podem surgir em decorrência dos efeitos dos granulomas ou dos abscessos formados 

ao redor das larvas mortas no parênquima neural (LI et al., 2001). Em 3% dos casos, a 

doença pode ser fatal, em decorrência de encefalite com graves sinais neurológicos. 

Mortalidades ocorrem principalmente em crianças, porém a morte em adultos pode 

ocorrer quando há exposição maciça a larvas infectantes (LI et al., 2001; 

EAMSOBHANA; YONG, 2009). 

 A primeira descrição de angiostrongilose no Brasil em canídeos selvagens ocorreu 

no estado do Rio de Janeiro em C. thous por A. vasorum (TRAVASSOS, 1927). Em 

seguida mais infecções foram registradas, em Lycalopex vetulus em Minas Gerais (LIMA; 

GUIMARÃES; LEMOS, 1994) e em C. thous em Minais Gerais (DUARTE et al., 2007; 
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VIEIRA et al., 2017) e Distrito Federal (FERREIRA-JÚNIOR et al., 2017), todos 

causados por A. vasorum. Até o momento, infecção por A. cantonensis em C.thous e L. 

gymnocercus no Brasil não foi registrada. 

 

2.2 Angiostrongylus cantonensis 

 

A. cantonensis é um nematódeo presente nas artérias pulmonares e ventrículo 

direito de ratos, principalmente, Rattus norvegicus e Rattus rattus, seu principal 

hospedeiro definitivo. Humanos, cães, cavalos, aves, entre outros animais selvagens são 

considerados hospedeiros acidentais (LUNN et al., 2012). A infecção por A. cantonensis 

foi descrita pela primeira vez na China infectando roedores. Este nematoide está disperso 

em várias ilhas do Pacífico, Ásia, Austrália, África, algumas ilhas no Caribe e nas 

Américas (MORASSUTTI et al., 2014). 

Os parasitas adultos são encontrados no coração e nas artérias pulmonares dos 

hospedeiros definitivos. As fêmeas liberam ovos que são transportados para capilares 

pulmonares, onde eclodem larvas de primeiro estágio (L1), que penetram através das 

paredes capilares e alveolares para os alvéolos. Estas larvas são então tossidas e engolidas 

pelo hospedeiro infectado, e saem nas fezes do mesmo. Lesma, caramujo e sapo são 

hospedeiros intermediários e se infectam através da ingestão de L1 presentes nas fezes. 

Dentro destes hospedeiros intermediários, L1 se desenvolve até a larva de terceiro estágio 

(L3). A infecção dos hospedeiros definitivos ou acidentais acontece pela ingestão destes 

hospedeiros intermediários que contém L3 (MARTINS; TANOWITZ; KAZACOS, 

2015). Nestes hospedeiros, L3 penetram nas paredes do trato gastrointestinal, entram na 

corrente sanguínea, da qual passam pelo fígado e veia cava inferior e atingem a circulação 

pulmonar pelo ventrículo direito. As larvas então passam pelos capilares pulmonares e 

chegam ao coração esquerdo, sendo dispersas pela circulação arterial, atingindo o 

cérebro. Uma vez no cérebro as larvas se desenvolvem até larvas de quinto estágio (L5), 

do qual posteriormente migram para o coração pelo sistema venoso e habitam as artérias 

pulmonares, do qual amadurecem e se transformam em nematódeos adultos, reiniciando 

o ciclo (MARTINS; TANOWITZ; KAZACOS, 2015). Em humanos, A. cantonensis são 

incapazes de voltar ao sistema circulatório e morrem no cérebro (COWIE 2013), portanto 

os nematódeos adultos não são observados nas artérias pulmonares de seres humanos 

(MORASSUTTI et al. 2014). 
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Em estudo realizado com 22 cães com angiostrongilose neural no leste da 

Autrália, todos os animais apresentaram paresia bilateral dos membros posteriores, atrofia 

muscular dos mesmos, incontinência urinária e hiperestesia da região lombar e da cauda 

(LUNN et al., 2012). Menos comumente, foi observado também sinais gastrointestinais 

como vômito e diarreia, e déficits neurológicos que incluíram paralisia de nervo craniano, 

incontinência fecal, convulsão ou coma (LUNN et al., 2012).   

 

2.3 Angiostrongylus vasorum 

 

 Angiostrongylus vasorum é um nematoide amplamente distribuído na Europa, 

África, América do Norte e do Sul (TAYLOR et al., 2015). Canídeos domésticos e 

selvagens que incluem raposas, lobos, coiotes e chacais são considerados hospedeiros 

definitivos, e moluscos são considerados hospedeiros intermediários. A. vasorum é 

encontrado nas artérias pulmonares e ventrículo direito (BOLT et al., 1994; KOCH; 

WILLESEN, 2009). Este nematoide foi descrito pela primeira vez em raposas na Itália 

(POLI et al., 1984). 

 Assim como no ciclo de A. cantonensis, as L1 são liberadas nas fezes dos 

hospedeiros definitivos. No meio ambiente, moluscos se infectam pela ingestão de L1, 

que dentro destes se transformam até L3. A infecção dos hospedeiros definitivos acontece 

pela ingestão destes hospedeiros intermediários que contém L3. Estas, por sua vez, 

penetram nas paredes do trato gastrointestinal e, se desenvolvem até L5 após a invasão 

dos linfonodos viscerais do abdômen. As larvas L5 migram através do fígado e veia cava 

para o lado direito do coração e artérias pulmonares, amadurecem e se transformam em 

nematódeos adultos, reiniciando o ciclo (BOLT et al., 1993; BOLT et al., 1994). 

 A infecção por A. vasorum é bem descrita em canídeos domésticos e pode causar 

uma grande variedade de manifestações clínicas, que variam de alterações leves a graves. 

Estas alterações incluem tosse, dispneia, intolerância ao exercício, perda de peso, 

taquicardia, anemia, diátese hemorrágica, tempo de coagulação prolongado e coagulação 

intravascular disseminada (BOLT et al., 1994; JEFFERY et al., 2004; KOCH; 

WILLESEN, 2009). Nos canídeos selvagens, os sinais clínicos normalmente são mais 

leves, e sugere-se que estes animais selvagens sejam mais adaptados. Lesões graves no 

parênquima pulmonar são observadas somente quando existe um alto parasitismo ou 

quando há alguma doença concomitante. O curso da doença em canídeos selvagens é 
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crônico, e estes animais podem eliminar as larvas no ambiente durante toda a sua vida 

(SANTORO et al., 2015). Pelo alto grau de adaptação, canídeos selvagens tendem a ser 

mais frequentemente parasitado por A. vasorum do que o cão doméstico, e podem ser 

considerados reservatórios para os mesmos (MORGAN et al., 2005). 
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3 ARTIGO 

 

Nesse item é apresentado o artigo intitulado “Angiostrongilose em Cerdocyon thous 

(graxaim-do-mato) e Lycalopex gymnocercus (graxaim-do-campo) na região sul do 

Brasil”, o qual foi redigido segundo as normas do periódico Parasitology Research para 

ser submetido após as correções da banca. 
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Angiostrongilose em Cerdocyon thous (graxaim-do-mato) e Lycalopex gymnocercus (graxaim-do-

campo) na região sul do Brasil 

Rafaela Albuquerque Caprioli1, Caroline Pinto de Andrade1, Fernando Froner Argenta1, Luiza Presser 

Ehlers1, João Fábio Soares2, Saulo Petinatti Pavarini1, David Driemeier1, Luciana Sonne1 

 

Resumo 

Angiostrongilose é uma doença parasitária que acomete animais domésticos, selvagens e seres humanos. 

Angiostrongylus cantonensis e Angiostrongylus vasorum são espécies que habitam artérias pulmonares e 

ventrículo direito dos hospedeiros definitivos. Respectivamente, roedores e carnívoros são os hospedeiros 

definitivos, e moluscos servem de hospedeiros intermediários. Este estudo foi realizado para identificar as 

espécies de Angiostrongylus spp. que infectam carnívoros selvagens do sul do Brasil e descrever as lesões 

macroscópicas e microscópicas causadas pelo mesmo. No período de janeiro de 2013 a dezembro de 2017 

foram realizadas necropsias de 29 carnívoros selvagens, e destes, 16 estavam parasitados por 

Angiostrongylus spp., no qual 15 eram Cerdocyon thous e um Lycalopex gymnocercus. Nos pulmões 

analisados haviam áreas multifocais de consolidação, de coloração vermelho escura, e em um caso haviam 

nódulos brancacentos e firmes distribuídos multifocalmente em todos os lobos pulmonares. Em um animal, 

foi possível observar no cérebro, área focalmente extensa de amolecimento (malacia) associado à 

hemorragia. Na histologia, havia pneumonia ou broncopneumonia granulomatosa, com ovos e larvas (L1) 

em vasos, interstício, espaços alveolares e por vezes em brônquios e bronquíolos com distribuição 

multifocal, além de nematódeos adultos no interior de vasos. Na lesão encontrada no cérebro observou-se 

área focalmente extensa de malacia com células gitter, hemorragia, trombose e larva dispersa em meio à 

lesão. Foi possível identificar, através de técnicas moleculares, sete amostras positivas para A. cantonensis 

(PCR em tempo real para o gene ITS-1), incluindo a amostra de cérebro, e uma amostra positiva para A. 

vasorum (sequenciamento do gene 18S), todas em C. thous. A amostra positiva para A. vasorum apresentou 

97% de similaridade com sequencias depositadas no GenBank, o que sugere uma nova espécie ou 

subespécie de Angiostrongylus sp., do qual sugerimos novos estudos. A infecção em L. gymnocercus por 

Angiostrongylus spp. foi confirmada pela visualização histológica.   

                                                           
1 Setor de Patologia Veterinária (SPV), Faculdade de Veterinária, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento 

Gonçalves 9090, Prédio 42505, Porto Alegre, RS 91540-000, Brasil. 
2 Laboratório de Protozoologia e Rickettsioses Vetoriais, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
(UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil. 
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Palavras-chave: pneumonia verminótica, Angiostongylus spp., aspectos anatomopatológicos, detecção 

molecular. 

 

INTRODUÇÃO 

 Angiostrongylus spp. é um nematódeo, da superfamília Metastrongyloidea, e possui 21 espécies 

diferentes em todo o mundo (Prociv et al. 2000; Thiengo et al. 2013; Robles et al. 2016). Carnívoros e 

roedores são os principais hospedeiros definitivos e moluscos são os hospedeiros intermediários (Acha e 

Szyfres 2003). Todas as espécies se encontram nas artérias pulmonares e no ventrículo direito, com exceção 

de A. costaricensis e A. siamensis, que habitam as artérias mesentéricas do ceco (Robles et al. 2016). 

Normalmente, A. vasorum tem como hospedeiro definitivo os carnívoros, e A. cantonensis, os roedores. 

Humanos, cães, cavalos, aves, entre outros animais selvagens são considerados hospedeiros acidentais da 

infecção por A. cantonensis (Lunn et al. 2012). 

A capacidade destes parasitas de se desenvolver em novas áreas se deve em parte, a ampla 

variedade de hospedeiros definitivos e acidentais (Koch e Willesen 2009). Por exemplo, A. cantonensis já 

foi diagnosticada através de exame histológico em gambá-da-virgínia (Didelphis virginiana), raposa 

voadora de cabeça cinza (Pteropus poliocephalus), lemur preto e branco (Varecia variegata) e cavalo 

miniatura (Equus ferus caballus) (Reddacliff et al. 1999; Costa et al. 2000; Kim et al. 2002) e por exame 

de ELISA e Western blot em caninos domésticos (Canis lupus familiaris) (Lunn et al. 2012). Já a infecção 

natural por A. vasorum foi diagnostica, através de exame coproparasitológico em felino doméstico (Felis 

domesticus) e texugo-europeu (Meles meles) (Kamenov et al. 1999; Torres et al. 2004), microscopia 

eletrônica em lobo  (Canis lupus) e graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) (Segovia et al. 2001; Duarte et al. 

2007; Vieira et al. 2017) e por exame histológico em lobo (Canis lupus), pequenos mustelídeos (Mustela 

erminea, Mustela nivalis, Mustela putorius), canino doméstico (Canis lupus familiaris), raposa (Vulpes 

vulpes) e graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) (Denk et al. 2009; Eleni et al. 2014; Santoro et al. 2015; 

Simpson et al. 2016; Ferreira-Júnior et al. 2017). Além disso, esta ampla variedade de hospedeiros 

definitivos e acidentais pode representar uma ameaça à saúde humana, pois cães e espécies selvagens são 

importantes sentinelas para angiostrongilose humana e, portanto, são considerados uma ameaça para seres 

humanos que vivem em regiões onde estas espécies são acometidas (Ma et al. 2013). Em seres humanos, a 

infecção por este nematoide é considerada uma doença aguda, pode ser assintomática e em inúmeros casos 
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pode ter a resolução espontânea, principalmente em adultos (Graeff-Teixeira et al. 2009). A mortalidade é 

rara e acontece em aproximadamente 3% dos casos, especialmente em crianças, em que ocorrem encefalites 

com graves sinais neurológicos (Li et al. 2001; Eamsobhana e Yong 2009).  

 Este trabalho tem por objetivo descrever casos de angiostrongilose em Cerdocyon thous (graxaim-

do-mato) e Lycalopex gymnocercus (graxaim-do-campo) na região sul do Brasil, além de caracterizar os 

aspectos macroscópicos e microscópicos da infecção e identificar as espécies de Angiostrongylus spp. 

através de ferramentas moleculares. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 Foi realizado um estudo retrospectivo e prospectivo, através de registros de necropsias no período 

de janeiro de 2013 a dezembro de 2017 e foram selecionados os casos de canídeos selvagens. Os animais 

eram encaminhados ao setor de patologia por médicos veterinários de centros de vigilância em saúde, 

universidades e zoológicos. Eram oriundos de cidades como Viamão, Canoas, Mostardas, Estrela e Cruz 

Alta, porém a localização de alguns dos animais, não foram precisas, pois estes foram encontrados na 

estrada nos arredores da grande região metropolitana de Porto Alegre. Os dados de identificação do animal, 

assim como as lesões macroscópicas e microscópicas e o diagnóstico descrito nas requisições de necropsia 

foram revisados e compilados. Para incluir os casos do presente estudo o critério utilizado foi a presença 

de ovos, larvas e nematódeos adultos compatíveis com Angiostrongylus sp. na visualização pela técnica de 

hematoxilina e eosina (HE) e/ou a confirmação por PCR. 

Em duas necropsias foi possível a realização de imprint de pulmão, do qual foi corado com 

corantes do tipo Romanowsky (Diff-Quik®). Amostras teciduais coletadas durante a necropsia, foram 

fixadas em solução de formalina 10%, sendo realizados procedimentos rotineiros de histologia e após 

coradas pela técnica de HE. Adicionalmente foi realizado a técnica histoquímica de Tricrômico de Masson 

em cortes de pulmão para a identificação da proliferação de tecido conjuntivo fibroso. Além disso, secções 

de pulmão foram submetidos a técnica de imuno-histoquímica (IHQ) com o anticorpo monoclonal de 

camundongo anti-actina de músculo liso (Dako®, clone 1A4) para a identificação de hipertrofia e 

hiperplasia de musculatura lisa alveolar e de arteríolas. A IHQ foi realizada pelo método de polímero 

(MACH4), recuperação antigênica com tampão de EDTA pH 9,0 em panela de pressão a vapor (120°C, 

20'), com anticorpo anti-actina de músculo liso (1:100) e com o cromógeno AEC (aminoetilcarbazol).  
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Todos os casos de necropsia foram submetidos ao exame complementar pela técnica de Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR), com amostras de pulmão e em um caso com amostra de sistema nervoso 

central (SNC), em que oito eram amostras teciduais frescas e 21 em blocos de parafina. Primeiramente foi 

extraído o DNA total das amostras, de acordo com as instruções do fabricante (Qiagen). Após a extração 

as amostras foram submetidas à PCR para o gene 18S RNA ribossomal de Angiostrongylus spp. (SSU F: 

5′-AAAGATTAAGCCATGCATG-3′ e SSUR: 5′-AGCTGGAATTACCGCGGCTG-3′), de acordo com 

Blaxter et al. (1998) e Foronda et al. (2010), com a modificação da temperatura de anelamento do primer 

para 62ºC. Os produtos de PCR (480 bp) foram analisados em eletroforese em gel de agarose 2%. Para a 

confirmação do resultado, as amostras foram submetidas ao sequenciamento. Para tal, os produtos de PCR 

foram purificados (Purelink kit) e quantificados (Qubit kit). As amostras foram sequenciadas em 

sequenciador automático (BigDye Terminator versão 3.1 Cycle Sequencing kit no ABI PRISM 3130 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)). O resultado dos cromatogramas foram analisados através do software 

Staden package version 1.7.0 (Staden et al. 2003). As sequências obtidas foram submetidas à análise de 

Blast (Altschul et al. 1990) para verificação de similaridade com sequências no GenBank e confirmação da 

identidade do agente encontrado. Para analise filogenética a sequência obtida foi alinhada com outras 

sequências de Metastrongilídeo com auxílio do programa Clustal / W v.1.8.1 (Thompson et al. 1994). Uma 

árvore filogenética de Máxima verossimilhança (Maximum-likelihood) foi desenvolvida usando como 

modelo de substituição Tamura-3 parâmetros + G (gama), utilizando-se o software Mega 7. (Tamura 1992), 

com 100 repetições de bootstrap. O modelo de substituição foi selecionado utilizando software Mega 7 

(Tamura 1992) de acordo com a menor pontuação do parâmetro BIC (Bayesian Information Criterion). A 

sequências do gênero Dracunculus foram utilizadas como grupo externo (outgroup). 

 Além do PCR convencional, as amostras de DNA foram submetidas à PCR em tempo real por 

sonda Taqman para o gene ITS-1 de A. cantonensis. Os primers e a sonda utilizados estão descritos no 

artigo de Qvarnstrom et al. (2010), com a modificação nas condições de amplificação:  94°C por 5min, 

seguidos de 50 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1 minuto.  

 

RESULTADOS 

 No período analisado foi realizada a necropsia de 29 carnívoros selvagens, destes, 16 (55%) 

apresentavam infecção por Angiostrongylus spp., dos quais 15 eram C. thous (93,75%) e um era L. 

gymnocercus (6,25%). Informações com relação a cada animal estão descritos na tabela 1. Em apenas um 
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caso foi possível observar somente pneumonia granulomatosa, em decorrência de angiostrongilose, sem 

nenhuma outra causa de morte evidente. No restante dos casos, a pneumonia verminosa foi associada com 

outras causas de morte, como traumatismo em decorrência de atropelamento em 11 casos (56,25%) e quatro 

casos de cinomose (25%), destes, um caso de cinomose foi acompanhado de rangeliose. Em um caso de 

traumatismo, além da pneumonia granulomatosa, o animal apresentava hemorragia e malacia no cérebro, 

porém as lesões traumáticas eram restritas ao membro posterior direito.  

 Macroscopicamente, em nove casos, os pulmões apresentavam-se não colabados, com áreas 

multifocais firmes à palpação, de coloração vermelho escura, possuíam a superfície brilhante (Fig.1A) e, 

ao corte por vezes fluía conteúdo líquido serossanguinolento. Em um caso observou-se pequenos nódulos 

brancacentos e firmes distribuídos multifocalmente em todos os lobos pulmonares (Fig.1B). Na avaliação 

macroscópica do cérebro observou-se, em um caso, área focalmente extensa de amolecimento com 

hemorragia envolvendo o tálamo, mesencéfalo e tronco encefálico, na altura de ponte (Fig.1C).  

 Nas áreas em que eram observadas lesões no parênquima pulmonar, na histologia havia 

broncopneumonia ou pneumonia intersticial granulomatosa com variável número de ovos e larvas (L1) em 

vasos, interstício, espaços alveolares (Fig.1D) e por vezes em brônquios e bronquíolos, com distribuição 

multifocal, além de nematódeos adultos no interior de vasos (Fig.1E). Os ovos tinham parede fina, eram 

ovoides (25-40 x 30-50 µm) e continham mórula (ovo morulado) ou larvas em formação no seu interior 

(ovo larvado). As larvas eram alongadas, com cutícula eosinofílica e continham grânulos basofílicos (7-11 

x 20-45 µm). As larvas e ovos eram rodeados por proliferação de tecido conjuntivo fibroso, identificadas 

principalmente através da coloração por Tricrômio de Masson (Fig.2A), associado a infiltrado inflamatório 

composto de linfócitos, plasmócitos, macrófagos, por vezes contendo grânulos acastanhado no seu interior, 

e ocasionais eosinófilos e células gigantes multinucleadas. As paredes das artérias pulmonares 

apresentavam-se espessadas devido à deposição de tecido conjuntivo fibroso (Fig.2B). Os nematódeos 

adultos encontrados no interior dos vasos mediam em corte transversal 220-230 x 250-420 µm e em corte 

longitudinal 190-250 x 530-840 µm, com cutícula eosinofílica, musculatura celomiariana/polimiariana e 

cavidade pseudocelomática, no qual era possível observar trato gastrointestinal e trato reprodutivo. Estes 

parasitas frequentemente eram cercados por trombos. 

 Adjacente aos granulomas ainda era possível observar hipertrofia de musculatura lisa alveolar 

(93,75%) e hiperplasia e hipertrofia de musculatura lisa de arteríolas (87,5%) (Fig.2C), ambos apresentaram 

forte imunomarcação para a actina de músculo liso, além de hemorragia (75%) em espaços alveolares, 



19 
 
 

 

 

interstício e perivascular, trombose (62,5%), às vezes com recanalização (43,75%) e edema alveolar 

(43,75%). Em pleura, por vezes, havia discreto espessamento por proliferação de tecido conjuntivo 

(68,75%). Nas duas necropsias em que foi realizado imprint do tecido pulmonar, foi possível observar 

larvas (L1) em um caso (Fig.2D). 

 Na análise do cérebro observou-se, em um caso, área focalmente extensa de malacia, caracterizada 

por rarefação do neurópilo e presença de células gitter, além de hemorragia, trombose e larva dispersa em 

meio à lesão (Fig.1F). No restante dos cérebros analisados, haviam áreas multifocais de hemorragia em dez 

cérebros, que variavam de discretas a moderada, em neurópilo e ao redor de vasos sanguíneos.  

 Após a PCR convencional foi possível identificar o gene 18S de RNA ribossomal de 

Angiostrongylus spp., gerando um amplicon de 480 bp, em um C. thous. Através do sequenciamento e a 

análise pelo Blast verificou-se a similaridade (97%) da amostra com A. vasorum, que posteriormente será 

depositada no GenBank. Após a sua identificação por sequenciamento foi realizada a análise filogenética 

(Fig. 3), demonstrando relação filogenética próxima entre a sequência obtida e a espécie A. vasorum, 

quando comparado as outras espécies de Angiostrongylus spp. Já a análise molecular por PCR em tempo 

real (ITS-1) identificou sete amostras positivas para A. cantonensis, em C. thous, que incluiu o único caso 

em que foi observado lesão encefálica. 

 Dos oito casos positivos para Angiostrongylus spp. na PCR, em quatro casos, a confirmação se 

deu pelo HE e PCR, do restante obtivemos apenas a PCR positivo. Ainda, dos oito casos (seis de bloco de 

parafina e dois de material fresco) que foram negativos no PCR, incluímos no estudo devido a visualização 

microscópica dos parasitas. 

 

DISCUSSÃO 

 Foi possível identificar que um grande número de canídeos selvagens pode estar infectado por 

Angiostrongylus spp. na região sul do Brasil, pois neste estudo 55% dos animais analisados foram 

parasitados por estes nematoides, em que A. cantonensis e A. vasorum foram os encontrados. No Brasil, 

infecção por A. vasorum em canídeos selvagens já foram relatadas em Lycalopex vetulus em Minas Gerais 

(Lima et al. 1994) e em C. thous no Rio de Janeiro (Travassos, 1927), Minas Gerais (Duarte et al. 2007; 

Vieira et al. 2017) e Distrito Federal (Ferreira-Júnior et al. 2017). Infecção por A. cantonensis em C. thous 

e L. gymnocercus no Brasil ainda não foi relatada. 
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 Em estudos realizados na Europa, as raposas vermelhas (Vulpes vulpes), foram o principal 

hospedeiro de A. vasorum. Esses são capazes de suportar a infecção sem alta mortalidade, com boa 

adaptação. Em canídeos selvagens, a infecção é mais leve, e lesões graves no parênquima pulmonar 

acontecem somente quando há doença concomitante ou quando há abundante quantidade de parasitas 

pulmonares (Morgan et al. 2008). Em nosso estudo, quatro animais foram diagnosticados com cinomose, 

que podem ter consequentemente agravado o caso.  

Os principais achados macroscópicos se restringem principalmente a lesões no sistema respiratório 

e cardiovascular (Poli et al. 1984; Morgan et al. 2008). Hipertrofia ventricular direita e diminuição do peso 

cardíaco com relação ao peso corporal são alterações observadas à necropsia (Poli et al 1984; Jeffery et al. 

2004; Morgan et al. 2008), porém neste estudo não foi observado tais alterações. No sistema respiratório 

as lesões observadas no pulmão foram semelhantes às descritas por outros autores (Poli et al. 1984; Jeffery 

et al. 2004; Denk et al. 2009; Kistler et al. 2014) e incluíram: pulmões não colabados, com áreas multifocais 

de coloração vermelhas, consolidadas, e com nódulos firmes encapsulados de coloração brancacenta.  

Os achados microscópicos dos pulmões relatados na literatura são semelhantes aos descritos no 

estudo e consistem em áreas multifocais a coalescentes de focos granulomatosos no parênquima pulmonar, 

no qual ao centro é observado inúmeros ovos e larvas (L1) e perifericamente, é observado fibrose associado 

a infiltrado inflamatório de linfócitos, plasmócitos, eosinófilos, macrófagos e algumas células gigantes 

multinucleadas. Em artérias pulmonares podem se observar nematódeos adultos, ocasionalmente associado 

à trombose arterial. L1 frequentemente também são observadas no interior de brônquios e bronquíolos, 

associadas a detritos celulares (Poli et al. 1984; Eleni et al. 2014; Kistler et al. 2014; Santoro et al. 2015; 

Robles et al. 2016). Lesões vasculares podem ser observadas, como espessamento da parede das artérias 

pela intensa proliferação de tecido conjuntivo fibroso em reação a presença de nematódeos adultos no 

lúmen, que por vezes oclui a luz da artéria e ocasiona a trombose (Bourque et al. 2005). 

Infiltrado inflamatório composto de eosinófilos são importantes na defesa contra doenças 

parasitárias, porém em nosso estudo, assim como na literatura, as lesões histopatológicas apresentam 

poucos ou nenhum componente eosinofílico, prevalecendo os componentes granulomatosos e crônicos 

(Traversa et al. 2008; Denk et al. 2009).  

Na avaliação macroscópica e histopatológica do cérebro foi possível observar em um caso área 

focalmente extensa de hemorragia e malacia gerada pela infecção por A. cantonensis do qual era possível 

observar larva em meio à lesão e foi confirmado por PCR. No nosso estudo este animal era vítima de 
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atropelamento, porém, na necropsia, em decorrência de trauma por atropelamento, era possível observar 

apenas necrose do membro posterior direito, sem fraturas ou lesões no crânio, que pudesse gerar as lesões 

encefálicas de hemorragia e malacia. Lesão semelhante também já foi relatada na literatura em cavalo 

miniatura (Equus ferus caballus), gambá-da-virgínia (Didelphis virginiana) e lemur preto e branco (Varecia 

variegata) (Costa et al. 2000; Kim et al. 2002). Existem controvérsias entre os autores para a explicação 

das lesões no SNC. De acordo com Costa et al. (2000) estas lesões são causadas pelo dano mecânico feito 

pela migração parasitária. Porém, Mason et al. (1976) e McKenzie et al. (1978) sugerem que a lesão é 

causada principalmente pela resposta inflamatória granulomatosa direcionada ao parasita. No caso do nosso 

estudo, a melhor explicação seria em decorrência da migração causada pelo parasita, pois não foi observado 

resposta inflamatória na lesão encefálica. 

Apesar de seu ciclo não incluir a migração para o SNC, A. vasorum também pode causar danos 

neurológicos através de hemorragias. Estas hemorragias já foram relatadas por diversos autores (Garosi et 

al. 2005; Wessmann et al. 2006; Denk et al. 2009) e provavelmente se deve a coagulopatia e não devido a 

presença da larva no SNC, como pode-se observar na infecção por A. cantonensis (Wessmann et al. 2006). 

No único caso positivo na PCR para A. vasorum, o animal teve como causa de morte politraumatismo, com 

múltiplas fraturas em regiões frontal, temporal e parietal do crânio, devido a atropelamento, o que 

consequentemente gerou as hemorragias. Em outros quatro casos de hemorragia no cérebro, os animais 

também foram vítimas de atropelamento e, portanto, a lesão pode ser devido ao traumatismo. Em um caso, 

havia cinomose associado a rangeliose, esta última pode gerar hemorragias no SNC. Do restante dos quatro 

casos com hemorragia, há possibilidade da lesão ser em decorrência da angiostrongilose. 

A sequência do gene 18S de rRNA obtido de um C. thous com infecção por A. vasorum mostrou 

97% de homologia com as sequências de A. vasorum depositadas no GenBank. Quando comparado as 

sequências do gene 18S de A. vasorum e A. cantonensis, depositadas no GenBank, observa-se uma 

similaridade de 99%, podendo sugerir que a amostra extraída de C.thous no sul do Brasil pertence a uma 

nova espécie ou subespécie de A. vasorum. Estudos anteriores, de evidencias fósseis e análises genéticas, 

mostram que há divergências entre as espécies de raposas (Vulpes spp.) da Europa e os canídeos selvagens 

sul americanos, que inclui C. thous e L. gymnocercus, evidenciando uma evolução entre as espécies de 

canídeos juntamente com A. vasorum na América do Sul que difere dos nematódeos encontrados em outros 

países Europeus (Wang et al. 2004; Jefferies et al. 2009).  
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No presente estudo, dos 16 canídeos selvagens infectados pelo nematódeo apenas oito foram 

positivos pela técnica de PCR. Segundo Miething et al. (2006) fatores de pré-fixação (tipo e a quantidade 

do tecido, e o grau de autólise), fatores de fixação (pH, tempo de fixação e tipo de fixador) e fatores pós-

fixação (tempo de armazenamento) podem levar a degradação dos ácidos nucleicos.  Além disso, a pouca 

quantidade de DNA presente na amostra do presente estudo, tanto em material fresco como em parafina, 

pode acarretar em resultados negativos, pois como as lesões são multifocais há possibilidade da amostra 

não conter a quantidade de DNA do parasita necessária.  

Em suma, nosso estudo identificou as lesões macroscópicas e microscópicas causadas pela 

infecção por Angiostrongylus spp., caracterizadas por pneumonia e broncopneumonia granulomatosas, 

além de lesão encefálica, no qual foram identificadas sete espécies A. cantonensis e uma de A. vasorum 

infectando C. thous na região sul do Brasil. A. cantonensis pode indicar um problema à saúde pública da 

população que está próxima a estas espécies, e nosso estudo, indica o primeiro registro deste nematódeo 

em canídeos selvagens do Brasil. A amostra positiva para A. vasorum identificada em C. thous pode ser 

uma nova espécie ou subespécie, devido ao grau de similaridade ser de 97% quando comparada com 

sequências de A. vasorum depositadas no GenBank, o que sugere novos estudos. A infecção em L. 

gymnocercus por Angiostrongylus spp. foi confirmada pela visualização de HE.  Em nosso trabalho 55% 

dos canídeos selvagens estavam infectados por Angiostrongylus spp. causando broncopneumonia e 

pneumonia granulomatosa com grande quantidade de parasitas, do qual a maioria não foi relacionada a 

causa de morte dos animais. 
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Tabela 1- Infecção por Angiostrongylus spp. em C. thous e L. gymnocercus na região sul: espécies de 

canídeos selvagens infectada, vida livre/cativeiro, causa de morte, tipo de amostra, método de diagnóstico 

e espécies de Angiostrongylus sp. detectada. 

 Espécie animal Vida 

livre/ 

cativeiro 

Causa de morte Amostra PCR HE Espécie de 

Angiostrongylus 

sp. no PCR 

1 C. thous Cativeiro Cinomose Bloco de 

parafina 

- +  

2 L. gymnocercus Vida 

livre 

Cinomose e 

rangeliose 

Bloco de 

parafina 

- +  

3 C. thous Cativeiro Pneumonia por 

Angiostrongylus 

spp. 

Bloco de 

parafina 

- +  

4 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Bloco de 

parafina 

- +  

5 C. thous Vida 

livre 

Cinomose Bloco de 

parafina 

- +  

6 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Bloco de 

parafina 

+ - A. cantonensis 

7 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Bloco de 

parafina 

+ - A. cantonensis 

8 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Bloco de 

parafina 

- +  

9 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Amostra 

fresca 

+ - A. cantonensis 

10 C. thous Vida 

livre 

Cinomose Amostra 

fresca 

+ + A. cantonensis 

11 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Amostra 

fresca 

+ + A. cantonensis 

12 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo* Amostra 

fresca** 

+*** + A. cantonensis 

13 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Amostra 

fresca 

+ - A. vasorum 

14 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Amostra 

fresca 

+ + A. cantonensis 

15 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Amostra 

fresca 

- +  

16 C. thous Vida 

livre 

Traumatismo Amostra 

fresca 

- +  

*C. thous com lesão encefálica de malacia e hemorragia. ** Amostra fresca de pulmão e cérebro. *** 

positivo em pulmão e cérebro. + positivo. – negativo.  
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Fig. 1. Achados macroscópicos e microscópicos de infecção por Angiostrongylus spp. em canídeos 

selvagens. A.  pulmões não colabados, com áreas multifocais consolidadas, de coloração vermelho 

escura. B. pequenos nódulos, brancacentos e firmes distribuídos multifocalmente em todos os lobos 

pulmonares. C. área focalmente extensa de amolecimento e hemorragia no tálamo. D. pulmão, em 

interstício e espaços alveolares, ovos morulados (ponta da seta), ovos larvados (seta fina) e larvas L1 

(seta grossa) (Bar 100 µm). Coloração por HE. E. pulmão, nematódeos adultos no interior da artéria 

(Bar 200 µm). Coloração por HE. F. cérebro, área focalmente extensa de malacia, com rarefação do 

neurópilo, células gitter, hemorragia e larva dispersa em meio à lesão (Bar 200 µm). Detalhe: larva 

dispersa em meio à lesão (Bar 40 µm). Coloração por HE.  
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Fig. 2. Aspectos microscópicos da infecção por Angiostrongylus spp. em canídeos selvagens. A. pulmão, 

larvas e ovos circundados por proliferação de tecido conjuntivo fibroso (fibrose). Técnica histoquímica 

de Tricrômico de Masson (Bar 100 µm). B. pulmão, parede da artéria pulmonar espessada devido à 

deposição de tecido conjuntivo fibroso. Técnica histoquímica de Tricrômico de Masson (Bar 200 µm). 

C. pulmão, imunomarcação para anti-actina de músculo liso com evidencia de hiperplasia e hipertrofia 

de musculatura lisa de arteríolas. IHQ, AEC (Bar 100 µm). D. pulmão, larva em imprint realizado do 

tecido pulmonar durante à necropsia. Corado com corantes do tipo Romanowsky (Diff-Quik®) (Bar 40 

µm). 
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Fig. 3. Árvore filogenética dos gêneros metastrongiloides Angiostrongylus, Aelurostrongylus, 

Didelphostrongylus, Metastrongylus e Skrjabingylus através da sequência do gene 18S de rRNA. Em 

destaque a sequência obtida.  
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4   CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho identificou que 55% dos canídeos selvagens analisados foram 

parasitados por Angiostrongylus spp., sendo um L. gymnocercus e o restante C. thous. 

Macroscopicamente, nos pulmões haviam áreas multifocais de consolidação, de 

coloração vermelho escura, e em um caso haviam nódulos brancacentos e firmes 

distribuídos multifocalmente em todos os lobos pulmonares. Em um animal, foi possível 

observar no cérebro, área focalmente extensa de amolecimento (malacia) associada à 

hemorragia. Na histologia havia pneumonia ou broncopneumonia granulomatosa e na 

lesão encefálica observou-se área focalmente extensa de malacia, hemorragia, trombose 

e larva dispersa em meio à lesão. 

Através de técnicas moleculares, PCR em tempo real para o gene ITS-1, foi possível 

identificar sete animais com infecção por A. cantonensis, todos C. thous. Pela técnica de 

sequenciamento do gene 18S, foi possível identificar um C. thous com infecção por A. 

vasorum. Esta amostra apresentou 97% de similaridade com sequências de A. vasorum 

depositadas no GenBank, o que pode ser uma nova espécie ou subespécie, portanto 

sugerimos novos estudos. A infecção em L. gymnocercus por Angiostrongylus spp. foi 

confirmada pela visualização de HE.   
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