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RESUMO

Hemoparasitos do filo Apicomplexa merecem destaque devido ao impacto que podem ter na
conservagdo da biodiversidade dos mamiferos. O presente estudo objetivou avaliar a
ocorréncia de agentes Piroplasmida (Cytauxzoon, Theileria e Babesia) e Hepatozoon spp.,
utilizando o Exame Microscopico Convencional (EMC) e a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), e identificar os carrapatos presentes em mamiferos silvestres destinados ao LAPAS-
UFU, CETAS-GO/IBAMA e CETAS-BH/IBAMA. Obteve-se 152 amostras de sangue total e
realizou-se a PCR para Hepatozoon spp., com a utilizagdo dos primers HepF300/Hep900,
Hep2F/Hep2R e HAM-1/HPFR2, e para a ordem Piroplasmida, realizou-se a PCR com
auxilio dos primers BAB- 33-47/ BAB432-439, PIRO 1F/PIRO 5R. Com punc¢do de sangue
periférico, confeccionou-se 352 extensdes de 123 animais. Pelo EMC, ndo foram observados
gamontes de Hepatozoon spp., mas pela PCR obteve-se 5,2% de positividade (oito positivos).
Foram obtidos quatro novos haplétipos de Hepatozoon canis e Hepatozoon felis nos
mamiferos de espécies lobo-guard (Chrysocyon brachyurus), raposa-do-campo (Lycalopex
vetulus), irara (Eira barbara) e onca-parda (Puma concolor). Para os piroplasmas, pelo EMC
e PCR, obteve-se 34,9% (43 animais positivos) e 26,3% (40 animais positivos),
respectivamente. Foram obtidos trés novos haplotipos de espécies de piroplasmas, sendo
sequéncias similares a Theileria cervi em veado-catingueiro, Theileria equi em anta e
Cytauxzoon felis em jaguatirica. Foram identificadas 432 espécimes, de 30 animais. Os
carrapatos identificados foram: Amblyomma nodosum, A. parvum, A. ovale, A. sculptum, A.
longirostre, A. dubidatum, Rhipicephalus microplus e R. sanguineus. Além disso, outros
hemoparasitos foram observados em microscopia Optica, como Ehrlichia spp. em 23 animais
(18,6%) e microfilarias em dois individuos de espécie Coendou prehensilis (ourigo-cacheiro).
O conjunto de informagdes trazidas por este trabalho comprova a abundancia de
hemoparasitos que mamiferos brasileiros podem albergar. Além disso, algumas espécies de
carrapatos identificados foram determinantes para inferir possiveis modos de transmissao de
hemoparasitos observados nos animais. Sobre o resultado obtido pelo uso das técnicas de
diagnostico, a PCR, aliada ao sequenciamento, mostrou-se mais precisa que o EMC para

identificacdo de espécies de hemoparasitos-alvo deste trabalho.

Palavras-chave: Hemoparasitos. Mamiferos silvestres. Microscopia 6ptica. Reacdo em Cadeia

da Polimerase. Apicomplexa. Ixodidae.



ABSTRACT

Haemoparasites belonging to filum Apicomplexa deserve attention because can affect the
conservation of mammals’s biodiversity. This work aimed to avalue the occurencce of
Piroplasmida agents (Cytauxzoon, Theileria e Babesia) e Hepatozoon spp. using
Convencional Microscopic Exam (CME) and Polymerase Chain Reaction (PCR) and indetify
ticks on wild mammals belonging to LAPAS-UFU, CETAS-GO/IBAMA e CETAS-
BH/IBAMA. On total, this work obtained 152 total blood samples that were submited to PCR
for Hepatozoon spp. with primers HepF300/Hep900, Hep2F/Hep2R ¢ HAM-1/HPFR2, and
for Piroplasmida agents, PCR was done using primers BAB- 33-47/ BAB432-439, PIRO
IF/PIRO 5R. To exam slides on optic microscope, was used peripheral samples of 123
mammals. There wasn’t observed gamonts of Hepatozoon spp. on blood slides, but on PCR
was observed prevalence of 5,2% (eight positive mammals). From these, was obtained four
new haplotypes of Hepatozoon spp. like similar sequence of Hepatozoon canis in maned-
wolf (Chrysocyon brachyurus) and hoary fox (Lycalopex vetulus) and similar sequence of
Hepatozoon felis in tayra (Eira barbara) and puma (Puma concolor). For Piroplasmida
agents, the CME and PCR results were 34,9% (43 positive mammlas) and 26,3% (40 positive
mammals), respectively. There was obtained three new haplotypes of Piroplasmida agents,
being similar sequences of Theileria cervi in brown brocket deer (Mazama gouazoubira),
similar sequence of Theileria equi in brazilian tapir (Tapirus terrestris) and similar sequence
of Cytauxzoon felis in ocelot (Leopardus pardalis). There was identified 432 specimnes of
ticks on 30 mammals. The species were Amblyomma nodosum, A. parvum, A. ovale, A.
sculptum, A. longirostre, A. dubidatum, Rhipicephalus microplus e R. sanguineus. Besides
this results, other haemoparasites were observed on optic microscope, like Ehrlichia spp. in
23 mammals (18,6%) and microfilaria in two mammals of the species Coendou prehensilis
(brazilian porcupine). The information gathered by this work confirms the abundance of
haemoparasites that the Brazilian mammals can harbor. In addition, some species of ticks
identified were determinant to infer possible ways of transmitting hemoparasites identified in
mammals. The result obtained by the use of molecular diagnostic techniques (PCR and
sequencement) was more accurate than the CME for identification of hemoparasites on wild

mammals of this work.

Palavras-chave: Haemoparasites. Wild mammal. Optic microscope. Polymerase Chain

Reaction. Apicomplexa. Ixodidae.
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1. INTRODUCAO
1.1 Introducao geral

O territério brasileiro, devido a grande extensdo, clima e localizagdo geogrifica, possui
ampla riqueza de biodiversidade, tanto de fauna quanto de flora (IBAMA, 2005). Paglia et al
(2009) e Paglia et al (2012) estimam que o Brasil abriga entre 15 e 20% das espécies descritas
no planeta, sendo a composicdo de mamiferos brasileiros correspondente a quase 13% da
biodiversidade existente no mundo, com 701 espécies de mamiferos distribuidas em 243
géneros, 50 familias e 12 ordens.

Mamiferos brasileiros estdo localizados em ambientes naturais e cativos como
zoolbgicos, criadouros conservacionistas, cientificos ou comerciais, institutos de pesquisa,
centros de triagem e reabilitacio e residéncias (criados ilegalmente, como animais de
estimacdo) (MAIA, 2012).

O crescente aumento de mamiferos silvestres em ambientes cativos se deve,
principalmente, a fragmentagdo de “habitats”, o que ocasiona em dificuldades na realocacgao
destes animais aos ambientes naturais (MAIA, 2012; BARBOSA et al, 2014). O aumento
destes animais em ambientes cativos tem exigido esfor¢os para a manutencdo de rigoroso
manejo sanitirio e, como forma de evitar a disseminacdo de agentes infecciosos, tenta-se
reduzir o contato entre individuos de mesma espécie e entre espécies diferentes. Porém,
apesar destes esforcos, zooldgicos, criadouros e outros centros que abrigam estes animais,
continuam sendo propicios a disseminacdo de doencas (SILVA et al, 2001).

Outro fator importante e associado aos surtos de patogenos é o de origem antrdpica, os
quais aumentam o contato entre animais que vivem em habitats ndo alterados no convivio
com outras espécies, que habitam regides antropizadas adjacentes (DOBSON;
FOUFOPOULOS, 2001). Esta proximidade entre as populagdes selvagens e os animais

domésticos e humanos, tem facilitado a disseminagcdo de agentes infecciosos que outrora



encontravam-se em equilibrio com os reservatrios silvestres, em ambiente natural
(CORREA; PASSOS, 2001).

A imunossupressdo ocasionada pelo estresse no momento da captura, transporte dos
animais, altera¢do da dieta e alteracdes climéticas podem também contribuir para surtos de
doencas em mamiferos silvestres (BARBOSA et al, 2014). Todos estes fatores podem
ocasionar consequéncias negativas na saide de populagdes silvestres, que podem desenvolver
graves quadros clinicos, culminando em 6bito (EWING, et al., 1964; CHANG et al, 2000).
Vale ressaltar que muitas espécies de mamiferos silvestres ndo apresentam sinais clinicos,
quando doentes, ou ndo desenvolvem a doen¢a, mesmo estando infectados, tornando-se fontes
de infec¢do para animais domésticos, para o homem e para outros animais silvestres (ACHA;
SZYFRES, 1986; CUBAS, 1996).

Estima-se que a fauna silvestre constitui um reservatorio ainda desconhecido de
bioagentes, muitos destes com potencial zoonotico (CHOMEL et al, 2007). Baseado nisso,
varios sdo os agentes patogénicos que podem acometer mamiferos silvestres, estando entre
elas os virus, bactérias, protozoarios e nematoides (THOYSI et al, 2000; JORGE et al, 2010;
BARBOSA, 2014; OTRANTO et al., 2015; VAN VUUVREN et al, 2015).

Em relacdo aos protozoarios, pode-se citar os hemoparasitos, que possuem artropodes
envolvidos para completar o ciclo bioldgico. Dentre os artrépodes, 0s carrapatos merecem
destaque por estarem presentes tanto em ambientes urbanos como rurais € por serem 0s
invertebrados mais numerosos que transmitem agentes infecciosos aos vertebrados
domésticos e silvestres (CORREA; PASSOS, 2001; ALLAN, 2001; NAVA et al, 2009).

Estes invertebrados estdao inseridos no filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse
Acari e agrupados na subordem Ixodida, que se subdivide em trés familias: Ixodidae,
Argasidae e Nuttalliellidae (HORAK et al, 2002; NAVA et al, 2009) e estdo distribuidos em
todos os continentes do mundo, inclusive na Antartida (LABRUNA, et al, 2005). No Brasil, a

subordem Ixodida é que possui maior nimero de representantes, sendo 66 espécies (45



ixodideos e 21 argasideos) (MARTINS et al, 2014; NAVA et al, 2014).

Atualmente, varias doengas sdo transmitidas por carrapatos a vertebrados silvestres e
domésticos (MAIA, 2012), as quais merecem destaque as causadas por protozoarios
pertencentes ao Filo Apicomplexa pois, alguns géneros pertencentes a este filo possuem
potencial zoonético, e, por esta razdo, t€m se tornado crescente problema de satide publica
(ESTRADA-PENA et al, 2004; FOLVARI, 2005; PAROLA et al, 2005).

A primeira caracteriza¢do deste filo seguiu a revisdo de Levine at al (1980), que o
subdividiu em quatro grupos principais: as gregarinas, os coccidios, os hemosporidios e os
piroplasmas. Esta caracterizacdo ainda se mantém, sendo as subclasses Haemosporida e
Piroplasmorida inseridas na classe Aconoidasida e as subclasses Gregarinasina e Coccidiasina
inseridas na classe Conoidasida. E importante destacar a localizacdo de alguns parasitos de
importancia médica e médico-veterindria inseridas na classe Coccidiasina, como o0s
pertencentes a ordem Adeleorina que incluem os parasitos do género Hepatozoon e a classe
Piroplasmorida que possui uma tnica ordem Piroplasmida em que estdo inseridos os géneros
Cytauxzoon, Theileria e Babesia, os quais acometem mamiferos domésticos e silvestres,

sendo o dltimo género, de potencial zoondtico (ADL et al, 2005; BARTA et al, 2012).

Os parasitos pertencentes a esse Filo possuem ciclo de vida complexo, podendo
apresentar duas fases: assexuada (merogonia e esporogonia) € sexuada, conhecida como
gametogonia. (SIDDALL, 1995), em que, no vetor, o gametocito masculino diferencia-se em
um ou mais microgametas, fertiliza, originando o zigoto (gametogénese). Este se diferencia
em oocistos contendo esporozoitos (esporogénese). No hospedeiro vertebrado, os
esporozoitos invadem células, diferenciam-se em merozoitos e dividem-se em até duas vezes
assexuadamente (merogonia primaria € merogonia secundaria), gerando varias células filhas,
chamadas de merozoitos. Em seguida, diferencia-se em gametdcitos (gametogonia), que sao
precursores da fase sexual (SIDDALL, 1995). As etapas do desenvolvimento sexual do ciclo

de parasitos apicomplexos estdo esquematizados na Figura 1.



FIGURA 1: Esquema geral das fases reprodutivas de parasitos pertencentes ao Filo
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Fonte: Siddall, (1995).

Em sintese, hemoparasitos representam agentes que se destacam pela importincia
médica e médico-veterindria e sdo cada vez mais valorizados no contexto da conservacao da
biodiversidade de animais selvagens (DASZAK et al, 2000; CRIADO-FORNELIO et al,

2009).
1.2 Hepatozoon spp.

O género Hepatozoon, descrito pela primeira vez por Miller em 1908, é um grupo
diverso de parasitos apicomplexos da familia Hepatozoidae, com 312 espécies descritas por
Smith, (1996) e, desde entdo, mais espécies estdo sendo adicionadas ou reclassificadas

(KUBO et al, 2008; TELFORD, 2010). O acometimento por parasitos deste género, leva ao



desenvolvimento da doenca denominada hepatozoonose (BANETH, 2011; AKTAS et al,
2015).

Os hospedeiros definitivos desses patégenos incluem carrapatos, acarineos,
flebotomineos, moscas tsé-tsé, culicideos, pulgas, piolhos, reduvideos e sanguessugas
(BANETH et al, 2007). A infec¢do tem sido reportada em inimeros vertebrados (anfibios,
répteis, aves) e 39 espécies de Hepatozoon, infestando mamiferos domésticos e silvestres
(SMITH, 1996).

Dentre as espécies descritas em mamiferos, Hepatozoon canis, Hepatozoon americanum
e Hepatozoon felis sio mais conhecidos e infectam, frequentemente, canideos e felideos
domésticos e silvestres (CHRISTOPHERS, 1907; VINCENT-JOHNSON et al, 1997). O
Hepatozoon felis é pouco estudado em relacdo a patogénese, porém, € provavel que essa
espécie acometa felinos domésticos e silvestres, globalmente (BANETH et al, 2013).

Diferentemente de outros agentes transmitidos por carrapatos, a propagacdo de
protozodrios deste género ocorre, tipicamente, pela ingestdo do vetor artropode, infectado por
oocistos maduros contendo esporozoitos infectantes (CRISTOPHERS, 1907; BANETH et al,
2007). Sao relatadas outras formas de transmissdo, como a transmissao vertical para H. canis
(MURATA et al, 1993; IVANOV et al, 2008), transmissdo trofica (ingestdo de cistozoitos
infectantes presentes em tecidos de presas, como serpentes, lagartos e anuros) (SMITH, 1996;
SLOBODA et al, 2008; JOHNSON et al., 2009; MAIA et al, 2014) e a ingestdo de vetores
infectados agarrados a presa (EWING; PANCIERA, 2003).

A transmissdo de Hepatozoon sp., envolve etapas comuns aos protozoarios do filo
Apicomplexa. E importante mencionar que, em hospedeiros vertebrados, apés a ingestio de
oocistos presentes na hemocele de carrapatos, estes penetram a parede do intestino, caem na
circulacdo e invadem mondcitos e/ou neutréfilos de indmeros 6rgaos (medula 6ssea, baco,
figado, rins, pulmdes, intestino, linfonodos e tecidos musculares esqueléticos). Nestas células

teciduais, ocorre a primeira merogonia, sendo identificados entre 20-30 micromerozoitos e



entre 1-4 macromerozoitos nas células. Os micromerozoitos evadem da célula hospedeira e
invadem novas células para desenvolvimento em gamontes (gamontogonia). Os
macromerozoitos evadem da célula e infectam outros leucdcitos, formando micro ou
macromerozoitos novamente (segunda merogonia) (BANETH et al, 2007).

As espécies H. canis e H. americanum, possuem diferencas em relagdo a distribuigdo,
viruléncia, tropismo por células e 6rgdos, assim como espécies de vetores, patogenia e sinais
clinicos (CRAIG et al, 1978; MACINTIRE et al, 2001; POTTER; MACINTIRE, 2010).

O H. canis, que possui distribuicdo cosmopolita (AKTAS et al, 2015), € a espécie
menos virulenta, com tropismo por neutrofilos e acomete diversos 6rgaos como figado, bago,
pulmoes, rins e medula 6ssea do hospedeiro vertebrado (BANETH, 2011). A infec¢ido por
esta espécie, pode ocorrer de forma assintomética com quadros clinicos brandos a severos, 0s
quais dependem da parasitemia (SAKUMA et al, 2009). Os principais sintomas sao aumento
da temperatura corporal, letargia, perda de peso, anemia e as formas mais graves podem
apresentar hepatite, pneumonia e glomerulonefrite (BANETH; WEIGLER, 1997).

O vetor responsiavel pela transmissdo € o carrapato Rhipicephalus sanguineus
(CRISTOPHERS, 1907; BANETH et al, 2007; GABRIELLI et al, 2010), entretanto, existe a
possibilidade que outras espécies, tais como, Haemaphysalis longicornis e H. flava, no Japao
e Ixodes ricinus, I. hexagonus, 1. canisuga e Dermacentor reticulatus na Europa, possam estar
envolvidas (MURATA, 1995; GABRIELLI et al, 2010; REYE et al, 2010; NAJM et al,
2014). No Brasil, estudos tém sugerido outras espécies de carrapatos como potenciais vetores
de H. canis, tais como Amblyomma ovale, A. sculptum e Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(O’DWYER et al, 2001; FORLANO et al, 2005; MIRANDA et al, 2011).

O H. americanum é considerado mais virulento do que H. canis, sendo, a infeccdo,
geralmente, letal (CRAIG et al, 1978; MACINTIRE et al, 2001). Possui tropismo por
mondcitos presentes em musculos estriados esqueléticos e cardiacos (PANCIERA et al, 2000;

BANETH et al, 2003). As alteragdes patologicas incluem inflamagdes, infiltrados celulares,



alteracdes vasculares e dano tecidual, devido aos anticorpos e pela deposicdo de
imunocomplexos (EWING; PANCIERA, 2003; MACINTIRE et al, 2006). O Amblyomma
americanum nao ocorre no Brasil € a tnica espécie de carrapato envolvida na transmissao em
paises da América do Norte (MATHEW et al, 1998; EWING; PANCIERA, 2003).

Estudos sobre Hepatozoon em mamiferos silvestres, principalmente em carnivoros, t€ém
sido realizados na Europa. Levantamentos epidemioldgicos envolvendo raposas-vermelhas
(Vulpes vulpes), consideradas reservatdrios de Hepatozoon, foram realizados em Portugal e na
Austria, com prevaléncias de 48% a 58%, respectivamente (CONCEICAO—SILVA et al,
1988; DUSCHER et al, 2013, 2014; FARKAS et al., 2014; MITKOVA et al, 2014, 2016).

O parasito também foi observado em carnivoros, como no cao-selvagem-africano
(Lycaon pictus), guaxinim-norte-americano (Procyon lotor), marsupiais como o gamba-da-
virginia (Didelphis virginiana) e em diferentes espécies de pequenos roedores, com
prevaléncias variadas de 58% e 40%, na América do Norte e Africa, respectivamente
(SHKAP et al, 1994; JOHNSON et al, 2007; SALAKIJ et al, 2008; ALLEN et al, 2011;
MAIA et al, 2014).

No Brasil, o parasito foi observado em canideos silvestres como cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous), cachorro-vinagre (Speothos venaticus), lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus), graxaim-do-campo (Pseudalopex gymnocercus) com prevaléncias variadas
(CRIADO-FORNELIO et al, 2006; ANDRE et al, 2010; ALMEIDA et al, 2013; SOUZA et
al, 2017) sendo que, as maiores taxas de prevaléncia registradas sdo em cachorro-do-mato (C.
thous) de 43,1% no Espirito Santo, 55% no Rio Grande do Sul e 91% na Amazonia
(CRIADO-FORNELIO et al, 2006; ALMEIDA et al, 2013; SOUZA et al, 2017) e haplétipos
proximos similares a Hepatozoon americanum foram encontrados em todos estes estudos.
Apesar de o H. americanum, geralmente, induzir infec¢do agressiva, neste canideo, a espécie
aparentemente ndo causa sintomas da infeccao (SOUZA et al, 2017).

Em felideos silvestres, o Hepatozoon foi relatado por métodos moleculares em



Leopardus pardalis (jaguatirica), Leopardus tigrinus (gato-do-mato), Puma yagouaroundi
(gato jaguarundi) e Panthera onca (onga-pintada) (METZGER et al, 2008; WIDMER et al,
2009; ANDRE et al, 2010; SOUZA et al, 2017; SOARES et al, 2017; FURTADO et al, 2017)
em que a maioria destes animais estava infectada com gendtipo similar ao de H. felis
(METZGER et al, 2008; WIDMER et al, 2009; FURTADO et al, 2017; SOARES et al, 2017).

Além destas, outras espécies de Hepatozoon foram identificadas em mamiferos
silvestres no Brasil como em carnivoros Nasua nasua (quati) € Procyon cancrivorus (mao-
pelada), pequenos roedores e marsupiais de espécies Thylamus macrucus (cuica),
Monodeplphis domestica (cuica-de-rabo-curto) e Didelphis albiventris (gamba-de-orelha-
branca) (RODRIGUES et al, 2007; CRIADO-FORNELIO et al, 2006; CRIADO-FORNELIO
et al, 2009; DEMONER et al, 2016; WOLF et al, 2016; SOUZA et al, 2017; SILVA et al,

2017).

1.3 Babesia spp. e Theileria spp.

Os géneros Babesia e Theileria, pertencentes as familias Babesiidae e Theileriidae,
respectivamente, sdo piroplasmas intraeritrociticos (HOMER et al, 2000; UILENBERG,
2006), com distribui¢do cosmopolita, encontrados, principalmente, em regides tropicais e
subtropicais (COLLET, 2000; KIVARIA et al, 2007). Sdo agentes etiologicos da babesiose e
theileriose, doencas transmitidas por carrapatos da familia Ixodidae. Essas doencas acometem
mamiferos domésticos, silvestres, incluindo o homem (UILENBERG, 1995; HOMER et al,
2000; ALMOSNY, 2002; BISHOP et al, 2004; INCI et al, 2009; YABSLEY et al, 2013).

Virias sdo as espécies de Babesia descritas em mamiferos silvestres, principalmente,
em carnivoros e ungulados (PENZHORN, 2006), tais como B. felis, B. herpailuri, B. leo ¢ B.
pantherae em felinos (DAVIS, 1929; DENNIG; BROCKSLESBY, 1972; PENZHORN et al,
2001), B. capreoli, B. odocoilei e B. pattoni de cervideos (DISSANAIKE, 1963; EMERSON;

WRIGHT, 1970). Além destas, ha a ocorréncia de Babesia sp. semelhantes as comumente



encontradas em animais domésticos, como B. gibsoni, B. rossi de canideos domésticos, em
canideos silvestres (MATIJILA et al, 2008; CARDOSO et al, 2013), B. trautmanni de porcos
domésticos, em javalis, B. caballi de equinos domésticos, em vdérias espécies de zebra
(PENZHORN, 2006) e B. bovis e B. bigemina, de grandes ruminantes domésticos, em
cervideos silvestres (HOLMAN et al, 1993; HOLMAN et al, 2011).

Em relacdo a Theileria, destaca-se a importancia das espécies T. parva e T. anullata,
pela associacdo com doengas linfoproliferativas em ruminantes domésticos (BISHOP et al.,
2004), sendo o hospedeiro original de 7. parva, um ruminante silvestre, o bufalo-africano
(Syncerus caffer), no qual o parasito ndo causa danos ao hospedeiro.

Outras espécies, como Theileria cervi ocorrem em cervideos dos Estados Unidos e do
Brasil, causando infec¢do assintomdtica nestes hospedeiros (KOCAN; KOCAN, 1991;
SILVEIRA et al, 2011; SILVEIRA et al, 2013).

Além destas, outras Theileria sp., comumente encontradas em mamiferos domésticos,
sdo relatadas em mamiferos silvestres, como Theileria annae, comum de caes domésticos,
mas ¢é frequentemente encontrada em raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) na Europa e
Theileria capreoli, espécie comum de cervideos. Ademais, foi relatada em canideos silvestres,
lobo (Canis lupus), na Croacia (CARDOSO et al, 2013; ZANET et al, 2014; FARKAS et al,
2015; BECK et al, 2017).

O género Babesia pode ser dividido, morfologicamente, em dois grupos, a saber:
pequenas e grandes babesias. Sao pequenas babesias, as que medem de 1- 2,5 um, sendo B.
bovis, B. gibsoni, B. microti e B. rodhaini, alguns exemplos. As grandes babesias, possuem de
2,5—- 5,0 um de comprimento, como as espécies B. bigemina, B. caballi, B. canis, dentre
outras (HOMER et al, 2000; YABLSEY et al, 2013; LAHA et al, 2015).

Os géneros possuem plasticidade morfoldgica, apresentando formas varidveis dentro
das células preferenciais. As babesias possuem formato piriforme, podendo ser encontradas

em forma unica, dimera ou em cruz. Theileria possui formatos oval, anular, circular, ovdide
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ou irregular (LAHA et al., 2015; LEMPEREUR et al., 2017). Devido as diversas formas e o
mesmo modo de transmissdo, podem ser confundidas, porém sdo parasitos distintos, com
diferencgas no que tange ao parasitismo e a biologia (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

A intensa multiplicagdo de Babesia ocorre apenas nos eritrocitos, nos quais 0s
esporozoitos inoculados pelo vetor multiplicam-se intensamente para formarem merozoitos
(merogonia). Os merozoitos formados invadem novos eritrdcitos, ocorre nova merogonia e
este ciclo se repete até a morte do hospedeiro ou até que o sistema imune do hospedeiro
paralise a intensa multiplicacdo do parasito (UILENBERG, 2006). Para Theileria spp., 0s
esporozoitos penetram rapidamente nos linfécitos ou nas células do sistema mononuclear
fagocitico (SMF). Nestas células ocorre a formacdo de esquizontes, que, quando maduros,
apresentam numerosos merozoitos, os quais evadem dos linfocitos e invadem eritrcitos do
hospedeiro para ocorréncia de merogonia nestas células (MEHLHORN; SCHEIN, 1984;
UILENBERG, 2006).

A principal transmissdo, para ambos 0s géneros, € vetorial, pela picada do carrapato,
porém, o desenvolvimento dentro do vetor se difere entre eles. Tanto para Babesia, como para
Theileria, o vetor ingere eritrécitos contendo piroplasmas e o desenvolvimento sexual dos
parasitos, em macro e microgametocitos, ocorre no intestino do vetor, com posterior formagao
de zigotos méveis ou cinetos (MEHLHORN; SCHEIN, 1984). Para Theileira, os cinetos
penetram nas células das glandulas salivares, local em que se desenvolvem em esporozoitos
infectantes. As glandulas salivares se expandem e os cinetos modificam-se, dividem-se
sucessivamente e formam os esporozoitos, que € relativo ao modo infectante para o
hospedeiro intermediario (MEHLHORN; SCHEIN, 1984; UILENBERG, 2006). Em relacdo a
Babesia spp., os cinetos multiplicam-se, sendo denominados vermiculos, os quais invadirdo
varios 6rgdos do carrapato que, além das glandulas salivares, atingem os ovarios. A fémea
passa, dessa forma, o parasito para as geracdes subsequentes. Assim como ocorre em

Theileria, a maturacdo de esporozoitos infectantes acontece nas glandulas salivares do vetor
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(UILENBERG, 2006).

Virias sdo as espécies de Babesia e Theileria que t€ém sido encontradas em animais
silvestres. Sao exemplos, Babesia rossi, que, na Africa, causa de doenca severa a fatal em
cdes domésticos, possuindo taxas de 5,3% a 84,6% de ocorréncia em cdo-selvagem-africano
(Lycaon pictus) e chacal-de-dorsonegro (Canis mesomelas), respectivamente (JACOBSON,
2006; MATIJILA et al, 2008; PENZHORN et al, 2017); Theileria annae, que, em raposas-
vermelhas (Vulpes vulpes), apresenta taxas variando entre 5,2% a 69,2% na Croécia e em
Portugal, respectivamente (DEZDEK et al., 2010; CARDOSO et al, 2013); Theileria capreoli,
espécie comum em cervideos, identificada em 68% dos lobos (Canis lupus), na Croicia
(BECK et al., 2017) e B. bovis, patdgeno comum de bovinos domésticos, foi identificado em
12,5% de veados-vermelhos (Cervus elaphus) na Italia (TAMPIERI et al, 2008).

No Brasil, Babesia e Theileria foram relatados em cervideos, sendo a prevaléncia de 7.
cervi, no paifs, variando entre 47% a 52% em veado catingueiro (Mazama gouazoubira),
cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) e veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus), em
Minas Gerais e no Pantanal (SILVEIRA et al, 2011; SILVEIRA et al, 2013). Outros estudos
verificaram taxas de ocorréncia de B. bovis variando de 8,3% a 88,2% e de B. bigemina entre
9,2% a 29,7% em veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) e cervo-do-pantanal (B.
dichotomus) de Goias e do Parana (MACHADO; MULLER, 1996; DUARTE, 2007).

Estas taxas de ocorréncia sdo indicativos que, na presenca de vetores, Babesia sp. e
Theileria sp. podem ser deslocadas de animais de producdo, para animais silvestres do
entorno e vice-versa. Nas espécies silvestres, normalmente, ndo hé sinais clinicos, podendo
ser reservatorios destes patdgenos, responsiveis por surtos e emergéncia de doengas para
espécies susceptiveis (PENZHORN et al., 2006; SILVEIRA et al., 2011). Entretanto, em
animais mantidos em cativeiro, a infec¢cdo por Babesia spp. pode ser fatal, devido a fatores
como estresse de captura, € manutengao em cativeiro (PENZHORN, 2006).

Algumas babesias e theilerias desencadeiam infec¢do benigna em animais silvestres,
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sendo, a sintomatologia observada nestes animais, decorrentes de situagdes especificas como
estresse, imunossupressao, infeccdo com outras doencas ou desnutricdo e, devido a fase de
esquizogonia intralinfocitica, que em infec¢des por theileria, ocasionam danos que podem ser
fatais ao hospedeiro (MEHLHORN; SCHEIN, 1984; KOCAN; KOCAN, 1991; FOWLER,
1993; JANG et al, 2003; YABSLEY et al, 2005; KHUKHUU et al, 2010). O quadro clinico,
nestes animais, inclui linfadenopatia, febre, anorexia, anemia, ictericia, perda de peso e,

eventualmente, morte, se nao tratada em animais susceptiveis (BELOTINDOS et al, 2014).

1.4 Cytauxzoon sp.

A cytauxzoonose € uma doenca causada por parasitos do género Cytauxzoon,
pertencentes a familia Theileriidae, (HOMER et al, 2000; MEINKOTH; KOCAN, 2005) e a
principal espécie do género é o Cytauxzoon felis, descoberta pela primeira vez, como agente
causador de doenca fatal em gatos domésticos nos Estados Unidos. Esta espécie também
ocorre em felinos silvestres e possui distribui¢do nas Américas, mas com alguns estudos
relatando ocorréncia na Europa (WAGNER, 1975; WAGNER, 1976; KIER, 1979;
VERONESI et al, 2016; FURTADO et al, 2017).

Os vetores do género Cytauxzoon sdo, principalmente, os carrapatos ixodideos
(PEIXOTO et al, 2007). Nos Estados Unidos foi comprovada a transmissao de C. felis por
Dermacentor variabilis (Blouin et al, 1984) e Amblyomma americanum (REICHARD et al,
2010). No Brasil, o vetor de Cytauxzoon sp. permanece desconhecido (PEIXOTO et al, 2007).

Os hospedeiros vertebrados da espécie C. felis sdo gatos domésticos (HOLMAN;
SNOWDEN, 2009) e felinos silvestres, como o lince-pardo (Lynx rufus), mamifero silvestre
endémico nos Estados Unidos, o qual € considerado hospedeiro natural deste parasito
(GLENN et al, 1983; BLOUIN et al, 1984; MILLAN et al, 2007). Outras espécies sao
relatadas para C. felis, como pantera-da-Floérida (Puma concolor coryi), de vida livre e onga-

do-Texas (Puma concolor stanleyana) (ROTSTEIN et al, 1999).
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A morfologia de C. felis dentro de eritrécitos € muito semelhante a de pequenas
babesias e Theileria spp., sendo encontrados formatos individuais anelares, ovais ou
circulares, com diametro de 0.5-0.8um (CARLI et al, 2012).

Desconhece-se informagdes sobre o ciclo completo de Cytauxzoon sp., vetores, bem
como o ciclo no vetor, e no hospedeiro vertebrado, bem como as formas de transmissao
(MILLAN et al, 2007; CARLI et al, 2012). Entretanto, sabe-se que o ciclo no hospedeiro
vertebrado possui fase inicial de esquizogonia em células do SMF, causando oclusdo destas
células em vasos sanguineos e a resposta inflamatdria ocasionada € sist€émica e profunda. As
células mononucleares tornam-se maiores com a presenca dos esquizontes, que liberam
merozoitos, os quais atingem a circulagdo sanguinea e infectam eritrocitos, nos quais sao
chamados piroplasmas (NIETFELD; POLLOCK, 2002; MILLAN et al, 2007). O
desenvolvimento de formas esquizogdnicas € responsavel pela severidade e fatalidade da
doenca (NIETFELD; POLLOCK, 2002).

Cytauxzoon felis possui prevaléncia em felinos silvestres variada, sendo 57% em
suricatos (Suricata suricatta) no sul da Africa, 25,6% em lince-pardo (Lynx rufus) nos
Estados Unidos e 14,3% em gatos-europeus (Felis silvestris silvestris) na Itdlia (BROWN et
al, 2010; LECLAIRE et al, 2014; VERONESI et al, 2016).

No Brasil, o Cytauxzoon sp. foi identificado em ledes (Panthera leo) com
sintomatologia severa da doenca e formas esquizogdnicas em macrdfagos, de diferentes
tamanhos e estidgios de desenvolvimento foram observados (PEIXOTO et al, 2007). Por
estudos moleculares, o C. felis foi identificada em felinos silvestres assintomaticos de vida
livre e cativeiro, como jaguatirica (Leopardus pardalis), on¢a-parda (Puma concolor) e onga-
pintada (Panthera onca) e no estudo conduzido com ongas-pintadas (Panthera onca) de vida
livre, observou-se taxa de 96,7% dos animais infectados com C. felis (ANDRE et al, 2009;
FURTADO et al, 2017).

Pesquisadores brasileiros t€ém observado que a alta prevaléncia de Cytauxzoon felis
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entre felideos de vida livre e cativeiro pode indicar que felideos silvestres do pais podem atuar
como reservatorios deste patogeno. Assim, o risco de cytauxzoonose tornar-se uma doenca
emergente, encontra-se na translocagcdo e reintrodugdo de felinos silvestres acometidos por
Cytauxzoon, para regides em que hd provavel contato com vetores e felinos domésticos
(MILLAN et al, 2007).

Estudos que investigaram a ocorréncia de C. felis em felinos domésticos no Brasil,
observaram a maioria dos felinos negativos para este patdgeno. A observa¢do comum dos
estudos é que C. felis, que ocorre no Brasil, circula mais entre os felideos silvestres do que
domésticos (ANDRE et al, 2014; 2015; FURTADO et al, 2017).

A cytauxzoonose aguda e sintomética, que normalmente ocorre em gatos domésticos,
principalmente da América do Norte, apresenta um curso clinico severo, rapido e fatal, em
que a maioria dos animais morre dentro de uma semana desde o inicio da infecgdo,
apresentando como sintomas, febre, letargia, anorexia, desidratacdo, ictericia e dispneia e
esplenomegalia. Entretanto, estes sintomas nio sdo manifestados quando a infec¢do ocorre em
felinos silvestres brasileiros (HOOVER et al, 1994; GREENE et al, 2006; HOLMAN;,

SNOWDEN, 2009).

1.5 Diagnéstico

O diagnéstico de parasitos dos géneros Hepatozoon e agentes Piroplasmida (Babesia,
Theileria e Cytauxzoon) pode ser feito, principalmente, pela visualizacio de formas
evolutivas destes parasitos, coradas em extensdes sanguineas, confeccionados a partir de
sangue periférico dos vertebrados, coradas com Giemsa em dilui¢do proporcional. Outros
corantes como Romanowsky, Diff-Quik e Wright também sao utilizados (LEMPEREUR et al,
2017).

Esta técnica possui vantagens relacionadas ao custo e a facilidade de execugdo, porém ¢é

considerada subjetiva, dependendo da experiéncia do observador e do tempo gasto na andlise
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da lamina, sendo técnica inespecifica e de baixa sensibilidade (HOLMAN; SNOWDEN,
2009).

Poucas sdo as caracteristicas morfoldgicas utilizadas para distinguir piroplasmas em
extensdes sanguineas, como o tamanho e a forma, sendo que, para a maioria das espécies, a
andlise morfoldgica € indistinguivel e pode resultar em diagndsticos confusos, visto que a
morfologia de Cytauxzoon sp. é semelhante a de Theileria sp., pequenas Babesia sp. e
Mycoplasma haemofelis. Além disso, a morfologia de piroplasmas pode variar em
hospedeiros incomuns, como animais silvestres, tornando este diagnoéstico falho, se utilizado
sozinho para definir a identidade de espécies de hemoparasitos (HOMER et al, 2000).

Em casos de alta parasitemia de hemoparasitos (casos agudos de piroplasmose e
hepatozoonose), a visualizacdo das formas evolutivas em extensdes sanguineas € suficiente
para estabelecer o diagnostico apropriado (HOMER et al, 2000; YABSLEY et al, 2013).
Porém, havendo a necessidade de discriminar as sutilezas morfoldgicas, principalmente, entre
os piroplasmas, somadas as parasitemias variaveis nos hospedeiros, o resultado desta técnica é
pouco fidedigno, pois nem sempre formas evolutivas circulantes sdo detectaveis (O’DWYER
et al, 2001).

Testes soroldgicos sdo utilizados no diagndstico de infecgdes quando antigenos
homdlogos ou de uma variedade de espécies, proximamente relacionadas estdo disponiveis
para aplicagdo da técnica. Como inimeros casos de hemoparasitos nio manifestam sintomas
nos hospedeiros, casos cronicos da doenga s@o mais propensos a serem diagnosticados pela
sorologia. Apesar desta vantagem, este diagnostico ndo permite a identificacao de espécies,
pois novas espécies de piroplasmas e Hepatozoon podem ocasionar infeccdes cruzadas com
antigenos de espécies utilizados nos testes (SHKAP et al, 1994; BANETH et al, 1996;
YABSLEY et al, 2013).

Técnicas histoldgicas de 6rgdos em que ocorre esquizogonia dos hemoparasitos (baco,

figado ou rins), podem ser benéficas se aplicadas precocemente (HOLMAN; SNOWDEN,
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2009) e, quando aliadas a analise molecular, torna-se possivel a identificagao mais especifica
de piroplasmas e parasitos do género Hepatozoon (O’ DWYER et al, 2004; CARLI et al,
2012).

Entretanto, nos ultimos anos, o advento da andlise molecular e filogenética tem
revolucionado completamente a sistematica nas ultimas décadas e tem resultado na
reclassificacdo de muitos organismos (OOSTHUIZEN et al., 2009) pois, trata-se de técnica
mais sensivel que a microscopia (WANG et al, 2015). Neste sentido, muitos protocolos de
PCR convencional e “real-time” tém sido descritos para a detec¢dao de hemoparasitos em
hospedeiros vertebrados e vetores (LEMPEREUR et al, 2017).

Os alvos de analises moleculares de piroplasmas e Hepatozoon incluem o gene 18S
rRNA, citocromo B (mt-cyt B), 16S rRNA, gene EMA-1 “Erythrocyte merozoite antigen- 1”,
espacador de transcri¢do interna 1 (ITS1), dentre outros, sendo o gene 18S o mais utilizado
devido a natureza conservada e ao arranjo repetitivo dentro do genoma, que fornece grandes
quantidades de moldes de DNA para PCR. Porém, € recomendado que ocorra a amplificacao
do gene 18S rRNA completo ou quase completo, particularmente quando é diagndstico para
novos organismos, garantindo que variacdes genéticas ndo interfiram no resultado
(HUNFELD et al, 2008; OOSTHUIZEN et al, 2008; BHOORA et al, 2009; LEMPEREUR et

al, 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Por muitos anos, trabalhos sobre doencas em mamiferos silvestres foram
negligenciados em pesquisas cientificas. Entretanto, a procura por hemoparasitos nesses
animais vém aumentando a medida que surgem preocupacdes acerca da conservacdo de
espécies. Isso tem ocorrido, pois muitos destes mamiferos se enquadram em categorias de
risco de extin¢do ou preocupacdo e, questdes nao esclarecidas sobre espécies/subgrupos/
gendtipos de hemoparasitos, vetores, distribui¢do, patogenia, dentre outros, estdo apenas
comecando a ser descobertos.

Animais silvestres, devido a perda do “habitat” causado por agdes antropicas, tém
sido cada vez mais encontrados em ambientes urbanos e periurbanos, por 6érgaos ambientais
como o IBAMA e destinados aos centros proprios de alojamento e manuten¢do temporaria de
espécies silvestres. Nestes centros, sinais clinicos inaparentes de infeccdes por
hemoparasitoses podem ocorrer. Conhecer o mecanismo de transmissdo e manutencdo destes
parasitos, nestes animais assintomaticos, os quais podem atuar como reservatorio de muitos
patdgenos para outros animais, € importante. Apesar disso, os estudos sdo escassos,
desconhecendo-se a diversidade de patdgenos, estando entre eles os hemoparasitos e fatores
epidemioldgicos associados.

Baseado nisso, faz-se necesséria a investigacdo de principais hemoparasitos que
infectam animais silvestres que sdo destinados aos centros de recep¢do e reabilitacdo. Além
disso, torna-se importante conhecer os vetores dessas parasitoses. Essas informagdes sdao

importantes para o entendimento da epidemiologia das doencas, assim como para

implementar intervencdes médicas e sanitarias.
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3 OBJETIVOS

3. 1 Objetivo geral:
O objetivo geral desse trabalho € determinar a ocorréncia de Hepatozoon spp. e
piroplasmas (Apicomplexa: Piroplasmida) em mamiferos silvestres de centros de recepc¢do e

reabilitacdo de animais silvestres.

3.2 Objetivos especificos:

a) Determinar a ocorréncia de Hepatozoon spp. e piroplasmas, pela microscopia Optica
convencional (extensdo sanguinea);

b) Determinar a ocorréncia de Hepatozoon spp. e piroplasmas pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR);

c) Identificar, pela PCR e pelo sequenciamento, espécies de Hepatozoon e piroplasmas
presentes nos mamiferos silvestres do estudo;

d) Identificar os géneros e/ou espécies de carrapatos presentes nos mamiferos envolvidos no

estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais, da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU), Uberlandia, MG, Brasil, sob protocolo de
nimero 036/16, pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) e
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
licenca nimero 52561-2, pela Secretaria de Meio Ambiente do Instituto Estadual de Florestas
(IEF) com licenga de ndmero 017/2016 e pela Secretaria do IBAMA de Goiania com licenca
de nimero 02010.001015/2016-77.

As coletas de amostras dos animais mantidos e destinados ao Laboratério de Ensino e
Pesquisa de Animais Silvestres (LAPAS), vinculado a UFU foram autorizadas pelo Prof. Dr.
André Quagliatto Santos, diretor responsével.

Todas as licencas descritas anteriormente foram incluidas no Anexo A.

4.2 Locais de Estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais
Silvestres (LAPAS), vinculado a UFU, em Uberlandia - Minas Gerais, no Centro de Triagem
de Animais Silvestres (CETAS-IBAMA) de Goiania - Goias e no CETAS-IBAMA de Belo
Horizonte - Minas Gerais.

O LAPAS possui recintos individuais e coletivos para manuten¢do dos animais e conta
com equipe especializada de Médicos Veterinarios e de Bidlogos, além de graduandos de
diferentes cursos (Veterinaria e Ciéncias Bioldgicas), os quais sdo responsaveis pelo
atendimento de animais com problemas de saide trazidos por proprietirios ou
apreendidos/resgatados pelo IBAMA e pela Policia Militar Ambiental (PMA).

Os animais quando chegam ao LAPAS, sdo encaminhados ao ambulatdrio local, para

exames clinicos e, posteriormente, em caso de necessidade, recebem tratamento,
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permanecendo em observacdo até a sua total recuperagdo. Individuos saudaveis apreendidos
e/ou resgatados sdo mantidos no LAPAS até o retorno dos representantes do IBAMA, os
quais autorizam a soltura destes em dareas determinadas, em geral, inseridos nos limites
municipais da cidade de Uberlandia.

Os CETAS sao unidades do IBAMA criadas na década de 70 pelo Governo Federal,
havendo 24 unidades em funcionamento em 21 capitais do Brasil. Esses centros de Triagem
tém por objetivo atender os animais desde a recepcdo até a destinacdo final. O 6rgdo trabalha
em conjunto com outros programas governamentais, tais como os Centros de Reabilitacao de
Animais Silvestres (CRAS), sendo locais de recuperacdo de animais, 0 que niao permite a
visitacdo de pessoas.

No momento em que os animais chegam aos Centros de Triagem ou de Reabilitacdo,
sdo identificados de acordo com a espécie e numero de registro, por bidlogos e submetidos a
exames clinicos por médicos veterinarios do local. Posteriormente, os mesmos sao
acompanhados por uma equipe de profissionais (médicos veterinarios, bidlogos e tratadores)
que sdo responsaveis pelo manejo, tratamento médico diirio e elaboracdo da alimentacao,
administracdo de medicac¢do adequada e, em alguns casos, intervengdes cirdrgicas.

Quando os animais se tornam aptos a retornarem ao ambiente natural, estes sao
inseridos em programas de soltura, vinculados a programas especificos de manejo para

diferentes espécies.

4.3. Animais do Estudo

A populacdo animal inserida neste estudo compreendeu todos os mamiferos presentes
nos locais supracitados no momento da coleta do material bioldgico.

O nimero minimo de animais do estudo foi definido com base em trabalhos
conduzidos no Brasil, os quais tinham como objetivo avaliar hemoparasitoses em mamiferos

silvestres tais como os de André et al, (2009, 2010, 2011).
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Para o estudo, foram colhidas amostras sanguineas de todos os mamiferos que se
encontravam nos centros, independente da ordem, familia, sexo, faixa etaria, procedéncia e
tempo de estadia no local.

Foram considerados animais cativos aqueles que estavam nos CETAS/LAPAS por
mais de trés ou quatro meses, assim como aqueles que além do tempo, nao seriam, por varios
motivos, reintegrados ao habitat de origem. Os animais considerados de vida livre foram
todos os que eram submetidos a coleta de amostras no momento em que chegavam aos

CETAS/LAPAS.

4.4 Contencao fisica e quimica dos animais

Os procedimentos de contencdo e manipulacdo dos animais seguiram rigorosamente as
técnicas semiologicas em Medicina Veterinaria para mamiferos silvestres e recomendacdes
estabelecidas pelo Tratado de Animais Selvagens (Cubas et al., 2006) e pela Sociedade
Americana de Mastozoologia para uso de mamiferos selvagens em pesquisas cientificas
(SIKES; GANNON, 2011).

Para a obtencdo das amostras sanguineas, os animais foram contidos, utilizando
métodos fisicos e/ou quimicos. A conten¢do fisica foi realizada pelos médicos veterinérios,
com o auxilio de equipamentos como luvas de raspa de couro, pugéds, cambido, cordas,

focinheiras e redes (CUBAS et al, 2006), ilustrados na Figura 2.
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FIGURA 2: Equipamentos de contengdo fisica utilizados nos mamiferos silvestres do estudo*

| : Prprio autor 016)

A conten¢do quimica foi realizada também por médicos veterinarios, que utilizaram
tranquilizantes a base de Cloridrato de Xilazina (Virbac, Franca), Quetamina (Virbac,
Franga), Cloridrato de Titelamina-Zolazepam (Virbac, Sao Paulo, Brasil) e Isoflurano
(Cristalia, Minas Gerais, Brasil). Os célculos das dosagens anestésicas foram baseados nos
protocolos de Viana, (2003) e Carpenter, (2010) e estdo presentes no Anexo B. Além da
espécie, foram respeitadas caracteristicas como idade, escore da condicdo corporal, peso,
espécie e estado de satde de cada animal. A Figura 3 ilustra 0 momento de administracao de

anestésicos em alguns animais do estudo.

' (A) e (B) - Luvas de raspa de couro para contencdo de raposa-do-campo e sagui. (C) - Corda utilizada para
conter o lobo-guard, previamente anestesiado. (D) - Focinheira utilizada para conter a onca-parda, previamente
anestesiado.
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Fonte: Préprio autor (2016)

4.5 Coleta de amostras de sangue total

As amostras sanguineas foram obtidas pela puncdo das veias cefilica, jugular, cardiaca
ou nasal/facial (para tamanduds, apenas), utilizando-se tubos a vacuo, contendo EDTA e
seringas e agulhas estéreis e descartaveis de calibre 13 x 0,45 mm (26 G) para animais de
pequeno porte e agulhas de calibre 0,7x30 mm ou (22 G) ou 25x 0,8 mm (21G) para animais
de médio e grande porte. O volume sanguineo obtido foi utilizado para a realizacdo da técnica

molecular e respeitou o tamanho do animal, sendo retirado de 1 a 3 ml de sangue total. Na

Figura 4 estdo demonstrados alguns momentos de coleta de sangue dos animais do estudo.

2 (A) - Inoculagdo de anestésico em onga-parda do LAPAS utilizando dardos e zarabatana. (B) e (C) - Utilizagéo
do isoflurano para inducio de anestesia em anta e ourico do CETAS-GO.
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FIGURA 4: Momento da coleta de sangue total de mamiferos silvestres do estudo’

Fonte: Préprio autor (2016)

Os tubos foram colocados em isopor contendo gelo reciclavel e encaminhados ao
Laboratdrio de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos, na UFU, em Uberlandia, Minas
Gerais. No laboratério, as amostras sanguineas foram aliquotadas e armazenadas a -20° C até
o momento da execu¢do das técnicas moleculares. A figura 5 ilustra os materiais utilizados na

coleta de sangue total e o armazenamento do sangue apds a coleta.

} (A) - Coleta de sangue total de tamandua-mirim pertencente ao CETAS-BH. (B) - Coleta de sangue de ourico-
cacheiro-peludo pertencente ao CETAS-GO. (C) - Coleta de sangue de onca-parda pertencente ao CETAS-GO.
(D) - Coleta de sangue de tamandué-bandeira procedente do LAPAS
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FIGURA 5: Material utilizado em coleta de sangue em ambiente aberto do CETAS-GO

Fonte: Préprio autor (O 1 6;
4.6 Coleta de sangue periférico e preparo das extensoes sanguineas

Para a identificacio das formas evolutivas dos parasitos, foram confeccionadas
extensdes sanguineas. Foi obtido 1 pL. de sangue periférico da ponta da orelha ou da cauda
dos animais. Antes da coleta, a area foi esterilizada com alcool e gaze. As extensdes foram
realizadas em triplicatas, quando o volume sanguineo obtido era suficiente. As laminas foram
encaminhadas ao Laboratério de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos (UFU).

Todas as laminas foram fixadas e coradas utilizando o método May-Grunwald-Giemsa
(MGG) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), conforme descrito por Thrall et al, (2015). As
laminas foram analisadas por dois examinadores diferentes para minimizar possiveis erros,
sendo observada toda a extensdo das laminas e ndo somente bordas ou cauda da extensdo
sanguinea. A Figura 5 retrata o momento de confec¢do e coloracdo de varias extensoes

sanguineas verificadas pelo estudo.
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FIGURA 6: Confecgao e coloracdo de extensoes sanguineas4

Os hemoparasitos foram identificados de acordo com as descricdes de Souslby et al.,
(1982), Reagan et al, (2011), Thrall et al, (2015) e Lempereur et al, (2017). Cada extensao
sanguinea foi examinada em microscépio Optico, utilizando objetiva de 100X, com auxilio de

6leo de imersao.

4.7 Coleta e Identificacdo dos carrapatos
Durante a avaliac@o clinica, os mamiferos foram inspecionados quanto a presenca de

carrapatos. A coleta foi realizada de forma manual e aleatéria em relacdo a regido do corpo.

*(A) - Coloragio de extensdes sanguineas no Laboratério de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos da
Universidade Federal de Uberlandia. (B) - Momento de confec¢@o de extensdes sanguineas no LAPAS-UFU.
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Quando eram encontrados carrapatos, esses foram conservados em frascos de vidro
herméticos contendo éalcool isopropilico. Os frascos foram vedados e devidamente
identificados com dados de espécie do animal ou cddigo e data da coleta.

A identificacdo de género e/ou espécie dos ectoparasitos foi realizada no Laboratério
de Ixodideos da UFU, utilizando critérios morfologicos e chaves dicotdmicas para ninfas e

adultos (BARROS-BATTESTI et al, 2006; MARTINS et al, 2010).

4.8 Técnica Molecular

Na UFU foram realizadas a extracdo de DNA e a Reacdes em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional em todas as amostras de sangue total coletadas. A purificacdo e o
sequenciamento foram executados no Laboratério de Doencas Parasitarias, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), da Universidade de Sdo Paulo (USP), em parceria

com o Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna.

4.8.1 Extracao de DNA (acido desoxirribonucleico)

A extracdao de DNA foi realizada mediante a pré-incubagao de 200 uL de sangue com
20 uL de Proteinase K e 200uL de tampao AL (tampao de lise) durante 10 minutos, a 56°C. O
DNA foi isolado utilizando o kit de extracdo QIAmp DNA Mini Kit® (Qiagen, Hilden,
Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante. Cada amostra foi eluida em 30uL de

tampao AE (tampao de elui¢do).

4.8.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A anélise molecular foi empregada como técnica de diagnoéstico para hemoparasitos
do género Hepatozoon e ordem Piroplasmida.

Para a amplificacdo de Hepatozoon spp., inicialmente, foi realizada em todas as

amostras, a PCR convencional, utilizando o par de primers HepF300 e Hep900. Estes primers
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amplificam aproximadamente 600 pares de base (pb) do gene 18S rRNA do género
Hepatozoon (UJVARI et al, 2004).

As amostras positivas foram submetidas a nova reacdo de PCR convencional,
utilizando DNA gendmico, usando os primers Hep2F e Hep2R, os quais amplificam 574 pb
do gene 18S rRNA (ALMEIDA et al, 2012). Todas as amostras positivas para esta PCR
foram sequenciadas.

Realizou-se uma PCR convencional utilizando os primers HAM-1 e HPF-2R que
amplificam aproximadamente 1750 pares de base do gene 18S (CRIADO-FORNELIO et al.,
2006) nas amostras positivas da reacdo anterior. As amostras positivas nesta reacdo foram
sequenciadas.

Para a amplificacdo de fragmentos do gene 18S rRNA de agentes da ordem
Piroplasmida, inicialmente, foi escolhido o par de primers BAB-33-57 e BAB-432-409, que
amplifica 370 pb do gene 18S rRNA (SPOLIDORIO et al, 2009).

As amostras positivas na PCR utilizando BAB 33-57 e BAB 432-409 foram
submetidas a nova PCR, utilizando o par de primers Piro 1F e Piro 5R, que amplificam,
aproximadamente, 1684 pares de base do gene 18S rRNA, (KAWABUCHI et al, 2005). As
amostras positivas para esta ultima reacdo de PCR foram sequenciadas. O conjunto de
primers utilizados neste trabalho, bem como as principais informacdes e referéncias, estdo
descritas na Tabela 1.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas com volume final de 25 pL, contendo 13
pL de Thermo Scientific™ DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), 9 uL de 4gua ultrapura Milli-Q®, 1 uL de cada
primer (forward e reverse) e 1 uL de DNA extraido.

A concentracao dos primers utilizados foi de 10 pmol e foi usado para as reacdes 100 ng de

DNA gendmico extraido. Controles negativos (adgua ultrapura) e controles positivos foram
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utilizados em todas as reacdes. As condi¢des das reagdes no termociclador seguiram os
protocolos de cada autor, citado na Tabela 1.

Os controles positivos utilizados nas reagdes foram amostras contendo DNA extraido
de Hepatozoon canis e Babesia canis, que foram cedidos pelo Prof. Dr. Anténio Vicente

Mundim, da UFU e pelo Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna, da USP.



TABELA 1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas nas rea¢des de PCR

Hemoparasito Primer Gene Sequéncia de oligonucleotideos (5°- 3°) Amplicon  Referéncia Bibliografica
HepF300 ATACATGAGCAAAATCTCAAC
Hepatozoon sp. 18S rRNA 600pb Ujvari et al (2004)
Hep900 CTTATTATTCCATGCTGCAG
Hep2F GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC
Hepatozoon sp. 18S rRNA 574pb Almeida et al (2012)
Hep2R ACAATAAAG TAAAAAACA YTTCAAAG
HAM-1 GCCAGTAGTCATATGCTTGTC 1765 pb Criado-Fornélio et al (2006)
Hepatozoon sp. 18S rRNA
HPF-2R GACTTCTCCTTCGTCTAAG
Piroplasmida BAB 33-57 18S rRNA GCCAGTAGTCATATGCTTGTCTTAA 370bp Spolidorio et al, (2009)
BAB 432-439 TTCCTTAGATGTGGTAGCCGTTTC
PIRO 1F CCATGCATGTCTWAGTAYAARCTTTTA
Piroplasmida 18S rRNA 1684pb Kawabuchi et al.,2005)
PIRO 5R CCTYTAAGTGATAAGGTTCACAAAACTT

Fonte: Préprio autor (2017)

30



31

4.8.3 Eletroforese

Os produtos amplificados foram visualizados no fotodocumentador ImageQuant
LAS 4000 (GE HealthCare Life Sciences™) sob luz ultravioleta apds eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, na presenca de TBE 1X, corados com 6 puL de SyBr Gold
(Invitrogen; Waltham, Massachusetts, EUA). Os géis de agarose foram corridos em
cuba horizontal “Hoefer HE 33” (GE Healthcare®) em 110V. Os fragmentos
amplificados foram comparados com marcador de tamanho molecular de 100 pares de

base (Ludwig®, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil).

4.8.4 Purificacio e sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados utilizando ExoSAP-IT (Amersham
Biosciences, Piscataway, Nova Jersey, EUA) e, em seguida, as amostras foram
submetidas ao sequenciamento, utilizando-se o Kit “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit v.3.1” (Applied Biosystems, Foster City, California,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para tanto, utilizou-se o
sequenciador automatico (Applied Biosystems/ Perkin Elmer, modelo ABI Prism 310
Genetic, California, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante, com os mesmos

primers utilizados na PCR.

4.8.5 Analise dos Dados
Os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse foram editados utilizando
os programas SeqMan Pro® e a identificacdo da espécie de cada amostra foi realizada,

considerando a porcentagem de similaridade obtida no programa online BLASTn.

> Ver mais em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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S RESULTADOS

5.1 Resultados Gerais

Entre agosto de 2015 e abril de 2017 foram coletadas amostras sanguineas de 152
animais distribuidos em 8 ordens, 14 familias e 22 espécies. Foram coletadas amostras
de 77 mamiferos no LAPAS-UFU, 34 individuos no CETAS-BH e 41 individuos no
CETAS-GO, conforme descri¢do da Tabela 2.

O grupo analisado era composto por 85 machos (55,9%) e 67 fémeas (44,0%), dos
quais, 31 eram filhotes (20,3%), 30 jovens (19,7%) e 91 adultos (59,8%).

Em relacdo a procedéncia, 61 animais eram de vida livre (40,1%) e 91 de cativeiro
(59,8%).

Dentre o total, 13 animais pertenciam a ordem Rodentia (8,5%), 32 a ordem
Pilosa (21,0%), 26 a ordem Marsupialia (17,1%), 41 a ordem Carnivora (26,9%), 8 a
ordem Artiodactila (5,2%), 28 a ordem Primata (18,4%), 2 a ordem Perissodactila

(1,3%) e 2 a ordem Cingulatas (1,3%).



TABELA 2: Informacdes relativas as ordens, familias e espécies dos mamiferos inseridos no estudo

ORDEM FAMILIA ESPECIE NOME POPULAR LAPAS/UFU CETAS/BH CETAS/ GO
. ) Myrmecophaga tridactyla Tamandué-bandeira 13 3 5
Pilosa Myrmecophagidae .
Tamandua tetradactyla Tamandud-mirim 7 1 3
Caviidae Hydrochoerus hydrochaeris ~ Capivara 2 0 0
Rodentia . ) Coendou prehensilis Ourigo-cacheiro 10 0 0
Erinaceinae . .
Sphiggurus spinosus Ourigo-cacheiro-peludo 0 0 1
Marsupialia Didelphidae Didelphis albiventris Gambéa-de-orelha-branca 8 12 6
Tayassuidae Pecari tacaju Cateto 0 0 1
Artiodactyla . Mazama gouazoubira Veado-catingueiro 5 0 1
Cervidae )
Ozotoceros bezoarticus Veado-campeiro 1 0 0
Chrysocyon brachyurus Lobo-guara 5 0 1
Canidae Lycalopex vetulus Raposa-do-campo 2 0 3
Cerdocyon thous Cachorro-do-mato 7 1 2
. . Procyon cancrivorus Maio-pelada 1 1 0
Carnivora Procyonidae .
Nasua nasua Quati 1 1 0
. Leopardus pardalis Jaguatirica 2 1 0
Felidae
Puma concolor Onca-parda 2 0 10
Mustelidae Eira Barbara Irara 1 0 0
Perissodactyla  Tapiridae Tapirus terrestris Anta 1 0
. Cebidae Callithrix penicillata Sagui-de-tufo-preto 6 14 3
Primata
Atelidae Alouatta caraya Bugio 1 4
) ) Dasypus novemcinctus Tatu-galinha 1 0
Cingulata Dasypodidae
Cabassous tatouay Tatu-de-rabo-mole 1 0 0
TOTAL 77 34 41

Fonte: Préprio autor (2017)
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5.2 Ocorréncia de Hepatozoon spp.
Foram utilizadas duas formas de coleta: sangue periférico para microscopia optica, e

sangue venoso, para a PCR.

5.2.1 Técnica de microscopia doptica
Foram utilizadas amostras de sangue periférico de 123 animais, totalizando 352 extensdes
sanguineas. Do total dos animais (n=123), nenhum apresentou gamontes do género Hepatozoon

na extensdo sanguinea.

5.2.2PCR

Para a técnica molecular, foram utilizadas 152 amostras de sangue venoso, usando os
primers HepF300 e Hep900 e obteve-se 22 (14,5%) amostras positivas. Entretanto, com uso de
primers mais especificos, Hep2F e Hep2R, observou-se oito amostras positivas (5,2%), sendo
esta propor¢do considerada para este estudo (Tabela 4). O gel de agarose que demonstra este
resultado esta inserido na Figura 7.

TABELA 3: Espécies de mamiferos silvestres e respectivas procedéncias, que apresentaram
positividade para Hepatozoon spp. pela PCR, com uso dos primers Hep2F e Hep2R

Nome Cientifico Nome popular Local de Coleta Procedéncia
Eira barbara Irara LAPAS Cativeiro
Chrysocyon brachyurus  Lobo-guard LAPAS Vida Livre
Leopardus pardalis Jaguatirica CETAS-BH Vida Livre
Puma concolor Onca-parda CETAS-GO Cativeiro
Pseudalopex vetulus Raposa-do-campo CETAS-GO Cativeiro
Pseudalopex vetulus Raposa-do-campo CETAS-GO Cativeiro
Tapirus terrestris Anta CETAS-GO Cativeiro
Didelphis albiventris Gamba CETAS-GO Cativeiro

Fonte: Préprio autor (2017)
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FIGURA 7: Gel de agarose de amostras positivas na PCR utilizando os primers Hep2F e Hep2R6

PPM CN CP Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Fonte: Préprio autor (2017)

5.2.3 Espécies de Hepatozoon identificadas

Foram obtidos quatro haplétipos de Hepatozoon spp., sendo trés obtidos utilizando os
primers Hep2F e Hep2R e um obtido utilizando os primers Hep2F e HPF2R.

A sequéncia obtida irara (Eira barbara), deste estudo, obteve similaridade de 98% com
Hepatozoon felis em marta, Martes martes, identificacdao (ID) EF222257.1, em texugo-europeu,
Meles meles, (ID KU198330) e de gato doméstico (ID KC138534.1)

A sequéncia de onca-parda (Puma concolor), deste estudo, obteve 98%-99% de
similaridade com o Hepatozoon felis de ledo asidtico da India (Panthera leo persica) (ID
HQ849439.1 e HQ829438.1) e de gato doméstico de Israel (ID KC138534.1).

A sequéncia obtida de raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) obteve 98% de similaridade
com Hepatozoon canis em chacal-dourado, Canis aureus, da Roménia (ID KX712126.1), em cao

doméstico do Ird (ID KX880505.1) e em gato doméstico de Israel (ID KC138532.2).

% PPM: Padrio de Peso Molecular 100 pb; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Al- Gamba (CETAS-
GO); A2- Jaguatirica (CETAS-BH); A-3: Anta (CETAS-GO); A4: onca-parda (CETAS-GO); AS: Irara (LAPAS);
A6 e A7: raposa-do-campo (CETAS-GO); A8: lobo- guard (LAPAS)
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A sequéncia obtida de lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) obteve similaridade de 98%
com Hepatozoon canis de chacal-dourado (Canis aureus) (ID KX712124.1 e KX712127.1) e de
raposa-vermelha (Vulpes vulpes) (ID AY150067.2).

A Tabela 4 mostra os haplétipos de Hepatozoon spp. identificados entre os hospedeiros

silvestres, apresentando suas procedéncias e local de coleta.

TABELA 4: Identidade das espécies de Hepatozoon em mamiferos silvestres de Minas Gerais e

Goias

Nome cientifico Nome popular Local de Coleta Procedéncia erp a.t 0z001 Spp- Pb obtidos
identificados

Chrysocyon Lobo-guaré LAPAS VidaLivie  H. canis 1687 pb
brachyurus
Eira barbara Irara LAPAS Cativeiro H. felis 525 pb
Puma concolor Onca-parda CETAS-GO Cativeiro H. felis 583 pb
Lycalopex vetulus Raposa-do-campo CETAS-GO Cativeiro H. canis 589 pb

Fonte: Préprio autor (2017)

5.3 Ocorréncia de Piroplasmas
5.3.1 Técnica de microscopia optica

Dos 123 animais, 43 (34,9%) apresentaram positividade para piroplasmas. As formas
intraeritrociticas observadas possuiam tamanhos e formatos variados, como anéis, gotas e
virgulas, com contorno definido, presenca de nicleo e quase sempre era observada regido clara
envolvendo-o (membrana tri-laminada). As caracteristicas destas formas sio demonstradas das
figuras 8 a 10.

Os animais positivos pertencem a 7 ordens (Pilosa, Primata, Perissodactila, Carnivora,
Artiodactila, Marsupialia e Rodentia). As espécies, procedéncias e locais de coleta dos animais
positivos, para piroplasmas, na microscopia Optica, estdo listados na Tabela 5.

TABELA 5: Espécies de animais de trés locais de coleta que foram positivos para agentes
Piroplasmida, diagnosticados pelo exame microscopico

Ordem N Positivos Espécie Nome popular Local de Coleta Procedéncia
Pilosa 3 M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS Vida Livre
2 M. tridactyla Tamandua-bandeira CETAS-GO Cativeiro

1 M. tridactyla Tamandué-bandeira CETAS-GO Vida Livre
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2 T. tetradactyla ~ Tamandua-mirim LAPAS Cativeiro

2 T. tetradactyla  Tamandua-mirim LAPAS Vida Livre

1 T. tetradactyla ~ Tamandua-mirim CETAS-GO Cativeiro
Marsupialia 3 D. albiventris Gamba LAPAS Vida Livre

2 D. albiventris Gamba CETAS-GO Cativeiro
Rodentia 1 S. spinosus Ourico-cacheiro-peludo  CETAS-GO Vida Livre
Perissodactila 1 T. terrestris Anta CETAS-GO Cativeiro
Artiodactila 1 M. gouazoubira Veado-catingueiro LAPAS Vida Livre

1 P. tajacu Cateto CETAS-GO Cativeiro
Carnivora 4 C. thous Cachorro-do-mato LAPAS Cativeiro

1 C. thous Cachorro-do-mato CETAS-GO Cativeiro

1 L. vetulus Raposa-do-campo CETAS-GO Cativeiro

1 L. pardalis Jaguatirica LAPAS Cativeiro

1 P. concolor Onga-parda LAPAS Cativeiro

1 P. concolor Onga-parda CETAS-GO Cativeiro

1 P. cancrivorus ~ Mao-pelada LAPAS Vida Livre
Primata 6 C. penicillata Sagui LAPAS Cativeiro

4 C. penicillata Sagui CETAS-BH Cativeiro

1 C. penicillata Sagui CETAS-GO Cativeiro

1 A. caraya Bugio LAPAS Cativeiro

1 A. caraya Bugio CETAS-GO Cativeiro

Total 43

Fonte: Préprio autor (2017)
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FIGURA 8: Ilustracao de piroplasma em extensao sanguinea de Myrmecophaga tridactyla
(tamandué-bandeira) procedente do LAPAS’

-

Fonte: Préprio autor (2017)

FIGURA 9: Tlustracdes de piroplasmas em extensoes sanguineas de mamiferos silvestres
identificados pela microscopia 6ptica®

Fonte: Préprio autor (2016)

7 A seta indica piroplasma no interior de eritrécito de Myrmecophaga tridactyla (tamandua-bandeira) procedente do
LAPAS. O parasito possui formato de virgula, com visualizagdo do nicleo e membrana envolvendo o hemoparasito.
Aumento de 1000x.

® Na figura a esquerda, a seta indica eritrécito, de Didelphis albiventris (gambé-de-orelha-branca) procedente do
LAPAS, infectado por piroplasma, maior que 5 pm, de formato anelar. Na figura a direita, a seta indica trés
merozoitos no interior de eritrécito de Myrmecophaga tridactyla (tamandua-bandeira) procedente do LAPAS. Os
hemoparasitos possuem formato de gotas e estdo inseridos em membrana de cor clara dentro de eritrdcito
(membrana tri-laminada). Nota-se o tamanho aumentado do eritrécito infectado se comparado aos ndo-infectados.
Aumento de 1000x.
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FIGURA 10: Ilustragdes de piroplasmas em extensoes sanguineas de mamiferos silvestres
identificados pela microscopia 6ptica’

Fonte: Préprio autor (2016)

5.3.2 PCR
A PCR foi realizada nos 152 animais, sendo a ocorréncia para a ordem Piroplasmida de
26,3%, em 40 animais positivos. O numero, de espécies, da procedéncia e do local de coleta

destes animais estao incluidos na Tabela 6.

°Na figura a esquerda, a seta indica piroplasma no interior de eritrécito de gamba (Didelphis albiventris) procedente
do LAPAS. O hemoparasito, maior que Sum, possui formato de dimero. Na figura a direita, a seta indica piroplasma
intraeritrocitico em Tamandua tetradactyla (tamandua-mirim) procedente do LAPAS, em formato de virgula, sendo
possivel visualizacdo de nicleo. Aumento de 1000x.
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TABELA 6: Espécies de mamiferos que foram positivos para agentes Piroplasmida pela PCR

utilizando os primers BAB-33-42/432-409

Ordem n positivos  Espécie Nome popular Local de Coleta Procedéncia
Rodentia 4 C. prehensilis Ourigo-cacheiro LAPAS Vida Livre
3 C. prehensilis Ourico-cacheiro LAPAS Cativeiro
1 H. hydrochaeris  Capivara LAPAS Vida Livre
Perissodactila 1 T. terrestris Anta CETAS-GO Cativeiro
Carnivora 2 C. thous Cachorro-do-mato LAPAS Cativeiro
1 C. thous Cachorro-do-mato LAPAS Vida Livre
1 C. thous Cachorro-do-mato CETAS-BH Cativeiro
1 C. brachyurus Lobo-guara LAPAS Cativeiro
2 L. pardalis Jaguatirica LAPAS Cativeiro
1 L.pardalis Jaguatirica CETAS-BH Vida Livre
1 P. cancrivorus Maio-pelada LAPAS Vida Livre
1 P. cancrivorus Maio-pelada CETAS-BH Cativeiro
1 N. nasua Quati LAPAS Vida Livre
1 N. nasua Quati CETAS-BH Cativeiro
1 E. barbara Irara LAPAS Cativeiro
3 L. vetulus Raposa-do-campo CETAS-GO Cativeiro
Artiodactyla 1 M. gouazoubira  Veado-catingueiro =~ LAPAS Vida Livre
1 O. bezoarticus Veado-campeiro LAPAS Vida Livre
Marsupialia 4 D. albiventris Gamba LAPAS Vida Livre
Primata 4 C. penicillata Sagui LAPAS Cativeiro
1 A. caraya Bugio LAPAS Cativeiro
Pilosa 1 M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS Vida Livre
1 M. tridactyla Tamandué-bandeira CETAS-BH Cativeiro
1 T. tetradactyla Tamandua-mirim LAPAS Vida Livre
1 T. tetradactyla ~ Tamandud-mirim CETAS-BH Cativeiro
TOTAL 40

5.3.3 Espécies de piroplasmas identificadas

Fonte: Préprio autor (2017)

Obteve-se trés haplotipos similares a agentes da ordem Piroplasmida em mamiferos deste

estudo, utilizando os primers PirolF e Piro 5R, os quais amplificam porcao quase total do gene

18S rRNA (Figura 11). Os animais positivos foram veado-catingueiro (Mazama gouazoubira),

jaguatirica (Leopardus pardalis) e anta (Tapirus terrestris).

Na sequéncia identificada em veado-catingueiro, deste estudo, observou-se 99% de

similaridade com Theileria cervi identificada cervideos dos Estados Unidos: de uvapiti, Cervus
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canadensis (ID AY735129.1), de veado-de-cauda-branca, Odocoileus virginianus, (ID
AY735122.1) e de alce indiano (Indian elk) (ID AY735119.1).

Em sequéncia obtida de jaguatirica, deste estudo, observou-se 99% de similaridade com
sequéncias de Cytauxzoon felis de jaguatirica do Brasil (ID GU903911.1) e de gatos domésticos
dos Estados Unidos (ID AF399930.1 e AY679105.1).

Em sequéncia de anta, deste estudo, observu-se 95% de similaridade com sequéncia de
Theileria equi de cultivo celular (ID CP001669.1) e equinos domésticos da Espanha e da Africa,
(ID AY150062.2 e Z15105.1).

As sequéncias de Hepatozoon spp. e piroplasmas obtidas neste estudo ndo apresentaram
total similaridade com as depositadas no GenBank. Deste modo, a deposicdo das sequéncias
deste trabalho no GenBank, bem como a confec¢do da arvore filogenética e a publicacdo dos
resultados serdo realizados em momento oportuno.

A Tabela 7 lista caracteristicas das sequéncias obtidas, bem como os hospedeiros dos

hemoparasitos identificados.
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FIGURA 11: Gel de agarose ilustrando amostras positivas na PCR utilizando os primers Piro 1F
e Piro 5R"

Fonte: Proprio autor (2017)

TABELA 7: Espécies de piroplasmas observados em mamiferos silvestres positivos na PCR
utilizando os primers Piro 1F e Piro SR, procedentes do LAPAS e CETAS-GO

Nome Nome popular Local de Procedéncia Espécies Pares de base
cientifico pop Coleta identificadas obtidos
Mazama Veado- LAPAS Vida Livre Theileria cervi 1545 pb
gouazoubira  catingueiro

Leopardus 1. .  atirica LAPAS Cativeiro Cytauxzoon felis 1577 pb
pardalis

Tapirus Anta CETAS-GO  Cativeiro Theileria equi 1540 pb
terrestris

Fonte: Proprio Autor (2017)

' Gel de agarose de amostras positivas na PCR utilizando os primers Piro 1F e Piro 5R: PPM:
Padrao de Peso Molecular; Al: veado-catingueiro (Mazama gouazoubira); A?2: jaguatirica
(Leopardus pardalis) e A3: anta (Tapirus terrestris).
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5.4 Infeccoes concomitantes
Nas extensoes sanguineas (n=123) também foram observadas inclusdes em neutréfilos
sugestivos para Ehrlichia spp. em 23 animais (18,6%), conforme pode-se observar na Figura 12.
Essas inclusdes estavam presentes nos animais da ordem Pilosa (um tamandud-bandeira e
dois tamanduds-mirim), Marsupialia (dois gambas), Carnivora (dois lobos-guara, dois cachorros-
do-mato, trés jaguatiricas, duas ongas-pardas e uma raposa-do-campo); Primata (6 saguis e um

bugio) e Perissodactila (um cateto).

FIGURA 12: Inclusdes em neutr6filos sugestivas para Ehrlichia spp. (setas) presentes em
neutr6filos de mamiferos silvestres do estudo™

" A., B e C: Neutréfilos de primatas de espécie Callithrix penicillata (sagui-de-tufo-preto) procedentes do CETAS-
BH. D. Neutréfilos de Myrmecophaga tridactyla (tamandué-bandeira) procedente do LAPAS. Aumento de 1000x.
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Também foram observadas microfilarias em extensdes sanguineas de dois ourigos-
cacheiros procedentes do LAPAS. Entretanto, notou-se a auséncia de bainha nas mesmas.
Devido a essa caracteristica, pode-se inferir que as microfilarias pertencem a familia
Onchocercidae (Figura 13).

FIGURA 13: Microfilérias visualizadas em extensdo sanguinea de roedor silvestre Coendou
prehensilis (ourigo-cacheiro) procedente do LAPAS - Aumento de 400x

ELTT

Fonte: Proprio autor (2016)

5.5 Infestacao por carrapatos

Foram coletados carrapatos em 30 dos 152 animais inspecionados (19,7%). Nesses,
foram coletados 423 carrapatos, sendo 360 adultos e 63 ninfas, os quais foram identificados em
dois géneros: Amblyomma spp. e Rhipicephalus spp. As espécies encontradas foram:
Amblyomma nodosum, A. parvum, A. ovale, A. sculptum, A. longirostre e A. dubitatum,

Rhipicephalus microplus e R. sanguineus. A Tabela 8 lista as espécies de carrapatos
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identificados, em hospedeiros mamiferos, o local de coleta, bem como a procedéncia destes
animais. Das figuras 14 a 17 estdo ilustradas espécies de carrapatos identificados neste estudo,

bem como as principais caracteristicas morfologicas que podem ser vistas nas figuras.



TABELA 8: Principais géneros e espécies de carrapatos encontrados nas diferentes espécies de mamiferos procedentes do LAPAS,

CETAS-BH /GO coletados no periodo de agosto de 2015 a abril de 2017

Ordem Mamifero Nome popular Local de Coleta Origem do mamifero Niimero e espécies de ectoparasitos identificados
Pilosa M. tridactyla Tamandua-bandeira LAPAS (VL) Uberaba-MG 1 A. nodosum
M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS (VL) Uberlandia-MG 35 A. nodosum/ 1 Amblyomma spp.
M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS (VL) Uberaba-MG 54 A. nodosum/ 10 A. parvum/ 21 Amblyomma spp. /
76 A. sculptum
M. tridactyla Tamandua-bandeira LAPAS (VL) Uberlandia-MG 1 A. nodosum
M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS (VL) Coromandel-MG 5 A. sculptum/ 3 A. parvum
M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS (VL) Uberlandia-MG 10 A. nodosum/ 16 Amblyomma spp.
M. tridactyla Tamandué-bandeira LAPAS (VL) Uberlandia-MG 8 A. sculptum/ 18 Amblyomma spp.
M. tridactyla Tamandua-bandeira LAPAS (VL) Uberlandia-MG 3 A. nodosum
M. tridactyla Tamandua-bandeira CETAS-GO (VL) Morrinhos-GO 2 A. sculptum
M. tridactyla Tamandué-bandeira CETAS-GO (VL) Anépolis-GO 1 A. sculptum
M. tridactyla Tamandué-bandeira CETAS-GO (VL) Caldas Novas- GO 2 R. microplus/ 2 A. sculptum
T. tetradactyla Tamandua-mirim LAPAS (VL) Uberlandia-MG 56 A. nodosum/ 2 R. sanguineus
T. tetradactyla Tamandua-mirim LAPAS (VL) Uberlandia-MG 6 A. sculptum
T. tetradactyla Tamandua-mirim LAPAS (VL) Uberlandia-MG 1 A. nodosum
T. tetradactyla Tamandué-mirim CETAS- BH © 1 A. sculptum
Rodentia C. prehensilis Ourigo-cacheiro LAPAS (®) 1 A. longirostre
C. prehensilis Ourico-cacheiro LAPAS © 7 A. longirostre
C. prehensilis Ourigo-cacheiro LAPAS (@) 1 A. longirostre
S. spinosus Ourico-cacheiro-peludo  CETAS GO (VL) Goiania- GO 1 A. sculptum
H. hydrochaeris  Capivara LAPAS (VL) Uberlandia-MG 34 A. dubitatum/ 2 A. sculptum/ 2 Amblyomma spp.
H. hydrochaeris  Capivara LAPAS (VL) Ituiutaba-MG 1 A. dubitatum/ 1 Amblyomma spp.
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Continuagdo...



Ordem Mamifero Nome popular Local de Coleta Origem do mamifero Numero e espécies de ectoparasitos identificados
Carnivora C. brachyurus Lobo-guara LAPAS (VL) Uberlandia-MG 1 R. sanguineus/ 2 R. microplus

C. brachyurus Lobo-guara LAPAS (VL) Uberlandia-MG 1 Amblyomma spp.

C. brachyurus Lobo-guara LAPAS (VL) Uberlandia-MG 3 A. ovale

E. barbara Irara LAPAS © 1 A. ovale
Artiodactila M. gouazoubira Veado catingueiro LAPAS (VL) Araguari-MG 7 R. microplus

M. gouazoubira Veado catingueiro LAPAS (VL) Uberlandia-MG 9 R. microplus

O. bezoarticus Veado campeiro LAPAS (VL) Paracatu-MG ;iﬁ(l)ppl;gp halus spp./ 2 Amblyomma spp./ 1 R.
Perissodactila T. terrestris Anta LAPAS (VL) Ituiutaba-MG 4 A. nodosum

T. terrestris Anta CETAS- GO © 6 A. sculptum

Fonte: Préprio autor (2017)
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FIGURA 14: Amblyomma longirostre coletado de ourigo-cacheiro (Coendou
prehensilis) procedente do LAPAS’?

o

Fonte: Proprio autor (2017)

FIGURA 15: Amblyomma ovale em irara (Eira barbara) procedente do LAPAS™

Fonte: Préprio autor (2017)

2 Observa-se ornamentacao caracteristica do escudo: manchas esverdeadas e acobreadas e a seta indica
sulcos marginais cobrindo até o terceiro festdo.

B (A) - A seta indica presenca de poro genital evidenciando estigio adulto. (B) - A seta indica sulco
marginal completo e pontuagdes homogéneas no escudo.
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FIGURA 16: Amblyomma sculptum em Tapirus terrestris procedente do CETAS-GO"

Fonte: Préprio autor (2017)

FIGURA 17: Identificacdo de carrapatos em tamandua-bandeira (Myrmecophaga
tridactyla) do LAPAS™

Fonte: Préprio autor (2016)

" (A) - A seta indica manchas esbranquicadas na por¢do anterior do escudo e presenca de pontuagdes
homogéneas. (B) - A seta indica denti¢do 3/3.

15 A ~ st
Casal de Amblyomma nodosum, fémea a esquerda e macho com ornamentacdo caracteristica no
escudo, mancha esbranquicada em formato de J (seta).
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6 DISCUSSAO

Mamiferos silvestres sdo hospedeiros de indmeros hemoparasitos desconhecidos.
O desconhecimento destes agentes deve-se aos poucos estudos e também por alguns
hemoparasitos ndo causarem sinais clinicos evidentes nesses animais (PENZHORN,
2006). O estudo destes parasitos inclui o uso de técnicas de diagndstico diretos, em que
se observa o agente na amostra ou exames que sdo capazes de detectar o DNA destes
hemoparasitos (PENZHORN, 2006; YABSLEY et al, 2013).

Nesse estudo, o nimero amostral foi diferente para as duas técnicas de
diagnostico empregadas (esfregaco sanguineo e PCR). Isso ocorreu devido a alguns
animais apresentarem agressividade, necessidade de sedagdo, debilidade e, por muitas
vezes, a coleta ser realizada por terceiros. Estes fatores podem interferir no volume
sanguineo, assim como na qualidade da extensdo sanguinea realizada. Nesse estudo, o
baixo volume sanguineo periférico impediu que se realizasse a extensdo em 29 animais.

O exame microscopico, realizado em 123 animais, ndo detectou a presenca de
gamontes de Hepatozoon spp., neste estudo. Esse resultado corrobora com os de Criado-
Fornélio et al. (2009) e de Souza et al. (2017), que, igualmente, ndo encontraram formas
evolutivas do género Hepatozoon nas extensdoes de mamiferos silvestres. Segundo
Modry et al (2017), métodos de diagndstico tradicionais diretos como microscopia
Optica, sdo efetivos em animais que possuem alta parasitemia. O’Dwyer et al (2001)
complementam esta conclusido, quando mencionam que hepatozoonose € uma doenca
cronica de parasitemia intermitente, o que dificultaria o encontro de gametocitos
circulantes, principalmente, em baixas parasitemias.

Em relacdo a técnica molecular utilizada, os primers HepF300 e Hep900 sao
considerados especificos para deteccdo de Hepatozoon spp. pela PCR (UJVARI et al.,

2004; MAIA et al., 2014; DEMONER et al., 2016; SOUZA et al., 2017). Entretanto, ao
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utilizar estes primers, observou-se que o sequenciamento nao amplificou hemoparasitos
para esse género, contradizendo os relatos dos autores na literatura. Isso ocorreu, pois
este par de primers possui falhaem seu desenho, em que os seis primeiros nucleotideos
do “primer forward” (ATACAT) e os cinco primeiros nucleotideos do “primer reverse”
(CTTAT) sdo comuns as sequéncias de Hepatozoon, Theileria e Cytauxoon. Além
disso, inserindo o primer reverse (Hep900) na plataforma online “BLASTn”, observa-se
que sua sequéncia génica é comum a Eimeria spp. € Toxoplasma gondii, evidenciando,
mais uma vez, o carater nao especifico do primer em questao.

Diferentemente, os primers Hep2F e Hep2R mostraram-se eficientes na
amplificacdo de Hepatozoon spp. Utilizando a plataforma “BLASTn”, observou-se que
as sequéncias genéticas que o primer possui sdo compativeis aos géneros incluidos na
ordem Adeleorina (Hepatozoon spp. e Hemolivia spp.), comprovando a especificidade.

A prevaléncia de Hepatozoon spp. observada (5,2%) neste trabalho, utilizando
métodos moleculares, foi inferior aos resultados de Soares et al, (2017) no Mato Grosso,
os quais, utilizando os mesmos primers que o deste estudo (Hep2F e Hep2R), obtiveram
10,2% de positividade pela PCR em mamiferos silvestres de vida livre. Porém, esses
mesmos autores observaram menor positividade de Hepatozoon spp. em mamiferos

silvestres de vida livre no Pard (1,5%), sendo esta propor¢do, menor que a deste

oo

trabalho. A diferenca dos resultados pode estar associada ao numero amostral,

oo

quantidade de DNA do pat6geno nas amostras, a presenca do vetor, a sazonalidade,

regido geografica do estudo, as ordens dos animais e ao modo de extragdo de DNA.
Nas quatros amostras positivas e sequenciadas para esse género, observou-se a

presenca de Hepatozoon felis em irara e onca-parda e Hepatozoon canis em raposa-do-

campo e lobo-guara.
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A sequéncia observada na amostra da irara, carnivoro mustelideo da espécie Eira
barbara, desse trabalho, foi similar a H. felis de mamiferos pertencentes a familia
Mustelidae da Europa e a um felino doméstico de Israel (CRIADO-FORNELIO et al.,
2009). Essa similaridade sugere que espécies de Hepatozoon de canideos e felinos
podem estar em adaptacdo aos novos hospedeiros, sendo os mustelideos susceptiveis a
Hepatozoon. Da mesma forma, Criado-Fornélio et al (2009) identificaram sequéncia
similar de H. felis procedente de gatos da Espanha, em mustelideo europeu (marta). Os
autores sugeriram que esses mamiferos silvestres poderiam ser reservatdrios incomuns
de hematozodarios de caninos e felinos na Europa. O resultado deste trabalho corrobora
com o relato desses autores, sendo esse, o primeiro estudo no qual se observa o
envolvimento da espécie silvestre irara (Eira barbara), como hospedeiro de Hepatozoon
spp., no Brasil.

A sequéncia identificada em onga-parda no presente trabalho, obteve similaridade
com Hepatozoon felis de felideos silvestres da India e de gato doméstico de Israel. Este
resultado corrobora com outros estudos que identificaram H. felis em espécies de felinos
como Leopardus pardalis (jaguatirica), Leopardus tigrinus (gato-do-mato), Puma
yagouaroundi (gato jaguarundi) e Panthera onca (onga-pintada) (METZGER et al,
2008; WIDMER et al, 2009; ANDRE et al, 2010; SOUZA et al, 2017; SOARES et al,
2017; FURTADO et al, 2017), demonstrando que felinos silvestres do mundo e do
Brasil, comportam-se como hospedeiros deste patdgeno. Ressalta-se que essa onga-
parda estava em cativeiro por aproximadamente dez anos, sem apresentar sinais clinicos
e com boas condi¢des de saide. A partir disso, pode-se conjecturar que a transmissao
tenha ocorrido em ambiente de cativeiro e tal hospedeiro € fonte de infeccdo de

Hepatozoon spp.
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A similaridade observada nas sequéncias de Hepatozoon encontradas em raposa-
do-campo e lobo-guard, deste trabalho, com as sequéncias de H. canis de canideos
silvestres europeus, foi observada neste estudo e corrobora com Duscher et al (2013) e
Farkas et al (2014) que, canideos silvestres podem também ser hospedeiros de
Hepatozoon canis, cuja distribui¢ao é cosmopolita.

A raposa-do-campo em questdo estava confinada no LAPAS, sem informacdes
precisas do tempo de cativeiro. Os recintos dos animais silvestres sao proximos ao canil
do Hospital Veterinario da UFU. Dessa forma, pode-se conjecturar um possivel contato
dos vetores com esses animais.

O lobo-guaréd identificado com H. canis, era de vida livre e foi encontrado
proximo a Uberlandia-MG. A regido é endémica para H. canis tanto em caes
domésticos quanto de area rural, havendo grande propor¢ao de vetores (MIRANDA et
al, 2014). Apesar de ndo se saber o tempo que este animal estava no entorno, existe a
possibilidade que tenha entrado em contato com algum vetor e, dessa forma, se
infectado.

A presenca de piroplasmas tanto na extensdo sanguinea quanto na PCR de
carnivoros silvestres deste estudo, corrobora com os achados de varios autores
(PARAENSE; VIANA, 1948; THOISY et al, 2000; ANDRE et al, 2011; FREDO et al,
2015; SOUZA et al, 2017).

A prevaléncia observada neste trabalho para piroplasmas (34,9%), utilizando a
microscopia Optica, foi maior do que os relatos realizados por Thoisy et al, (2000) e
Ayala et al, (1972), os quais observaram 0,7% a 4,6% de positividade em mamiferos,
respectivamente.

Em mamiferos silvestres, a maioria dos estudos relacionados a ocorréncia de

piroplasmideos ndo utilizam extensdo sanguinea como método de diagndstico. Os
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autores relacionam isso as falhas eventuais que a microscopia Optica apresenta frente a
baixas parasitemias (CRIADO—FORNELIO et al, 2006; CRIADO-FORNELIO et al,
2009). As formas evolutivas destes parasitos sdo pequenas e podem ser facilmente
confundidas com corpuisculos de Howell-Jolly e artefatos na 1amina (REAGAN et al,
2011; LEMPEREUR et al, 2017). Deve-se enfatizar que, nesse estudo procurou-se
minimizar o maximo de erros com mais de um examinador por lamina.

Utilizando a PCR, a ocorréncia obtida nesse estudo (26,3%) foi inferior aos
resultados de Tampieri et al (2008) e Soares (2014), que encontraram 30,4% e 46,4%,
respectivamente, de positividade em mamiferos incluindo carnivoros, cervideos e
ruminantes silvestres. Entretanto, foi superior aos de Barbosa (2017), com 5,6% em
roedores, e Lewis (2012) com 11,4% em felinos. Todos os autores utilizaram a PCR
como método de diagndstico.

Os primers BAB, utilizados na andlise molecular de piroplasmideos, sio
genéricos e amplificam curta regido (370 pb) do gene 18S rRNA de agentes da ordem
Piroplasmida, sendo ideais para fornecer diagnostico para a ordem de piroplasmideos.
As informagdes fornecidas por esses primers sdo curtas sequéncias génicas que,
possivelmente, podem ndo ser suficientes para discriminar o resultado entre espécies ou
fornecer informacdes aprofundadas sobre a andlise filogenética. Segundo a literatura, a
amplificacdo de porcOes maiores do gene 18S fornecem melhores informacdes para
discriminar espécies, fazendo com que o diagndstico seja preciso (OOSTHUIZEN et al,
2008; BHOORA et al, 2009).

As sequéncias de piroplasmas obtidas nesse trabalho, foram similares a Theileria
cervi, Cytauxzoon felis e Theileria equi, com pares de base entre 1540 a 1577.

Em amostras sanguineas de veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) deste

estudo, a sequéncia obtida foi similar a Theileria cervi, a qual também foi identificada



55

em cervideos silvestres dos Estados Unidos. Esta sequéncia também foi encontrada em
cervideos de diferentes regides geograficas tais como Minas Gerais, Pantanal e
Amazonia (SILVEIRA et al, 2011; 2013; SOARES et al, 2017). Até o presente
momento ndo é conhecido o vetor implicado na transmissdo deste patégeno no Brasil,
visto que o vetor conhecido na América do Norte, Amblyomma americanum, nao ocorre
na América do Sul (SILVEIRA et al, 2011). Esse cervideo era de vida livre e,
possivelmente, adquiriu infec¢do em ambiente natural no qual foi exposto a vetores.

A sequéncia obtida de jaguatirica mantida em cativeiro deste estudo, foi similar a
de Cytauxzoon felis de felino silvestre do Brasil (jaguatirica) e gatos domésticos dos
Estados Unidos. Esse achado representa mais um dado sobre a ocorréncia de
Cytauxzoon felis nos felideos silvestres do Brasil. Vérios pesquisadores tém
demonstrado interesse no estudo epidemioldgico desse parasito em felideos silvestres de
ambiente livre e de cativeiro (PEIXOTO et al, 2008; ANDRE, et al, 2009; FILONI et al,
2012; FURTADO et al, 2017; SOARES et al, 2017).

André et al, (2009), Filoni et al, (2012), Furtado et al, (2017) e Soares et al, (2017)
estudando felinos silvestres de cativeiro e de vida livre, observaram que estes ndo
apresentavam sintomatologia, apesar de evidenciarem positividade para C. felis. Porém,
Peixoto et al. (2008), diagnosticaram C. felis em um ledo mantido em cativeiro, o qual
desenvolveu sinais clinicos compativeis com a parasitose, vindo a 6bito.

A sequéncia de C. felis identificada em jaguatirica deste estudo, obteve
similaridade com a sequéncia realizada por Filoni et al (2012), nessa mesma espécie de
animal, que estava ha nove anos em cativeiro. Varios autores relataram que felideos
silvestres podem ser reservatrios naturais desse parasito (ANDRE et al, 2009;
FURTADO et al, 2017). Sendo assim, esses animais sdo os dispersores desse patogeno,

bastando para isso ter o vetor no ambiente (MILLAN et al, 2007).
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Em relacdo a presenca de espécies de Theileria, a anta mantida em cativeiro no
CETAS-GO apresentou sequéncia de Theileria equi, a qual foi similar as observadas em
equinos. Este resultado corroborou com o de Silveira et al (2017) que, pela primeira vez
registraram 7. equi, em anta de vida livre, no Brasil. Os autores atribuiram a infeccao de
T. equi, nessa espécie silvestre, por esta estar no mesmo ambiente que equinos positivos
para o patogeno e em presenca de vetores competentes.

Neste estudo, a sequéncia obtida em anta foi 95% similar a 7. equi, sendo
provavel observar, apés a andlise filogenética, que o patégeno encontrado ndo é 7. equi
propriamente dito, sendo, possivelmente, outra espécie pertencente ao género Theileria,
visto a quantidade de nucleotideos diferentes entre as sequéncias de Theileria equi
depositadas no GenBank e a sequéncia obtida neste estudo.

Além desses hemoparasitos, outros foram observados no presente estudo. Pela
microscopia oOptica verificou-se ocorréncia de Ehrlichia spp. (18,6%) e os grupos de
mamiferos mais acometidos foram carnivoros e primatas.

Virios sdo os estudos que relatam a ocorréncia de Ehrlichia spp. em carnivoros
silvestres no Brasil, concordando com o resultado deste estudo. Os relatos foram em
oncas-pardas, jaguatiricas, onca-pintada e cachorro-do-mato (FILONI et al, 2016;
ANDRE et al, 2010; ALMEIDA et al, 2013).

Mafra et al (2015) foram os primeiros a encontrarem Ehrlichia spp. em primatas
do género Callithrix em Minas Gerais. O encontro desse parasito nessa espécie de
animal faz com que esse segundo relato abra portas para mais pesquisas envolvendo
Ehrlichia spp. e primatas.

Nas extensdes sanguineas de dois ouri¢os-cacheiros (Familia Erethizontidae)
foram visualizadas microfilarias, resultado idéntico ao de De Thoisy et al (2000) que

também encontraram varios ouri¢cos infectados com filarias (mais de 40% dos ouricos).
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De acordo com Anderson (2000), os filarideos que acometem esses animais pertencem
ao género Acanthocheilonema. Nesse estudo, o diagndstico dado as microfilarias foi
genérico, pois ndo foi possivel visualizar estruturas internas do parasito, que seriam
importantes para a determinacdo de espécie. Os animais eram de vida livre, encontrados
proximos ao municipio de Uberlandia-MG. Os animais parasitados apresentaram no
exame clinico, edema, principalmente, na face e vieram a 6Obito poucos dias apds a
coleta de sangue.

O encontro de filarideos em ourigos-cacheiros procedentes da regido de
Uberlandia é importante, pois alerta a comunidade cientifica para a necessidade de
estudos, objetivando a identificagdo dos géneros e espécies de filarias que acometem
esses animais, assim como a biologia e epidemiologia dos mesmos.

Alguns animais albergavam carrapatos, sendo a maioria de vida livre. Os
ectoparasitos observados em alguns animais desse trabalho eram espécies especificas,
tendo como exemplo Amblyomma dubitatum que €, de acordo com a literatura, comum
em capivaras (SARAIVA et al, 2012).

O ectoparasito Amblyomma ovale foi restrito a carnivoros, corroborando com a
literatura que menciona que os que estdgios imaturos desta espécie de carrapato sdo
encontrados em roedores e marsupiais e, os estagios adultos parasitam, principalmente,
carnivoros silvestres e domésticos (SARAIVA et al, 2012; GUGLIEMONE et al, 2014).

Foram identificados carrapatos de espécies Amblyomma nodosum e Amblyomma
sculptum em tamanduds, sendo achado semelhante com estudos que identificaram esses
ectoparasitos em tamanduds no Parque Nacional das Emas, Goiés, Brasil (BECHARA
et al, 2002) e em tamanduds de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil (GARCIA
et al, 2013). Apesar de serem encontrados com maior frequéncia nos membros da

familia Myrmecophagidae (PEREIRA et al, 2000; GUGLIELMONE et al, 2003;
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ARZUA et al, 2005), também foi observado Amblyomma nodosum em Tapirus
terrestris (anta) de vida livre procedente do LAPAS.

A espécie Amblyomma longirostre foi identificada em ourigos-cacheiros do
estudo. Esta espécie de carrapato, tem populagdes estabelecidas do Panama a Argentina,
e no Brasil ocorre na regido sudeste (JONES et al, 1972, GUIMARAES at al, 2001).
Essa espécie de carrapato parasita ourigos, no estigio adulto, e aves nos estadios larvais
(ARAGAO, 1936, JONES et al, 1972). Labruna et al (2004) comprovaram, por exame
molecular, a ocorréncia de nova espécie de Rickettsia, transmitida por esse carrapato,
proximamente relacionada a Rickettsia amblyommii, pertencente ao grupo de febre
maculosa. Desta forma, essa espécie de carrapato merece atengdo, devido a transmissao
de agentes de potencial zoondticos comprovados.

Nos animais em que foi possivel obter sequéncias genéticas de hemoparasitos,
alguns estavam parasitados por carrapatos e, devido a isso, é possivel estabelecer
algumas inferéncias.

No Tapirus terrestris (anta) que apresentou sequéncia similar a 7. equi, foram
encontrados seis carrapatos de espécie A. sculptum. Rhipicephalus microplus é
considerado o principal vetor de 7. equi no Brasil (Battsetseg et al, 2002), porém
evidéncias tém sugerido a participacdo de A. cajennense sensu lato no ciclo de
transmissdo de 7. equi (Scoles and Ueti, 2013). Em estudo, Souza et al, (2017)
detectaram DNA de T. equi em Amblyomma parvum. O encontro de A. sculptum em
anta parasitada com 7. equi demonstraram que € importante a continuag¢do de estudos
em espécies do género Ambyomma, pois é provavel que estejam participando do ciclo
epidemioldgico de T. equi.

No lobo-guara, parasitado com H. canis, foi identificado um espécime de

carrapato (ninfa) Amblyomma spp. A literatura relata possivel participac@o de carrapatos
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desse género na transmissdo de Hepatozoon sp. no Brasil (O’ DWYER et al, 2001;
FORLANO et al, 2005), sendo este resultado, um indicativo de encontro de possivel
vetor implicado na transmissdo de H. canis.

No cervideo com Theileria cervi foram identificados nove Riphicephalus
microplus. Essa é a espécie de carrapato mais importante economicamente e que
acomete grandes ruminantes no Brasil e em outros paises, sendo espécie que foi
introduzida no Brasil (CANCADO et al, 2009), e é vetor exclusivo de piroplasmas,
causadores de babesiose bovina (B. bovis e B. bigemina) no Brasil (BILHASSI et al.,
2014). Em estudo de Silveira et al (2011) a maioria dos veados de espécie M.
gouazoubira (veado catingueiro), positivos para 7T. cervi, estavam infestados com R.
microplus. Porém, ainda ndo ha evidéncias na literatura que comprovem que esta
espécie possui relacdo com a transmissdo de 7. cervi em cervideos brasileiros.

A irara deste estudo, a qual se identificou sequéncia similar a Hepatozoon felis,
apresentava um espécime de carrapato Amblyomma ovale, relatado como possivel vetor
de Hepatozoon sp. no Brasil (FORLANO et al, 2005). Isso foi um resultado importante,

pois esse pode ser o transmissor de H. canis no carnivoro do trabalho.
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Nao se observou Hepatozoon spp. nas extensdes sanguineas dos mamiferos
silvestres;

Pela PCR, observou-se prevaléncias de 5,2% para Hepatozoon spp. e 26,3% para
Piroplasmida;

Os primers HepF300 e Hep900 foram inespecificos para deteccdo de
hemoparasitos do género Hepatozoon;

Foram observados parasitos da ordem Piroplasmida na maioria das ordens dos
animais, utilizando microscopia Optica;

Foram obtidas novas sequéncias de Hepatozoon canis em lobo-guard
(Chrysocyon brachyurus) e em raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), e
Hepatozoon felis em onca-parda e em irara (Eira barbara); Theileria cervi em
veado catingueiro (Mazama gouazoubira), Cytauxzoon felis em jaguatirica
(Leopardus pardalis) e Theileria equi em anta (Tapirus terrestris);,

Virias espécies de carrapatos estavam presentes na maioria dos animais de vida
livre;

Os principais carrapatos observados foram espécies especificas sendo
Amblyomma nodosum, Ambyomma longirostre, Amblyomma ovale, Ambyomma
dubidatum e Rhipicephalus microplus.

Observou-se, nas extensdes sanguineas, outros hemoparasitos tais como

Ehrlichia spp. e microfilarias.
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8 AS DATAS das expedicies, as condigdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
Equipe
# Nome Fungao CPF Doc. Identidade Macionalidade
Medica Veterinana no
1 | ELISETE DE ARAUJO NAVES Zoolgico de Uberlindia 999.712.836-20 5831433 ssp-MG Brasileira
2 |MARCIA CRISTINA CURY Qrientadora do projeto 857.540.216-15 - EBrasileira
PR y Pesqguisador supervisor de a5 g -
3 | André Luiz Quagliatto Santos coletas do LAPAS- MG 028.478.228-95 8334281 SSP-SP Brasileira
Equipe
# Nome Funcéo CPF Doc. Identidade Nacionalidade
Medica Veterinana no
1 |ELISETE DE ARAUJO NAVES Zoolbgico de Ubertindia 999.712.836-20 5831433 ssp-MG Brasileira
2 | MARCIA CRISTINA CURY Orientadora do projeto B57.540.216-15 - Brasileira
. Pesquisador supervisor de . ]
3 [ André Luiz Quagliatto Santos coletas do LAPAS- MG 028.478.228-95 8334281 5SP-5P Brasileira
Locais onde as atividades de campo serao executadas
# [ Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipo |
[T | UBERLANDIA [MG | Caboratdrio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvesires | Fora de UC Federal |

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instru¢do Normativa n® 03/2014. Através do cdigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio)

Cadigo de autenticagao: 11553741 Hlml”l”l”ml‘"‘

| Pagina 1/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 52561-2 Data da Emisséo: 13/10/2016 10:54 Data para Revalidagdo™: 12/11/2017

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

Dados do titular

Nome: Talita Silva Alves CPF: 100.068.166-14

Titulo do Projeto: Ocorréncia e caracterizacdo molecular de hemoparasitos em mamiferos de ambientes cativos

Nome da Instituicdo - Universidade Federal de Uberlandia CNPJ: 25.648.387/0001-18

[2 JTUBERLANDIA [MG [ Zoolégico Municipal Pargue do Sabia [ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

Puma yagouaroundi, Chrysocyon brachyurus, Panthera onca, Hydrochoerus hydrochaerns,
Didelphis albiventris, Cerdocyon thous, Conepatus semistriatus, Callithrix penicillata, Procyon
1 | Coletaftransporte de amostras biologicas ex situ cancrivorus, Masua nasua, Sapajus apella, Mazama gouazoubira, Myrmecophaga tridactyla,
Tamandua tetradactyla, Alouatta caraya, Puma concolor, Eira barbara, Leopardus pardalis,
Coendou prehensilis, Ixodidae. Pseudalopex vetulus

Material e métodos

1 [ Amostras biolégicas (Camivoros) Ectoparasita, Sangue
2 | Amostras bioldgicas (Inveriebrados Terrestres) Secregdo

3 | Amostras biologicas (Outros mamiferos) Sangue, Ectoparasita
4| Amosiras bioldgicas (Primatas) Ecloparasita, Sangue
5 [ Amostras bioldgicas (Tamanduas) Sangue, Ectoparasita
6 | Método de capturalcoleta (Invertebrados Temrestres) Coleta manual

Destino do material bioldgico coletado
# Nome local destino Tipo Destino
1| Universidade Federal de Uberlandia
2 | Universidade Federal de Uberlandia

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo

de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www_icmbio.gov br/sisbio)

Cédigo de autenticagdo: 11553741 HlH‘"‘lHIHH‘l‘"‘

| Pagina 2/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 52561-2 | Data da Emissédo: 13/10/2016 10:54 | Data para Revalidagdo™ 12/11/2017

* De acordo com o arl. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular
MNome: Talita Silva Alves CPF: 100.068.166-14

Titulo do Projeto: Ocomréncia e caracterizacdo molecular de hemoparasitos em mamiferos de ambientes cativos

Nome da Institui¢do : Universidade Federal de Uberlandia | CNPJ: 25.648.387/0001-18

Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biclogico ou de substrato n&o
contemplado na autorizacéo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autoriza¢do ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em coleg¢éo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugde Normativa n° 03/2014. Através do cédigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, per meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio)

Caddigo de autenticagao: 11553741 HlH‘"‘lHIHH‘l‘"‘

| Pégina 3/3
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UJ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao
Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Rua Ceara, S/N - Bloco 2T, sala 113 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Ramal (VolP) 3423;
e-mail:ceua@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 205/16 DA COMISSAOQ DE ETICA NA UTILIZACAQ DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 036/16

Projeto Pesquisa: “Ocorréncia e caracterizacdo molecular de hemoparasitos
de mamiferos em ambientes cativos”.

Pesquisador Responsavel: Marcia Cristina Cury
O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da

pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUACAQ: SOLICITAGAO DE ADENDO APROVADA.

OBS: O CEUA/JUFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 03 de outubro de 2016.

Prof. Dr. Cesar Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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INSTITUTO ESTADUAL DE FLORESTAS

= IEF SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL
== meemE  CENTRO DE TRIAGEM DE ANIMAIS SILVESTRES - CETAS

Autorizacido para atividades com finalidade cientifica

~ Numero: 017 "] Data da emissao: 24/02/2016_

DADOS DO TITULAR

T CIICPF: MG-14.120.620 / 100.068.166-14 ‘

Nome: Talita Silva Alves
Titulo do projeto: “Ocorréncia e caracterizagao molecular de hemoparasitos em mamiferos de
ambientes cativos”. ‘

| — e - — —_—
| Nome da Instituigao: Universidade Federal de Uberlandia ~ Minas Gerais

— CRONOGRAMA DE ATIVIDADES - 2015/2016 ) B
| [ Descrigao de atividades Inicio (més/ano) [ Fim (mésfano)
1 | Levantamento/Atualizagao Bibliografica 1° trimestre de 2015 | 4° trimestre de
_ 2016 _
"2 | Submissao do Projeto ao CEUA e SISBI 3° trimestre de 2015 R ————
3 | Coleta de sangue dos mamiferos cativos 3° trimestre de 2015 4° trimestre de
. | 2016 N
4 | Elaboragdo das extensoes sanguineas 4° trimestre de 2015 4° trimestre de
2016
5 | Processamento das extensoes | 4° trimestre de 2015 | 4° trimestre de
206
6 | Elaboragao da PCR " 4° trimestre de 2015 4° trimestre de
2016
7 | Sequenciamento | 2° trimestre de 2016 4° trimestre de
| 2016
8 | Organizagao dos dados 2° trimestre de 2016 4° trimestre de \
2016 |
| @ | Analise estatistica ' aa 3° trimestre de 2016 4° trimestre de
_ | 2016
10 | Elaboragao do relatorio final e artigos 4° trimestre de 2016 | ~e-erermemmmeeeees

De acordo com o art. 15 da Portaria IEF 148/2013, esta autoriza¢ao tem prazo de validade de um ano, |
mas caso haja destinagdo para o animal que esta sendo pesquisado, o mesmo so ficara a disposigao ‘
do pesquisador até a data prevista da destinagao.

) ] OBSERVAGOES E RESSALVAS
Esta autorizagao € um ato discricionaric e nao gera obrigatoriedade no fornecimento das
amostras ao pesquisador.

-

Esta autorizacdo NAO garante exclusividade do fornecimento das amostras ao pesquisador,
podendo as amostras serem direcionadas a outras pesquisas quando houver interesse da

2 Administragao Publica.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Portaria IEF 148/2013, no
que especifica esta Autorizagao, nao pedendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou

3 | esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas.
A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida
por meio do enderego eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line - Licenca para importacao
ou exportagao de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulte

4 www.icmbio.gov.br/sisbio — menu Exportagao. o _‘

O titular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe,
quando da violagao da legislagdo vigente, ou quando da inadequagao, omissao ou falsa
descricao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante
decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenga suspensa ou revogada e o material biologico

5 coletado apreendido nos termos da legislacao brasileira em vigor. ) I |

114 j,
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INSTITUTO ESTADUAL DE FLORESTAS

—IEF SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL
T M OmmE.. CENTRO DE TRIAGEM DE ANIMAIS SILVESTRES — CETAS

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica |

Numero: 017 | Data da emisséo: 24/02/2016 ]
[ EQUIPE DR U
o Nome | Fungao |  CPF___ | Doc.ldentidade | Nacionalidade
1 | Talita Silva Alves Pesquisadora | 100.068,166- MG-14.120.620 @ Brasileira
14 |

LOCAIS ONDE AS ATIVIDADES DE CAMPO SERAO EXECUTADAS

Municipio UF | Descricao do Local Tipo
1 | Belo Horizonte | Minas Gerais CETAS/BH Coleta
|

ATIVIDADES x TAXONS ‘

e e ) eI ; __Taxons. |
1 Coleta de sangue com ftreinamento da equipe CETAS para a Mamiferos silvestres
coleta das amostras, sob supervisao do responsavel pelo

CETAS.

2 | Armazenamento das amostras - as amostras de sangue

| serdao aproveitadas de todos os mamiferos silvestres de
qualguer sexo, idade ou espécie submetidos & manejo de
contencdo fisica ou quimica por motivos de qualquer
natureza, tendo ou ndo qualquer natureza, tendo ou nao
qualquer alteragao clinica.
3 | Coleta de sangue de ponta de orelha de cada animal, com
lanceta.
4 | Coleta e identificacdo dos carrapatos;
5 | Caracterizacdo Molecular — Extracdo de DNA a partir das
amostras de sangue; Amplificacdo - fragmentos dos genes
dos espécimes,
6 | Eletroforese — os produtos das reagbes serdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose em tampao TBE 1X.
Purificagao dos produtos amplificados e sequenciamento;
Sequenciamento, avaliagao, edigédo e alinhamento;
Andlise estatistica - para estimar a positividade dos
individuos a infeccao pelos hemoparasitos-alvos do estudo,
sera utilizado o intervalo de confianga para a proporgao. Sera
relacionade a positividade com a espécie e sexo do
mamifero, utilizando o teste de qui-quadradoc para
independéncia. Também sera comparado a positividade entre
os tipos de animais, utilizando o teste da binemial para duas

proporgées.

wom-

2/4
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INSTITUTO ESTADUAL DE FLORESTAS
CENTRO DE TRIAGEM DE ANIMAIS SILVESTRES - CETAS

= IEF SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

MATERIAIS E METODOS

Para validagao do estudo utilizando amostras oriundas de animais silvestres, o projeto sera
submetido ao Comité de Etica em Pesquisas da Universidade Federal de Uberlandia e sera
submetido ao SISBIO, - - n
CETAS/BH — As coletas de sangue serdo executadas por médicos veterinarios dos CETAS.
Havera participacao de médicos veterinarios residentes do LAPAS, que fardo as primeiras
coletas e treinardo a equipe dos CETAS para coleta de amostras para o presente trabalho. As
coletas serao realizadas sob autorizacdo e supervisio do bidlogo ou médico veterinario
responsavel nos CETAS.

Os procedimentos de captura e manipulagao dos animais seguirao as recomendagoes do guia
da Sociedade Americana de Mastozoologia para uso de mamiferos selvagens em pesquisa e do
guia de tratamento de animais em pesquisa..

5

As amostras de sangue serao aproveitadas de todos os mamiferos silvestres de qualquer sexo,
idade ou espécie submetidos & manejo de contencao fisica ou guimica por motivos de qualquer
natureza, tendo ou ndo qualquer alteracao clinica.

A coleta de sangue sera realizada pela puncao da veia cefalica, jugular dos mamiferos silvestres
pelo modo & vacuo, utilizando agulha Vacutainer, ou quando necessario utilizando seringa 5 ou 3
ml e agulhas descartaveis, dependendo do porte do animal. O volume sanguineo respeitara o
tamanho do animal. As amostras de sangue serdo colocadas em tubos Vacuteiner com
‘anticoagulante que sera armazenado a - 20°. e -
Apos a coleta o esfregago sanguineo devera ser realizado até 12 horas. Seréo realizadas de dois
a quatro esfregagos sanguineos de cada animal.

| O restante do sangue no tubo contendo EDTA deve ser congelado, até ser encaminhadoa °
Universidade Federal de Uberlandia em caixa térmica contendo gelox. Com esta amostra sera
realizada a técnica molecular PCR.

Também deve ser feito a coleta de sangue de ponta de orelha de cada animal. O sangue de ponta
de orelha sera coletada apenas para a confecgio de esfregago sanguineo, para que seja
possivel realizar a verificagdo de ocorréncia de hemoparasitas sob microscopia optica. Sera
utilizado lanceta.

Para coloragao sera utilizado o kit comercial Panético Rapido LB.

Coleta e Identificagao dos carrapatos: A coleta sera realizada de forma manual e aleatoria em
relacéo 4 regiiio do corpo onde os ectoparasitas forem encontrados. A taxonémica em nivel de
espécie dos ectoparasitos sera realizada segundo Martins et al. (2010).

10

O DNA dos hemoparasitas do estudo sera extraido a partir das amostras de sangue.
Para amplificagao de fragmentos dos genes de espécimes do género Rickettsia, as reagoes
acontecerio de acordo com Labruna et al., (2004). Em relagdo ao género Ehrlichia, de acordo

com Inokuma et al., (2002), Para os géneros Babesia e Hepatozoon de acordo com Spolidorio et
al., (2009).

11

Os produtes das reagdes serdo submetidos a eletroforese em gel de agarose em tampao TBE
1X. As amostras livres de DNA serdo incluidas em todas as reagdes com controle negativo de
contaminagao.

12

Purificacao dos produtos amplificados e sequenciamento — As reagoes de sequenciamento
serdo realizadas, utilizando-se o reagente BigDye terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit e
sequenciadas em analisador de acidos nucléicos ABI 3130.

13

Sequenciamento, avaliagéo, edigao e alinhamento — Avaliagao de cromatogramas das
sequéncias, sequéncias de nucleotideos de cada amostra amplificada e analise tilogenética. | 7

3/4
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SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL
.= I EF INSTITUTO ESTADUAL DE FLORESTAS
G s CENTRO DE TRIAGEM DE ANIMAIS SILVESTRES — CETAS

Destino do Material Biologico Coletado

o Nomedolocaldedestino
1 Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria
__da Universidade Federal de Uberlandia Minas Gerais

REGISTRO DE COLETA IMPREVISTA DE MATERIAL BIOLOGICO

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato
nao contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo
especifico, por otasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por mejo do relatorio de
atividades. O transporte do material bioldgico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagéo ou
da licenga permanente com a devida anotacao. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera
ser destinado 2 instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegao bioldgica clentifica
registrada no Cadastro Nacional de Colecoes Biologicas (CCBIO).

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 017 Data da emissao: 24/02/2016

L __.l
, Uhvean i ‘Ce g™
Erika Pmc'a.ifu'.; Tostes 'fe(i—mm
Anialista Ambiental ERCSAER
MASP 1.343.614.2
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MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
Superintendéncia do Ibama no Estado do Goias - GO
Gabinete - Go
Rua 229, n? 95 Setor Universitario Goiania - GO
CEP: 74605-090 e (62) 3946-8100/ 8118 / 8199
www.ibama.gov.br

OF 02010.001015/2016-77 GABIN/GO/IBAMA

Goiania, 30 de maio de 2016.

A Senhora

Marcia Cristina Cury

Professora da Universidade Federal de Uberlandia

Av. Pard 1720 - BLOCO 4C, Laboratério Parasitologia ICBIM
UBERLANDIA - MINAS GERAIS

CEP.: 38400632

Assunto: Aprovacao de projeto de pesquisa

Senhora Professora,

Em resposta ao oficio encaminhado por V. S.2 e, conforme Art5¢ da IN 23/2014
IBAMA, informo que a pesquisa intitulada "Ocorréncia e caracterizagao molecular de
hemoparasitos em mamiferos de ambientes cativos" da aluna de mestrado Talita Silva

Alves, estd autorizada para execug¢do no Centro de Triagem de Animais Silvestres
-CETAS/GO, com as seguintes condicionantes:

1- Apresentar nas datas de coleta, autorizacdo do SISBIO conforme IN 03/2014 -
ICMBio;

2- Comunicar ao CETAS/GO, imediatamente apds conhecimento da informacéo,
casos de detecgdo de parasitas ou patogenos de importante interesse epidemiolégico e
que possam influenciar a decisao de destinacao dos animais;

IBAMA

. hemos
ce D y _-

- pag. L2 30/05/2016 - 10:22

. 30 2 U5 |

E:
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MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRQ DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
Superintendéncia do Thama no Estado do Goids - GO
Gabinete - Go
Rua 229, n® 95 Setor Universitario Goiania - GO
CEP: 74605-090 ¢ (62) 3946-8100/ 8118 /8199
www.ibama.gov.br

3. Encaminhar copia da dissertagdo, digital e impressa, ao final do projeto.
Atenciosamente,

EDILSON CARV. 0 SIQUEIRA
Superintendent¢ do IBAMA
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SERVIGCO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA r
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais
Silvestres

AUTORIZACAO

Uberlandia, 18 de novembro de 2015.

Autorizo as pesquisadoras Marcia Cristina Cury e Talita Silva Alves utilizar
os mamiferos do acervo do Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais
Silvestres para realizagdo da pesquisa “Ocorréncia e caracterizagdao
molecular de hemoparasitos em mamiferos de ambientes cativos do

estado de Minas Gerais".

Coordenador técnico do Laboratdrio de
Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres



ANEXO B: Base farmacoldgica e respectivas dosagens de anestésicos inoculados nos mamiferos silvestres do estudo.

Calculo efetuado segundo Carpenter et al (2010) e Viana et al (2003)

ESPECIE

NOME POPULAR

BASE FARMACOLOGICA

DOSE

Myrmecophaga tridactyla

Tamandua tetradactyla

Hydrochoerus hydrochaeris

Sphiggurus spinosus
Coendou prehensilis
Didelphis albiventris
Chrysocyon brachyurus
Pseudalopex vetulus
Cerdocyon thous
Puma concolor
Leopardus pardalis
Nasua nasua

Procyon cancrivorus
Eira barbara

Tapirus terrestris
Pecari tacaju

Mazama gouazoubira
Ozotoceros bezoarticus
Callithrix penicillata
Allouata caraya
Dasypus novemcinctus

Cabassous tatouay

Tamandua-bandeira
Tamandué-mirim
Capivara
Ourigo-cacheiro-peludo
Ourigo-cacheiro
Gamba-de-orelha-branca
Lobo-guara
Raposa-do-campo
Cachorro-do-mato
Onca-parda

Leopardus pardalis
Quati

Maio-pelada

Irara

Tapirus terrestris
Pecari tacaju

Mazama gouazoubira
Ozotoceros bezoarticus
Sagui-de-tufo-preto
Bugio

Tatu-galinha

Tatu-do-rabo-mole

Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Tiletamina + Zolazepam
Isoflurano ou Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Tiletamina + Zolazepam
Isoflurano e Tiletamina + Zolazepam
Tiletamina + Zolazepam
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Cetamina + Xilazina
Tiletamina + Zolazepam

Tiletamina + Zolazepam

10 mg/kg + 1,0 mg/kg
10 mg/kg + 1,0 mg/kg
15mg/kg + 1,0 mg/kg
20 mg/kg + 3,0 mg/kg
5-10 mg/kg

3%, 200 ml/kg/min de O? ou 20 mg/kg + 2,0 mg/kg

10 mg/kg + 2,0 mg/kg
10 mg/kg + 2,0 mg/kg
10 mg/kg + 2,0 mg/kg
10 mg/kg + 1,0 mg/kg
10 mg/kg + 1,0 mg/kg
10 mg/kg + 1,0 mg/kg
10 mg/kg + 1,0 mg/kg
3,3 mg/kg

5%, 200 ml/kg/min de O? e 6 mg/kg
4 mg/kg

8 mg/kg + 1,0 mg/kg

8 mg/kg + 1,0 mg/kg
10 mg/kg + 0,5 mg/ kg
10 mg/kg + 0,5 mg/ kg
3 mg/kg

3 mg/kg
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