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RESUMO

AGUIRRA, L. R. V. M. Imunodeteccdo de Toxoplasma gondii em Utero gestacional e
placenta de tayassuideos silvestres da Amazé6nia peruana. 2020. 58 f. Doutorado em
Saude e Producdo Animal na Amazonia, Universidade Federal Rural da Amazénia, 2020.

O Toxoplasma gondii € um protozoario cosmopolita e intracelular obrigatério que afeta
animais endotérmicos, incluindo o homem. A transmiss@o pode ocorrer pelas vias horizontal e
vertical, esta Ultima, em geral, acaba desencadeando patologias reprodutivas. Com isso,
objetivou-se investigar a ocorréncia de T. gondii em espécies da Familia Tayassuidae de vida
livre da Amazbnia peruana, pela imunomarcacdo do protozoario em tecido de Utero
gestacional e placenta. Para tanto, as amostras de tecido uterino e placentario de 36 Pecari
tajacu e 42 Tayassu pecari foram analisadas pelas técnicas de histopatologia e imuno-
histoquimica, com os resultados correlacionados pelo teste qui-quadrado. Um total de 12
animais foram positivos (06 P. tajacu e 06 T. pecari). Na IHQ o T. pecari exibiu 7,14% de
positividade para T. gondii em Utero gestacional e 9,52% em placenta, enquanto o P. tajacu
apresentou 11,11% em utero gestacional e 8,33% em placenta. As amostras imunorreativas
em IHQ apresentaram intensidade variando de moderada a forte em ambos os 6rgdos das
espécies analisadas, sendo observada as formas parasitarias no epitélio e tecido conjuntivo
uterino e placentario, porém sem a observancia das les6es caracteristicas nos tecidos avaliados
pelas técnicas de histotopatologia e IHQ. Com isso foi possivel determinar a existéncia da
circulacdo do T. gondii em espécimes T. pecari e P. tajacu de vida livre da Amazénia
peruana, possibilitando a continuidade do ciclo deste parasito no ecossistema da regido e a
transmissdao vertical do parasito nestas espécies. Além de ser a primeira pesquisa que
relaciona a imunodeteccdo de T. gondii em espécimes de T. pecari e P. tajacu analisando
amostras de Utero gestacional e placenta com detec¢do pela IHQ, que mostrou ser uma técnica
altamente sensivel.

Palavras-chave: Sistema reprodutor feminino, Imuno-histoquimica, Mastofauna,
Protozoonose, Amazonia ocidental.



ABSTRACT

AGUIRRA, L. R. V. M. Immunodetection of Toxoplasma gondii in gestational uterus and
placenta of wild tayassuids from the Peruvian Amazon. 2020. 58 f. Doutorado of Animal
Health and Production in Amazonia, Federal Rural University of Amazonia, 2020.

Toxoplasma gondii is a mandatory cosmopolitan and intracellular protozoan that affects
endothermic animals, including humans. Transmission can occur through horizontal and
vertical routes, the latter, in general, ends up triggering reproductive pathologies. Thus, the
objective was to investigate the occurrence of T. gondii in species of the Tayassuidae Family
of free life in the Peruvian Amazon, by immunomarking the protozoan in gestational uterus
and placenta tissue. For that, the samples of uterine and placental tissue of 36 Pecari tajacu
and 42 Tayassu pecari were analyzed by the techniques of histopathology and
immunohistochemistry, with the results correlated by the chi-square test. A total of 12
animals were positive (06 P. tajacu and 06 T. pecari). In IHC, T. pecari exhibited 7.14%
positivity for T. gondii in gestational uterus and 9.52% in placenta, while P. tajacu presented
11.11% in gestational uterus and 8.33% in placenta. The immunoreactive samples in IHC
showed intensity varying from moderate to strong in both organs of the analyzed species, with
parasitic forms being observed in the epithelium and uterine and placental connective tissue,
but without observing the characteristic lesions in the tissues evaluated by the
histotopathology and IHC techniques. With that, it was possible to determine the existence of
the circulation of T. gondii in T. pecari and P. tajacu specimens of free life in the Peruvian
Amazon, allowing the continuity of the cycle of this parasite in the region's ecosystem and the
vertical transmission of the parasite in these species. In addition to being the first research that
links the immunodetection of T. gondii in specimens of T. pecari and P. tajacu, analyzing
samples of gestational uterus and placenta with IHC detection, which proved to be a highly
sensitive technique.

Key words: Female reproductive system, Immunohistochemistry, Mastofauna,
Protozoonosis, Western Amazon.



1. INTRODUCAO

A Amazobnia é uma regido tropical que possui um clima equatorial quente e Umido
associado a elevadas temperaturas e umidade do ar. Essas condi¢cGes ambientais sdo propicias
para a manutencdo de protozoarios no ambiente, favorecendo o risco da contaminacdo de
humanos e animais (FRAGOSO, 1994; LEAO, 1997).

O Tayassu pecari e 0 Pecari tajacu sdo animais que possuem ampla distribuicdo na
Amazonia e podem ser considerados indicadores da qualidade ambiental (MAZZOLLI,
2006), funcionando como animais sentinelas das condi¢cdes ambientais em que estdo inseridos
(NAVA, 2008), além de serem duas das espécies mais cacadas nas florestas tropicais para fins
de consumo das comunidades locais (BODMER et al., 1996; CULLEN; BODMER;
VALLADARES-PADUA, 2000, 2001).

O Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatério causador da
toxoplasmose e que possui grande relevancia no contexto da salde publica, ambiental e
animal por ser um agente zoono6tico de carater cosmopolita (DUBEY et al., 2012). O parasito,
por apresentar baixa especificidade, pode infectar uma ampla gama de hospedeiros
endotérmicos, sendo considerado bem-sucedido mundialmente pela diversidadede de
hospedeiros (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; SU et al., 2010).

Pelo fato dessa enfermidade ndo causar sinais clinicos em muitos casos, acredita-se
que um numero elevado de habitantes do planeta estejam infectados cronicamente pelo T.
gondii (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012), cuja epidemiologia é dependente de
maultiplos fatores, o que gera variabilidade de prevaléncia, tanto em animais gquanto em
humanos, conforme as condi¢fes ambientais e socioculturais, nichos ecoldgicos e habitos
alimentares, entre outros (DIAS; FREIRE, 2005; GONCALVES et al., 2006).

O ciclo bioldgico do T. gondii é do tipo heteroxénico, desenvolvendo a fase sexuada
somente nos membros da Familia Felidae que sdo considerados os hospedeiros definitivos,
enquanto a fase assexuada é observada nos hospedeiros definitivos e intermediarios
(MEIRELES et al., 2004).

A infeccdo pode ocorrer pelas vias horizontal, principalmente, pela ingestdo de
oocistos em agua ou alimentos contaminados e, por se mostrar multifatorial, é reconhecida
como a maior causadora da dissemina¢do do T. gondii, a0 passo que, a via vertical estd
relacionada a transmiss@o congénita via transplacentaria (TENTER, HECKEROTH, WEISS,
2000; DUBEY, 2010).
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Em muitos casos o T. gondii é capaz de causar alteracGes sistémicas severas, sendo o
periodo gestacional o de maior ocorréncia, podendo levar ao aborto ou ao desenvolvimento de
enfermidades congénitas nos hospedeiros. Nos animais de producdo, como suinos, ovinos e
caprinos, tém sido relatada a ocorréncia de morte embrionéria e fetal, aborto, mumificacéo,
natimorto e mortalidade de suinos jovens, gerando perdas econdmicas aos criadores. Ja em
animais silvestres, além dos problemas reprodutivos, a enfermidade pode se apresentar fatal
para muitas espécies de passaros, marsupiais, felideos selvagens, macacos e mamiferos
marinhos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY, 2010).

A obtencdo de diagnostico laboratorial representa um importante dado para vigilancia
epidemioldgica e satde unica (MONTOYA, 2002). Existem diversas técnicas de diagnostico,
uma delas é a sorologia, que identifica a presenca de anticorpos especificos ao T. gondii,
contudo, em muitos casos € necessaria a associacdo com outras técnicas, tendo em vista que a
sorologia indica o contato do hospedeiro, mas ndo constata a existéncia de protozoarios
viaveis & infeccdo (DUBEY, 2010). Em animais de produgdo a imuno-histoquimica (IHQ)
tem apresentado bons resultados para avaliacdo do T. gondii em casos de abortos (DUBEY,
2009; MESQUITA et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a ocorréncia de infeccdo por Toxoplasma gondii em tecido uterino e

placentario de espécies da Familia Tayassuidae de vida livre da Amazdnia peruana.

2.2 Especificos

Detectar a infeccdo pelo T. gondii utilizando o método diagndstico imuno-
histoquimico em tecido de Utero gestacional e placenta de espécimes de Tayassu pecari e
Pecari tajacu;

Avaliar através da histopatologia a presenca de T. gondii e possiveis alteracdes em
tecido de Utero gestacional e placenta de Tayassu pecari e Pecari tajacu;

Demandar conhecimento sobre a participagcdo dos tayassuideos amazonicos na cadeia
epidemioldgica da toxoplasmose.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Toxoplasma gondii

T. gondii é um protozoéario pertencente ao Filo Apicomplexa, Género Toxoplasma e
Espécie Toxoplasma gondii (SERCUNDES, 2010).

Os primeiros relatos desse parasito ocorreram em 1908, descrito na Africa por Nicolle
e Manceaux em roedor Ctenodactylus gundi e, no Brasil, por Splendore em coelho
Oryctolagus cuniculus (DUBEY, 2008). No Brasil, a primeira descricdo em humanos ocorreu
em 1927 no Estado do Rio de Janeiro (DUBEY et al., 2012).

Durante anos muitas espécies de Toxoplasma possuiram nomenclatura de acordo com
0 hospedeiro em que eram isolados (TENTER; JOHNSON, 1997). Porém, no ano de 1930,
pesquisas biologicas e imunoldgicas baseadas em isolados de animais e humanos
demonstraram que 0s protozodarios analisados eram idénticos ao T. gondii, anteriormente
descrito. Contudo, sua classificagdo ainda era instdvel e o0s estagios evolutivos ndo
completamente identificados (LEVINE, 1961; TENTER; JOHNSON, 1997).

Em 1942, T. gondii foi identificado em gatos e, em 1967, foi observado que o parasito
era adquirido pela ingestdo de oocistos eliminados nas fezes desses animais. A descoberta
desses animais como hospedeiros definitivos ocorreu em 1970 e levou a elucidagdo do ciclo
biolégico completo do protozoario, com a descricdo dos estadgios sexuados no intestino
delgado e os estagios assexuados em hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2008).

Atualmente sabe-se que a toxoplasmose é uma zoonose em que 0 ser humano é um
dos hospedeiros intermediérios, juntamente com aves e mamiferos. Os hospedeiros
definitivos, tanto domésticos quanto silvestres, pertencem a Familia Felidae que eliminam
oocistos nas fezes, contaminando o ambiente e, consequentemente, seres humanos e animais
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

3.1.1 Formas infectantes

O T. gondii desenvolve trés formas infectantes: os taquizoitos, que ocorrem na
infeccdo aguda; os bradizoitos, que sdo produzidos no interior de cistos teciduais na infeccéo
crbnica; e 0s esporozoitos, que se desenvolvem no interior dos oocistos presentes no meio
ambiente (KAWAZOE, 2005).
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O taquizoito possui aspecto morfolégico de arco, com uma das extremidades mais
afilada e nucleo em posicdo aproximadamente central. Mede entre 2um e 6um e apresenta
complexo apical formado de roptrias, micronemas e microtabulos, conodide e anel polar
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY, 2004).

O protozoario possui forma movel que infecta, por penetracdo ativa da membrana,
qualquer célula do hospedeiro intermediario e células epiteliais ndo intestinais de hospedeiros
definitivos. Uma vez no citoplasma celular o taquizoito gera o vacuolo parasitéforo que
fornece a protecao necessaria contra os mecanismos de defesa do hospedeiro (HIRAMOTO et
al., 2001). Apos infectarem as células, os taquizoitos iniciam uma multiplicacdo réapida e
assexuada, por endodiogenia, onde ocorrem sucessivas divisdes binarias até a ruptura da
célula do hospedeiro e disseminacdo hematogénica (MONTOYA,; LIENSENFELD, 2004;
DUBEY; MORALES; LEHMANN, 2014).

Os taquizoitos sdo sensiveis a acdo do suco gastrico e a desidratagdo osmdtica,
permanecendo viaveis por um periodo aproximado de duas horas sob a acdo da enzima
pepsina (DUBEY et al., 2002; KAWAZOE, 2002). Sobrevivem poucas horas no meio
ambiente e em carcacas de animais devido ao decréscimo do pH durante a fase de
transformacdo do masculo em carne (ARAUJO et al., 1998).

O bradizoito é a forma de resisténcia observada em diversos tecidos de hospedeiros
infectados. Possui morfologia de arco, contudo, é mais delgado que o taquizoito, medindo
entre 1,5um a 7um, com nucleo localizado na direcdo da extremidade posterior. Essa forma se
desenvolve no interior do vacuolo parasitéforo da célula, em que a membrana serve como
apoio para a producdo da cépsula do cisto tecidual que, dependendo da célula parasitada e do
percentual de bradizoitos em seu interior, pode atingir at¢ 200um (HUSKINSON-MARK;
ARAUJO; REMINGTON, 1991; LEAO, 1997).

Essa forma do T. gondii se multiplica lentamente por endopoligenia dentro do cisto
tecidual, cuja parede é resistente e elastica, isolando os bradizoitos das reagdes imunoldgicas
do hospedeiro. Apesar de serem associados a fase cronica, em algumas cepas, o0s bradizoitos
sdo capazes de desenvolverem e serem encontrados ainda na fase aguda da infecgéo
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Os cistos tém alta afinidade pelo tecido nervoso e muscular, podendo persistir ao
longo da vida do hospedeiro de modo inofensivo (LEAO, 1997) e raramente s&o encontrados
em 0Orgaos viscerais como figado, pulmdes e rins (FELICIO, 2010). Os bradizoitos, quando
comparados ao taquizoitos, se mostram altamente resistentes a tripsina e a pepsina,

permitindo-se permanecer viaveis nos tecidos por muitos anos. E possivel que os cistos se
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rompam e os bradizoitos se transformem em taquizoitos, invadindo novas células dos
hospedeiros e podendo formar cistos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; TENTER et al.,
2000; ROUGIER, MONTOYA, PEYRON, 2016).

Os oocistos sdo gerados durante a reproducdo sexuada do T. gondii por gametogonia
no interior das células do epitélio intestinal de felideos ndo imunes, domésticos ou silvestres,
representando uma das formas infectantes do parasito. O oocisto ndo esporulado é
subesférico, com parede dupla, medindo entre 10um e 12um de didmetro e que sao
eliminados imaturos junto com as fezes (DUBEY; THULLIEZ, 1993).

A esporulacdo ocorre no meio ambiente, entre um e cinco dias apds a excre¢do. O
oocisto esporulado é eliptico, possui entre 11pum e 13um de didmetro e cada um contém dois
esporocistos, com quatro esporozoitos cada, sendo uma forma infectante e altamente
resistente do parasito (DUBEY, 1993; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY;
MORALES; LEHMANN, 2014).

Em condigdes ideais de oxigenacdo, umidade e temperatura, o poder de infectividade
dos oocistos pode durar até dezoito meses, principalmente durante o periodo chuvoso, que
favorece uma ampla e rapida dispersdo. Além disso, 0s oocistos podem permanencer Viaveis
no solo, em areas sombreadas com temperatura de 4°C, por periodo superior a um ano
(VARGAS, 2010).

3.2 Ciclo biologico

O T. gondii possui ciclo bioldgico heteroxénico, com reproducdo assexuada nas
células do hospedeiro intermediario, incluindo anfibios, mamiferos, répteis, aves e peixes, ja a
reproducdo sexuada ou coccidiana ocorre nas células epiteliais do intestino de felideos,
domésticos ou silvestres, jovens e ndo imunes (NEVES, 2003).

Na fase assexuada, os hospedeiros intermediarios se infectam ao ingerirem os oocistos
ou os cistos teciduais. Os taquizoitos sdo capazes de penetrar ativamente nas células da
mucosa oral, contudo apresentam sensibilidade ao suco gastrico, sendo destruidos ao
atingirem o estbmago. Enquanto 0s oocistos e cistozoitos passam pelo estbmago e liberam no
intestino 0s esporozoitos e os bradizoitos, respectivamente, permitindo que estas formas
realizem a invaséo das celulas intestinais (KASPER; BOTHPOYD, 1993; NEVES, 2003).

A penetracdo do T. gondii nas células do hospedeiro ocorre de forma rapida e ativa,

realizando movimentos de flexdo, rotagédo e deslizamento, levando aproximadamente 15 a 75
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segundos para adentrar a célula, tendo a estrutura do condide sempre aderida na membrana
celular do hospedeiro (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Com a invasao das células do novo hospedeiro, o vacuolo citoplasmatico inicia o
processo de reproducédo assexuada por endodiogenia, que expressa uma multiplicacdo rapida e
caracteriza a fase aguda da enfermidade e a fase proliferativa do T. gondii, promovendo a
ruptura das células e liberando os taquizoitos para invasdo das células nas proximidades ou a
distancia, através da circulacéo linfatica e sanguinea. O que determina a duracao dessa fase é:
0 quantitativo de formas infectantes ingeridas, o estado imunitario do hospedeiro e a
patogenicidade da cepa (NEVES, 2003).

Posteriormente ao quadro proliferativo agudo, a reproducéo do parasito sofre reducéo
expressiva pela acdo do sistema imune do hospedeiro, de modo que os taquizoitos presentes
no sangue, linfa ou 6rgdos viscerais desaparecem, dando inicio a formacédo dos cistozoitos que
abrigam os bradizoitos no seu interior, definindo a fase de multiplicacdo lenta do parasito e a
fase cronica da doenga. Os cistozoitos podem ser formados em diversos tecidos, contudo, sdo
mais observados no sistema nervoso central, musculos, retina e placenta, podendo permanecer
viaveis no hospedeiro ao longo da vida (LANGONI et al., 2001).

A fase sexuada do protozoario ocorre de forma exclusiva nas células intestinais das
espécies da Familia Felidae, que sdo os hospedeiros definitivos do protozoario T. gondii, e se
infectam por meio da ingestdo de oocistos esporulados contendo esporozoitos, de cistos
teciduais com bradizoitos ou de taquizoitos presentes nos Orgaos e tecidos de hospedeiros
intermediarios, ao se alimentarem deles (TENTER et al., 2000; LANGONI et al., 2001).

Apos a ingestdo dos cistos teciduais, 0s zoitos liberados invadem as células da parede
intestinal e iniciam sua reproducdo por endodiogenia seguida de merogonia para a formacéo
dos merontes, que em seguida rompem a célula e liberam os merozoitos que apds sucessivas
merogonias penetram em outras células intestinais para formacdo dos gametécitos masculino
e feminino, iniciando a reproducdo sexuada. A fusdo dos gametas gera o zigoto que produz
uma membrana cistica rigida de parede dupla que rompe a célula, sendo eliminado com as
fezes, como oocisto ndo esporulado. No ambiente esses oocistos esporulam e tornam-se
infectivos (ARAMINI et al., 1999; TENTER et al., 2000; MAROBIN; FLORES; RIZZA,
2004)

A eliminacéo de oocistos pelos hospedeiros definitivos acontece geralmente na primo-
infeccdo, tornando-se imunes por toda a vida, mesmo nos casos em que o hospedeiro

definitivo se torna imunodeficiente ao se infectar com o Virus da Leucemia Felina e o Virus
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da Imunodeficiéncia Felina, contudo, permanece o0 risco desses animais reagudizarem e, por
conseguinte, excretarem oocistos (MONTANO et al., 2010).

Além disso, dependendo da forma infectante ingerida, do tempo decorrido entre a
infeccdo e a eliminacdo do oocisto ainda imaturo em suas fezes, um felideo pode eliminar por
volta de 100 milhdes de oocistos no ambiente no periodo de uma a duas semanas (HILL;
SREEKUMAR; DUBEY, 2005; INNES et al., 2009). Essa forma esporulada pode sobreviver
no ambiente por anos, conservando sua habilidade de infectar, quando colocados sob
condicdes apropriadas e podendo ser carreados para outros lugares por invertebrados, como
insetos (MONTANRO et al., 2010).

A dispersdo hematogena pode ocorrer concomitante com a invasao dos enterocitos, na
fase sexuada, com estagios de multiplicacdo rapida pelo taquizoito ou de multiplicacéo lenta
com os bradizoitos, apés a invasdo de células do hospedeiro (DUBEY, 2004; MONTOYA,;
LIENSENFELD, 2004).

3.3 Transmissao

O T. gondii pode ser transmitido pelas vias horizontal e vertical. A via horizontal
ocorre pela ingestdo de oocistos esporulados ou cistos contendo bradizoitos ou taquizoitos. A
via vertical esta relacionada a passagem de taquizoitos da mée para o feto através da placenta,
principalmente na primo-infeccdo, podendo promover lesbes de diferentes intensidades, bem
como abortos ou natimortos, entre outras complicacdes (BIRCHARD; SHERDING, 2003;
OLIVEIRA; BEVILACQUA,; PINTO, 2004).

Os animais comumente se infectam ao ingerir oocistos esporulados presentes nas
pastagens, plantas, fezes de felideos ou agua (MILLAR et al., 2008). Insetos e anelideos
auxiliam na dispersdo dos oocistos, uma vez que sdo atraidos pelas fezes de felideos e ao
serem ingeridos por outros animais, como passaros, galinaceos e roedores, disseminam o
protozoario na sua musculatura. O carnivorismo de animais infectados também é uma fonte
importante de contaminagdo dos animais (TENTER et al., 2000; LANGONI et al., 2001;
DUBEY, 2009).

Em humanos a transmissdo ocorre de varias formas e o consumo da carne de animais
selvagens como javali, porco do mato, lebre, urso, cervideos e cangurus, tem se apresentado
como uma fonte alternativa de infeccdo (OLIVEIRA; BEVILACQUA; PINTO, 2004).

Diversos autores, ao longo dos anos, relataram que a forma mais comum de surtos de

contaminacdo em humanos ocorre pela ingestdo de carne crua ou mal cozida e agua ou
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verduras contaminadas (RAWAL, 1959; NAVARRO et al., 1994; BONAMETTI et al., 1997;
DIAS; FREIRE, 2005). Além disso, o risco da transmissdo do T. gondii nos humanos esta
diretamente relacionado a soroprevaléncia existente nas espécies de animais de cada regido e
0 habito alimentar da populacdo (COOK et al., 2000).

A infeccdo pode ser adquirida, inclusive, pelo consumo de leite ndo pausteurizado de
animais contaminados em fase aguda da infeccdo (SPALDING et al., 2003) ou mesmo para
bebés durante o aleitamento materno (POWELL; BREWER; LAPPIN, 2001).

Para o feto a transmissdo ocorre pela via vertical. A fémea gestante ao se infectar com
T. gondii e desenvolver a fase aguda da enfermidade podera transmitir o protozoario, uma vez
que o mesmo se multiplica no tecido placentério e difunde para os tecidos fetais (ARAUJO et
al., 1998). Na fase cronica pode ocorrer o rompimento de cistos presentes no endométrio
através da acdo litica das vilosidades coridnicas da placenta ou pela distensdo mecanica,
liberando os bradizoitos ou taquizoitos que infectam o feto (KAWAZOE, 2005).

A infeccdo congénita esta relacionada, também, com a idade gestacional da mée, a
carga parasitaria, sua competéncia imunologica durante a parasitemia e a viruléncia da cepa
(RORMAN et al., 2006). Nos casos em que a infeccdo materna ocorre no terco inicial da
gestacdo, existem grandes chances de ocorrer morte fetal, aborto espontaneo ou
desenvolvimento de enfermidades fetais (CAMARGO, 1996; ACHA; SZYFRES, 2003;
MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

3.4 LesOes induzidas nos tecidos

O T. gondii acomete diversos animais, contudo, independente da espécie hospedeiro as
lesGes desencadeadas, em geral, sdo similares. O que as diferencia ¢ a localizacao do parasita,
pelo seu caréter intracelular (CORREA; CORREA, 1992). Ap6s a entrada do protozoario no
organismo do hospedeiro, diversos sistemas podem ser afetados, como o nervoso, muscular,
linfatico, ocular ou placentério, entre outros (DUBEY; LAPPIN, 2006).

No globo ocular o T. gondii pode causar diversas alteragcbes, comprometendo o trato
uveal, retina e nervo oOptico, causando uveite, neurite Optica e retinocoroidite (SOUZA,; 2003;
LAPPIN, 2004). Além disso, em felinos ja foram relatados precipitados ceréaticos,
descolamento de retina, iridociclite, irite, coriorretinite, flare aquoso, luxagao de cristalino e
glaucoma (DUBEY; LAPPIN, 2006; DUBEY, 2010). Em caninos, edema de pupila, edema

perivascular temporal e exsudato peripapilar bilateral (ABREU et al., 2002).
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O sistema nervoso central (SNC) é afetado quando o parasito ultrapassa a barreira
hematoencefélica, infectando as células endoteliais do SNC, principalmente capilares,
desencadeando edema e vasculite. A evolugdo da injuria tecidual pode levar ao
desenvolvimento de hemorragia e necrose (McGAVIN; ZACHARY, 2012). O
comprometimento pode se manifestar em diversas areas, como nervos ou medula espinhal,
cortex unilateral e cerebelo (PLUGGE et al., 2011). Em pequenos animais, Dubey e Lappin
(1998), ja observaram lesbes como a descoloracdo do tecido nervoso, necrose cerebral e
atrofia e necrose cerebelar.

Os taquizoitos podem ser observados em vacuolos parasitoforos presentes em
neurbnios, astrdcitos, macréfagos e em fibroblastos, causando necrose e a formacdo de
granulomas. As lesdes histopatoldgicas mais comuns no SNC incluem malécia, gliose e
encefalite ou meningoencefalomielite ndo supurativa (BJERKAS; PRESTHUS, 1989;
DUBEY; LAPPIN, 1998; GROVES; HARRINGTON; TABOADA, 2004).

No sistema respiratorio as lesdes sdo variadas e multifocais, onde o parasito induz
necrose intersticial com proliferacdo de pneumdcitos do tipo Il e infiltrado de células
neutrofilicas e macréfagos (McGAVIN; ZACHARY, 2012), desencadeando uma pneumonia
necrosante aguda (LAPPIN, 2006).

A linfadenopatia e a esplenomegalia sdo as alteracdes mais frequentes do sistema
linfatico (BRESCIANI et al., 2001; DUBEY; LAPPIN, 2006), enquanto no sistema digestorio
a hepatomegalia, associados a necrose (D"ARC-MORETTI et al., 2002). Nesse sentido,
Smart, Downey e Stockdale (1973) e Harvey e Greeffydd-Jones (2010) descreveram a
ictericia, colangite, ascite, hepatite e pancreatite relacionadas ao comprometimento do sistema
hepatobiliar pela acdo do T. gondii em felinos. Enquanto, Albuquerque et al. (2002) relataram
em codornas, esplenomegalia, hepatomegalia e hipertrofia pulmonar. Ja Casagrande et al.
(2013) relataram em primatas neotropicais, esplenomegalia, hepatomegalia e hemorragias de
estdmago, intestino e bexiga.

Manifestacdes tegumentares ja foram descritas em gata, em que o animal apresentou
na glandula mamaria, um noédulo cuja histopatologia revelou uma paniculite necrosante
piogranulomatosa, vasculite e mastite, contendo taquizoitos, que posteriormente, por reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), foi confirmado se tratar do T. gondii (PARK et al., 2007).
Outra descricéo se refere a casos em dois cées que apresentaram maltiplos nédulos alopecicos

ulcerados com material purulento e dermatite pustular generalizada (HOFFMAN et al., 2012).
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A avaliacdo das alteracBes placentérias geradas pelo protozoério é dificultada, pelo
fato de que geralmente a placenta ndo é liberada juntamente com o feto ou quando ocorre,
muitas vezes ja se encontra em autolise (SARTORI, 2011).

Em relacdo aos tecidos placentarios e acometimentos de conceptos, a parasitemia
durante a gestacdo pode levar a placentite e infeccdo fetal. Em gatas, a transmissdo
transplacentaria pode promover o nascimento de filhotes natimortos ou mortos, abortos ou
malformacdo fetal (LAPPIN, 2006; SAKAMOTO et al., 2009). Em cabras, o protozoario
pode comprometer o desenvolvimento do embrido, levando a morte fetal, interferindo na taxa
de reabsorcdo embrionéria ou causando mumificacdo, aléem de abortos ou nascimento de
animais debilitados (BUXTON, 1998; PESCADOR et al., 2007; ABU-DALBOUH et al.,
2012; WANDERLEY et al., 2013; UNZAGA et al., 2014).

A descricdo da enfermidade em periodo gestacional é mais discutida em animais de
producédo, pelo impacto que gera na economia. Em ovinos e caprinos diversos autores
descreveram como principais lesdes de placenta, as inflamacdes focais que progridem a
necrose dos cotilédones, com focos de diferentes dimensdes, em geral pequenos e esparsos,
com pontos esbranquicados ou branco-amarelados dispersos ou em forma de nodulos
(BERVERLEY, 1971; SARTORI, 2011; MESQUITA et al., 2019).

As lesBes iniciais ocorrem pela necrose de células mesenquimais das vilosidades fetais
e infiltracdo de células mononucleares em conjunto com a hiperplasia e necrose coagulativa
focal do epitélio trofoblastico. Taquizoitos solitarios ou agrupados podem ser fazer presente
nas células mesenquimais e no trofoblasto vizinho aos focos da necrose. Enquanto alteragdes
cronicas exibem focos de necrose envolvendo vilos fetais e maternos, os quais podem
apresentar mineralizacdo, nesses casos 0s taquizoitos podem ser observados nas bordas de
areas que possuem necrose caseosa (SARTORI, 2011; MESQUITA et al., 2019).

Em humanos a transmissdo do T. gondii durante a gestacdo pode ocasionar danos de
diferentes graus de gravidade, como aborto, morte, restricdo do crescimento intrauterino,
prematuridade e acometimento de sistemas (JOINER; DUBREMETZ, 2013). Em alguns
casos pode ocorrer a malformacdo Tétrade de Sabin, em que o feto desenvolve calcificacGes
cerebrais, retinocoroidite, retardo mental, hidrocefalia e macro ou microcefalia (SARTORI,
2011).

Em filhotes de gatas infectados por via transplacentaria ou durante a lactacdo foi
relatada a presenca de processos inflamatorios no figado, pulmdes e SNC, além de uveite,
ascite, encefalite (BRESCIANI et al., 2001; DUBEY; LAPPIN, 2006).
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3.5 Diagndstico

Por ser uma zoonose, 0 diagnostico da toxoplasmose é de elevada importancia para
vigilancia epidemioldgica e saude Unica, possuindo uma diversidade de metodos para
diagndstico. O diagnostico indireto é realizado pela sorologia, j& no direto é feito identificacdo
das formas infectantes em tecidos pela histopatologia ou IHQ, ou através do bioensaio,
inoculando digeridos de tecidos de hospedeiros suspeitos em camundongos, além da PCR,
que permite a identificacdo pela deteccdo de segmentos caracteristicos de seus acidos
nucléicos, depois de ampliados (ROSA et al., 2001; SARTORI, 2011).

A analise soroldgica visa identificar a presenca de anticorpos especificos do T. gondii,
indicando que o hospedeiro teve contato com o protozoario em algum momento, ndo sendo
possivel saber se 0 mesmo apresenta protozoarios vidveis a infeccdo. Por esse motivo, o
exame soroldgico, em geral, é associado a outros métodos de diagnostico, uma vez que 0s
niveis de anticorpos podem se manter elevados durante meses ou anos (MONTOYA, 2002;
DUBEY, 2010).

Os testes sorolégicos sdo baseados na pesquisa de anticorpos das classes de
imunoglobulinas 1gG, IgM, IgA e IgE anti-T. gondii, buscando verificar se o curso da
infeccdo pode ser considerado recente ou de laténcia (CONTRERAS et al., 2000). Os mais
utilizados sdo o teste do corante de Sabin-Feldman, a imunofluorescéncia indireta (IFI), o
ensaio de aglutinacdo por imunoabsorcdo de IgM (ISAGA), o teste de hemaglutinacdo passiva
e 0 ensaio imunoenzimético (ELISA) (BECK et al., 2013).

O diagnostico molecular pela técnica da PCR é muito utilizado associado a outros
exames, pois identifica 0 DNA do T. gondii em tecidos e secrecdes de amostras bioldgicas
(SINGH, 1997; CARNEIRO, 2011). Contudo, a positividade ndo determina se 0 DNA
amplificado se refere a fragmentos do parasito ou a parasitos viaveis. Nesses casos, a
confirmacdo pode ser feita através do bioensaio em animais susceptiveis para indicar a
viabilidade do parasito nos tecidos animais, porém esta € uma técnica onerosa e demorada
(SILVEIRA, 2009; SARTORI, 2011).

Em animais, especialmente silvestres e de producdo, tem sido utilizada a
histopatologia e IHQ. A histopatologia permite a identificacdo de taquizoitos na fase aguda ou
cistos teciduais na fase crénica. A qualidade da amostra, nos casos de 6bito ou amostra fetal e
placentéria, é crucial para o diagnostico correto, pois, nos tecidos em estado de decomposi¢édo
a deteccdo é dificultada ou improvavel pela autdlise das estruturas (HILL; DUBEY, 2002;
DUBEY, 2010). As amostras que exibem maiores chances de identificacdo sdo as que
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apresentam focos necréticos puntiformes no sistema nervoso, figado, pulmdes e linfonodos
infartados. Nos casos de aborto ou natimorto, sempre que possivel, a placenta e/ou o feto
devem ser encaminhados refrigerados para o laboratério (DUBEY, 2010).

Outro ponto importante a ser levado em consideracdo € que nos cortes histologicos
corados pela hematoxilina-eosina a identificagdo do T. gondii é dificultada, tendo em vista
que 0 protozodrio ndo possui caracteristicas tintoriais préprias que permitam a sua nitida
distingdo da coloracdo das células adjacentes, podendo ser confundido com estruturas ou
fragmentos nucleares que se coram de forma semelhante (BARBOSA, 1988; VAN MAANEN
et al., 2004). Desse modo, a IHQ associada a histopatologia se mostra como uma técnica
importante no diagnostico, visto que os achados histopatoldgicos podem ser inconclusivos
(DA MOTA et al., 2008).

A IHQ tem como base a constatacdo de antigenos teciduais e apresenta bons
resultados mesmo em animais com baixos titulos de anticorpos contra o agente. E uma técnica
altamente especifica e se mostra tdo sensivel quanto o bioensaio, sendo muito utilizada para
confirmacdo em causas de aborto (DUBEY, 2009; DAGLEISH; BENAVIDES; CHIANINI,
2010; SILVA et al., 2013).

Nos diagnosticos pds-morte, mesmo em tecido decomposto, a pesquisa do parasito
elou antigenos, a IHQ pode ser realizada utilizando-se anticorpos especificos e coloracdo
imunofluorescente ou imunoenzimatica. Onde o método da peroxidase-antiperoxidase (PAP),
desenvolvido por Sternberger et al. em 1970, tem sido amplamente usado na identificacdo de
diversos agentes infecciosos, particularmente o T. gondii, bem como a técnica
imunoenzimatica da avidina-biotina utilizada na detec¢do de oocistos (DAVIDSON et al.,
1993; FALANGOLA; PETITO, 1993;VIOTTI et al., 1995, BUXTON, 1998; CONLEY;
JENKINS; REMINGTON, 2001).

3.6 Resposta imune

O conhecimento a respeito da resposta imune produzida pelo hospedeiro durante a
infeccdo pelo T. gondii, surgiu principalmente de experimentos conduzidos em camundongos
e que contribuiram para a compreensdo dos eventos desencadeados a nivel celular e humoral
(VILLARINO; SCHMIDT, 2013; GERLIC; MASTERS, 2014; YAROVINSKY, 2014).

Esse processo tem inicio com a invasdo do agente no organismo hospedeiro,

envolvendo receptores de superficie da célula, formacgéo de vacuolo parasitoforo e liberacdo
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de antigenos de superficie e proteinas pelo T. gondii, permitindo sua multiplicacdo e
disseminacdo (BUXTON; McALLISTER; DUBEY, 2002).

A resposta imune celular, normalmente, é direcionada para combater os parasitos
intracelulares, levando ao recrutamento de monacitos, neutréfilos e células dendriticas (CDs)
para o local da infeccdo, sendo um expressivo mecanismo na regulacdo da infecgdo, com a
participacdo das células TCD4+, TCD8+, macrofagos e células natural Killer (NK) (TIZARD,
2006; MAUBON et al., 2008).

Na fase aguda da infeccdo os macréfagos infectados produzem interleucina 12 (IL-12)
que estimulam as células NK, TCD4+ e TCD8+ na producdo de interferon-gama (IFN-y).
Este processo representa um fator critico para a sobrevivéncia do hospedeiro, pelo fato do
IFN-y ser o principal mediador da resisténcia na toxoplasmose, desencadeando diversos
mecanismos intracelulares para inibir a replicacédo e eliminar o parasito. A producéo de IL-12
e IFN-y ¢ conhecida como resposta imune Thl, sendo caracteristica da infeccdo de diversos
parasitos intracelulares (DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).

Para que ocorra a producéo de IL-12 durante a infeccdo toxoplasmica é necessario que
0 parasito seja primeiro detectado pelo hospedeiro. Os receptores imunes inatos chamados
receptores do tipo Toll (TLRs) sdo fundamentais neste processo, por serem uma familia de
receptores voltados ao reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) (PIFER; YAROVINSKY, 2011; DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).

O IFN-y atua no desenvolvimento de resposta imune através da ativagdo de
macrofagos e células NK; no aumento da sintese de IL-12 pelos macrofagos expostos aos
produtos de taquizoitos; na inducdo da expressao de receptores de I1L-12 nas células T e; na
inibicdo da sintese de IL-4, que esta relacionada com a diferenciagdo entre os fenétipos Th e
Th2 (FILISETTI; CANDOLFI, 2004).

As células TCD8+ produzem IFN-y e proporcionam a ativagdo de macrofagos, além
de serem especializadas em reconhecer e destruir células infectadas, liberando os taquizoitas e
possibilitando 0 acesso dos mecanismos imunolégicos como anticorpos, células NK e
macréfagos (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).

As células dendriticas (CDs) sdo produtoras de IL-12 e polarizam a resposta imune
para o tipo Thl (DENKERS; BUTCHER; BENNOUNA, 2004). Enquanto, as células NK
produzem a IL-10 e o IFN-y, que age em sinergia com o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), aumentando a atividade microbicida dos macrofagos e permitindo uma agéo toxica contra
0 parasito (GAZZINELLI et al., 1993; PIFER; YAROVINSKY, 2011; DUPONT,;
CHRISTIAN; HUNTER, 2012).
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Os monocitos inflamatorios se deslocam dos vasos para a lamina propria, onde
produzem IL-1, em resposta a antigenos sollveis de toxoplasma, atuando de modo sinérgico
com a IL-12 para a producdo de IFN-y e, onde expressam mecanismos efetores
antimicrobianos que contribuem para o controle direto do parasito (DUPONT; CHRISTIAN;
HUNTER, 2012).

Os macrofagos infectados sdo fonte inicial de IL-12 e participam ativamente na
destruicdo dos parasitos por fagocitose e producdo de oOxido nitrico (GAZZINELLI et al.,
1996; TIZARD, 2006).

A citocina IL-10 também se apresenta importante na infecgdo por T. gondii pelo seu
efeito inibitorio sobre a produgdo de IFN-y, IL-12, células TCD4+ e TCD8+ e na atividade de
macrofagos ativados, realizando uma regulacdo negativa e evitando uma resposta imune
exacerbada (GAZZINELLI et al., 1996).

Os protozoarios que nao sdo destruidos pela resposta imune celular ao desenvolverem
0s cistos teciduais nos hospedeiros, acabam por ndo estimular uma resposta celular, tornando-
se antigénicos e ndo sendo reconhecidos como estranho, podendo permanecer no organismo
do hospedeiro por toda sua vida (TIZARD, 2006).

A imunidade humoral tem inicio ap6s a multiplicagdo do T. gondii no sitio de entrada
e disseminacgdo pela via hematdgena, possibilitando o estimulo para producéo de anticorpos
que atuam em taquizoitos extracelulares liberados apds o rompimento das células infectadas,
limitando a multiplicacdo do protozoario pela lise dos parasitos. Outra funcdo desempenhada
é a opsonizacdo do parasito, facilitando sua captura e destruicdo pelas células fagociticas
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004; PETERSEN, 2007; SERRANTI; BUONSENSO;
VALENTINI, 2011).

Na toxoplasmose podem ser identificados os anticorpos das imunoglobulinas IgM,
IgA, IgE e IgG. A IgM € o primeiro anticorpo a ser produzido, posteriormente sofre declinio
até o seu desaparecimento, que pode demorar anos em alguns hospedeiros (VILLARD et al.,
2016). Em seguida, surge a IgA cujo tempo de permanéncia no organismo pode durar seis a
sete meses, podendo ocorrer variagdes conforme o tipo de tansmisséo (GORGIEVSKI-
HRISOHO; GERMANN; MATTER, 1996). Raramente é observada na fase crbnica da
infeccdo e ndo atravessa a barreira placentaria, diferente da IgG (FILISETTI; CANDOLFI,
2004; CORREA et al., 2007).

A IgG ¢ identificada entre uma a duas semanas pos-infec¢do, com titulos maximos em
seis semanas e declinio em alguns meses ou anos, permanecendo estaveis e baixos durante
toda a vida do hospedeiro (ELSHEIKHA, 2008; TALABANI et al., 2010). Isto porque,
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durante a fase crbnica permanecem no hospedeiro apenas os bradizoitos intracelulares que

acabam sendo responsaveis pela manutencao dos titulos sorologicos (KAWAZOE, 2002).

3.7 Epidemiologia

A toxoplasmose &€ uma zoonose cosmopolita em que o indice de positividade
observado varia principalmente de acordo com fatores climaticos, ambientais,
socioeconémicos e culturais. Na populacdo mundial, estima-se que mais de um terco esteja
infectada cronicamente pelo T. gondii (FIALHO; TEIXEIRA; ARAUJO, 2009; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). A prevaléncia em humanos é mais elevada em veterinarios,
pessoas que lidam com felideos e manipuladores de carcacas, visceras e subprodutos de
animais (DIAS; FREIRE, 2005; GONCALVES et al., 2006).

A distribuicdo da populagdo de felideos no mundo tem mostrado papel fundamental na
ocorréncia da toxoplasmose em alguns ambientes. Pesquisas relatam que em pequenas ilhas e
atéis em que ndo existem felideos a presenca da enfermidade é nula (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000), locais em que existem poucos felideos geram baixas
prevaléncias (WALLACE; ZIGAS; GAJDUSEK, 1974) e lugares em que esses animais
apresentam numero significativo ou a populacdo tem o habito rotineiro de se alimentarem
deles a incidéncia € elevada (WALLACE; ZIGAS; GAJDUSEK, 1974; AMENDOEIRA et
al., 2003).

Nos animais, a infeccdo gera preocupacao pelo fato de ser uma zoonose e por causar
diversos prejuizos a produtores (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Fetos abortados
tém sido frequentemente descritos em caprinos e/ou ovinos de diversas partes do mundo,
como nos Estados Unidos da América (MOELLER, 2001), na Espanha (NAVARRO et al.,
2009), na Jordania (ABU-DALBOUH et al., 2012); na Turquia (ATMACA et al., 2012) e na
Argentina (UNZAGA et al., 2014).

No Brasil, a prevaléncia do T. gondii em animais de produgdo como 0S ovinos,
caprinos e suinos é considerada elevada e o risco de infecgdo em humanos aumenta pelo
consumo de carne mal passada ou cozida desses animais (DUBEY et al., 2012; MARQUES-
SANTOS et al., 2017).

A epidemiologia em animais silvestres é um assunto complexo e que correlaciona
condi¢cBes ambientais, nichos ecolégicos e habitos alimentares, entre outros. Diversas
pesquisas, em varias partes do mundo, tém buscado identificar animais infectados pelo T.
gondii. No Brasil foram observados a positividade de javalis (FORNAZARI et al., 2009) e
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capivaras (DUBEY, 2010), no Estado de S&o Paulo, em que o0s autores mostraram
preocupacdo na transmissao para os humanos devido a existéncia do consumo da carne desses
animais.

Felideos selvagens mantidos em cativeiro quando infectados representam uma fonte de
contaminagdo para outros animais que compartilham do mesmo ambiente. Silva (2001) ao
avaliar o soro de 865 felideos selvagens de cativeiro, no Brasil, obteve uma positividade de
54,6%. Souza et al. (2006) investigou os mamiferos silvestres de um Parque Nacional em
Goiaés, identificando que dos felideos analisados 75% das ongas-pintadas e 100% dos gatos-
palheiro, jaguatiricas e suguaranas eram positivos. Enquanto, Ullmann et al. (2010), de 57
felideos neotropicais avaliados oriundos de um Santuério no Parana, registraram ocorréncia
de 66,7% de positividade.

Pesquisa realizada em 52 espécies de diferentes grupos foi realizada na China, sendo
possivel observar a presenca de anticorpos anti-T. gondii em péssaros, primatas, herbivoros e
carnivoros (ZHANG et al., 2000). Os carnivoros silvestres por se alimentarem de outros
animais acabam, em geral, possuindo prevaléncia elevada para a toxoplasmose (DUBEY et
al., 1999). Em pequenos roedores as pesquisas mostram grandes oscilacdes, variando de 0,8%
(6/756) (DEFEO et al., 2002) a 59% (118/200) (MARSHALL et al., 2004) de positividade.

Na Guiana Francesa, Thoisy et al. (2003) analisaram o soro de 456 mamiferos
silvestres neotropicais e constataram uma soropositividade variada em animais de diversas
ordens, como 0,5% a 4% na primatas, 0% a 39% na xenarthra, 8% a 20% na marsupialia, 10%
a 72% na carnivora, 0% a 60% na rodentia e 40% a 68% na artiodactyla, além de mencionar
que as espécies terrestres podem ser mais susceptiveis ao contato com o T. gondii do que
outros mamiferos, pela exposicdo aos oocistos no ambiente e/ou carnivorismo.

Em primatas ndo-humanos da regido Amazo6nica, Minervino et al. (2017), verificaram
resultados sorologicos positivos em 49,2% dos animais, além de relatarem que a maior
frequéncia estava relacionada a animais que viviam de forma domeéstica, como animais de
estimacéo, e que a faixa etaria considerada jovem apresentava alta frequéncia, o que indicaria
uma exposicao ao protozoario em uma idade precoce.

Em gambas ja foram identificadas soropositividade de 11% em Didelphis marsupialis
(BURRIDGE et al., 1979) e 23% em D. virginiana (HILL et al., 1998) oriundos dos estados
da Florida e lowa, nos EUA, respectivamente. Em tayassuideos cativos no Parque Nacional
das Emas, Estado de Goias, a soroprevaléncia averiguada foi de 20% em P. tajacu e 42,3%
em T. pecari (SOUZA et al., 2006).
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Gennari et al. (2010) analisaram 251 amostras bioldgicas de animais silvestres, entre
aves e mamiferos, oriundos de diversas regides brasileiras, observando que 2,3% das aves e
11,51% dos mamiferos analisados exibiram soropositividade para o agente da toxoplasmose.

Dentre os mamiferos com resultado positivo estava o T. pecari.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preceitos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Ministério da Agricultura do Peru, pelo Servico
Nacional Florestal e de Fauna Silvestre do Peru (ANEXO 1 a 6) e pelo CITES e IBAMA,
com licenca de exportacdo CITES/IBAMA (ANEXO 7 e 8).

4.2 Procedéncia das amostras

As amostras de estudo sdo oriundas da comunidade de Nueva Esperanza (04°19'53" S,
71°57'33" W; UT-5:00) no Distrito de Yavari, Provincia de Ramon Castilla, localizada na
Amazonia peruana entre os rios Yavari e Yavari-Mirin.

O territério fica em uma &rea remota e pouco explorada, com baixa densidade
populacional composta por habitantes da etnia Yagua-Peba e colonos migrantes. Nessa area,
as comunidades dependem principalmente da agricultura para obter renda, além realizarem
caca e pesca de subsisténcia.

Pelo fato de serem desenvolvidos diversos projetos na regiao, como manejo de fauna
silvestre e aproveitamento sustentavel dos recursos naturais, os cacadores da comunidade
foram capacitados para realizarem registro de caga (espécie, sexo, se fémea — prenhe/ndo
prenhe, data de caca) e colheita de material bioldgico proveniente da caca de subsisténcia
(remocéo adequada dos 6rgaos toracicos, abdominais e pélvicos, incluindo a regido perianal).

E importante destacar que a comunidade envolvida no estudo esta inserida em um
programa de manejo de recursos de fauna silvestre que assegura a legalidade da caca de
subsisténcia através do artigo 102 da Lei n° 29763 (ANEXO 9), que descreve a atividade
florestal e de fauna silvestre no Peru, tornando a caca de subsisténcia uma atividade cultural

com fins alimenticios para as populagdes ribeirinhas amazonicas.

4.3 Animais e obtencao das amostras

Foram analisadas amostras de (tero gestacionais e placentas de fémeas de
tayassuideos, sendo 36 de P. tajacu e 42 de T. pecari, totalizando 78 amostras que foram
coletadas no periodo de 2007 a 2014.
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As amostras foram doadas de forma voluntéria por parte da populagdo cagadora que,
apos retirar o material de interesse para consumo, forneceu os 6rgdos para analise. Dessa
forma foram obtidos os 6rgéos genitais de fémeas de tayassuideos prenhes sem gque houvesse
0 incentivo a caca.

Apo6s a coleta, o material foi identificado, armazenado em recipientes plasticos
contendo formaldeido tamponado a 4% e acondicionados em recipientes herméticos de 100L,
na prépria comunidade. Posteriormente, os recipientes foram encaminhados ao Laboratorio de
Patologia Animal da Universidade Federal Rural da Amazonia (LABOPAT/UFRA) em
Belém, Para.

4.4 Processamento laboratorial
4.4.1 Protocolo Histopatoldgico

As amostras de Utero gestacional e placenta foram preparadas para analise
histopatologica no LABOPAT/UFRA, realizando cortes de aproximadamente 3 a 5 mm de
espessura em cada tecido, que em seguida foram acondicionados em cassetes previamente
identificados e mantidos em formol a 10% tamponado até o processamento histoldgico,
segundo a técnica de rotina descrita por Tolosa, Behmer e Freitas-Neto (2003).

Os blocos foram seccionados em micrétomo, para obtencdo de cortes de 5um de
espessura, dispostos em laminas de vidro que posteriormente foram desparafinizadas,
hidratadas e coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas foram montadas em

laminulas, analisadas em microscopio optico e realizado o registro fotomicrografico.

4.4.2 Protocolo de Imuno-histoquimica

As laminas para IHQ foram processadas na Se¢do de Patologia do Instituto Evandro
Chagas (IEC). Para a preparacgéo do tecido, utilizou-se dois banhos em xilol absoluto (5 min
cada) para desparafinizar as laminas. Em seguida, o material foi reidratado por meio da
seguinte bateria: alcool absoluto (2x), alcool 95%, 80%, 70% e agua destilada (3 min cada).

A recuperacdo antigénica foi feita com solucéo de tampéo TRIS + EDTA (pH 9,0) em
panela de pressao elétrica digital (Decloaking Chamber, Biocare Medical®) a 110 °C por 12
minutos. Para monitorar o processo foi utilizada uma fita marcadora que visa controlar a
temperatura. Em seguida, as laminas foram resfriadas despejando-se delicadamente um jato

de agua destilada sobre elas.
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Para realizar o bloqueio das proteinas inespecificas as laminas foram incubadas em
solug¢do de bloqueio “Background Punisher” (Biocare Medical®, Califérnia, CA, EUA) em
camara escura por 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente foi realizada a incubacéo do anticorpo primario, proble e polimero. As
l[aminas foram incubadas com o anticorpo primario (TC930 Rb28964 99.0414) na diluicdo de
1:1000, feito em coelho e gentilmente doado pelo chefe do Laboratério de Doencas
Parasitarias em Animais, em Maryland, USA, o MVsc, PhD J. P. Dubey.

A incubacéo foi realizada em camara escura por 40 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes em solugdo de TBS, incubadas com
anticorpo secundario MACH4 Universal AP-Probe por 10 minutos a temperatura ambiente,
lavadas duas vezes em solucdo de TBS, incubadas com polimero “MACH4 AP-Polymer”
(Biocare Medical®, Califérnia, CA, EUA) em camara escura por 15 minutos a temperatura
ambiente e novamente lavada por duas vezes em solugéo de TBS.

A revelacdo da reagéo foi feita utilizando-se o kit HistoMarkRead Phosphatase System
(KPL®, Gaithersburg, MD, EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente, seguida de trés
lavagens em agua destilada, contracoradas com hematoxilina de Harris por 2 minutos, lavadas
por 4 x em agua destilada e 1 x em azul de litium (lithium blue) por 1 minuto. As laminas
secaram a temperatura ambiente e foram cobertas com meio de montagem répido para
microscopia Entellan® e laminula.

Para o controle positivo foram utilizadas amostras de linfonodo de primata nédo
humano com diagnéstico clinico e anatomopatoldgico para toxoplasmose. No controle
negativo, o anticorpo primario foi omitido. As amostras foram consideradas positivas quando
as formas infectantes foram coradas em vermelho e as reagOes classificadas em leve (+),

moderada (++) e forte (+++).

4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando estatistica descritiva, sendo expressos
em absoluto (total) e relativo (percentagem). Os resultados da anélise IHQ (positivo/negativo
e as reacdes para marcagao positiva) foram analisados pelo teste qui-quadrado para avaliar a
ocorréncia da toxoplasmose nas espécies e nos tecidos de uma espécie e em ambas as
especies, com diferenca significativa nos casos em que p <0,05. O programa estatistico SPSS,
versdo 20.0 foi utilizado para anélise.
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5. RESULTADO

Os resultados mostraram que dos 78 amostras analisadas, 15,38% (12/78) foram
positivos para T. gondii, sendo seis de cada espécie. Para a positividade relacionada ao 6rgéo
analisado pela IHQ, a espécie T. pecari exibiu 7,14% (3/42) em Utero gestacional e 9,52%
(4/42) em placenta, enquanto, o P. tajacu apresentou 11,11% (4/36) de positividade em utero
gestacional e 8,33% (3/36) na placenta. Em ambas as espécies foi observada positividade
tanto em Gtero gestacional quanto em placenta em um Unico animal, os demais possuiam
reatividade apenas em um dos 6rgdos. As imunorreatividades apresentaram intensidade

variando de moderada a forte em ambos os 6rgdos das duas espécies analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Deteccdo de Toxoplasma gondii e graus de intensidade da imunomarcagdo na imuno-histoquimica de
Utero gestacional e placenta de 42 Tayassu pecari e 36 Pecari tajacu, oriundos da Amazénia peruana.

Tayassu pecari Pecari tajacu
UTERO PLACENTA UTERO PLACENTA
01 - - - -
02 - - - -
03 - - - -
04 - - - -
05 - - - ++
06 - - - -
07 +++ ++ - -
08 - - - -
09 - - - -
10 - - - +++
11 ++ - ++ )
12 - - - -
13 - - - -
14 - - - -
15 - - - -
16 - - - -
17 - ++ - -
18 - - - -
19 - - ++ )
20 - - - -
21 +++ - - -
22 - - ++ +++
23 - - - -
24 - - - -
25 - - - -
26 - - - -
27 - - - -
28 - - - -

ANIMAL
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29 - - - -
30 - - - ++
31 ++ - - -
32 - - - -
33 - - - -
34 - - - -
35 - +++ - -
36 - - - -
37 - -

38 - -

39 - -

40 - ;

41 - ;

42 - :

- Negativo; ++ Positivo com reacdo moderada; +++ positivo com reacdo forte. IHQ

classificada com a intensidade da imunomarcag&o das células (x400).

Formas parasitarias de contorno circular ou levemente ovalados, algumas
fragmentadas e de coloracdo purpura forte foram identificadas ao analisar as amostras
positivas para anticorpo anti-Toxoplasma na IHQ. Contudo, nas analises histopatolégicas nao
foram observadas lesGes caracteristicas de infec¢cdo nos tecidos avaliados.

Em relacdo a localizacdo das imunomarcacdes para T. gondii, as formas parasitarias
localizaram-se predominantemente no epitélio de revestimento das vilosidades trofoblasticas
(Figura 2A) e tecido conjuntivo coribnico placentario (Figura 2D). No Gtero gestacional foram
observadas reacfes positivas no epitélio (Figura 2B e 2C) e tecido conjuntivo de ambas as
espécies. Em uma amostra de T. pecari a imunomarcacao de bradizoita ocorreu no interior de

vasos sanguineos presentes no Utero do Animal 7 (Figura 2E e 2F).
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Figura 1 — Fotomicrografias de imunomarcagdes para T. gondii em tecido de Utero gestacional e
placenta de tayassuideos provenientes da Amazo6nia peruana. A. Imunorreatividade de bradizoita T.
gondii (circulos) presente em epitélio trofoblastico de T. pecari. Barra= 50 um. B. Imunomarcacéo em
epitélio uterino de P. tajacu. Barra= 50 um. C. Bradizoita (seta) em epitélio uterino de P. tajacu. H.E.
Barra= 20 um. D. Bradizoita (seta) e fragmentos no tecido conjuntivo coridnico placentério de T.
pecari. Barra= 20 um. Barra= 20 um. E. Bradizoita (seta) em vaso de Utero gestacional de T. pecari.
H.E. Barra= 20 um. F. imunoreatividade de bradizoita em vaso Utero gestacional de T. pecari (seta).
Barra= 20 um. A coloragdo imuno-histoquimica foi revelada com Diaminobenzidina (DAB) e contra-
coradas com hematoxilina de Herris.
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6. DISCUSSAO

Dos 78 espécimes analisados 12 foram positivos na IHQ, seis T. pecari e seis P.
tajacu, o que confirma a circulacdo do toxoplasma nessas espécies de vida livre oriundas da
Amazobnia peruana e indica a participacdo destes animais como elos na cadeia epidemioldgica
da enfermidade por ocasido da ingestdo de carne contaminada pela populacdo ou animais.

Considerando o presente momento, estudos envolvendo a ocorréncia de protozoonoses
em Orgdos reprodutivos de animais silvestres sdo escassos, ndo havendo publicacBes
relacionadas a identificagdo IHQ da presenca de T. gondii em tecido uterino e placentério nas
espécies T. pecari e P. tajacu, sendo importante salientar que esta € a primeira pesquisa
relacionada a esse assunto. Contudo, a identificacdo de anticorpos anti-T. gondii no soro de
tayassuideos tem sido relatada em diversas regides. Solorio et al. (2010) ao analisarem o soro
de 101 T. pecari oriundos do Peru obtiveram 89,1% de positividade. No entanto, a detecgéo
da presenca de anticorpos significa apenas que o animal foi exposto ao agente por um periodo
de tempo e ndo que ele esteja com a infec¢éo.

No Brasil, Vitalino (2012) relatou positividade em 18 animais dentre 54 amostras de
soro de aves e mamiferos de vida livre e de cativeiro, incluindo quatro T. pecari de vida livre,
dos quais trés eram positivos. Na Guiana Francesa, Thoisy et al. (2003) analisaram o soro de
456 mamiferos silvestres neotropicais e dos 22 animais da espécie T. pecari, 68%
apresentaram titulagdo para o Toxoplasma. Thoisy e colaboradores citam, inclusive, a
existéncia de uma correlacdo de susceptibilidade das espécies terrestres devido a exposi¢do
aos 00cistos no ambiente e/ou carnivorismo.

A presenca do T. gondii foi observada em ambos os érgdos analisados pela IHQ do
presente estudo, ndo havendo diferenca estatistica significativa na ocorréncia de positividade
entre Utero gestacional e placenta para cada espécie e entre as espécies. A ocorréncia da
infeccdo por T. gondii em placenta foi investigada por Khalil et al. (2016) em 135 mulheres
gue sofreram aborto espontaneo, utilizando os testes ELISA, ELFA e IHQ, obtendo a
positividade de 21,5% no ELISA, 22,96% no ELFA e 25,2% na IHQ e relatando que além da
presenca do protozoario nas placentas de abortos sem correlacdo clinica com a doenca, a
técnica IHQ foi a mais sensivel.

Em animais, estudo desenvolvido por Mesquita et al. (2019) para identificacéo de
toxoplasma em 27 amostras de placenta de cabras naturalmente infectadas e com sorologia

positiva, observaram 85,2% casos positivos na IHQ. J& Juan-Sallés et al. (2011) relataram
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positividade em trés placentas de Iémure-de-cauda-anelada (Lemur catta), bem como presenca
do parasita em coracéo, figado, rim, adrenal, bago, cérebro, pulmé&o, linfonodos e intestino de
quatro fetos natimortos.

A presenca do parasito na IHQ, em mais de um tecido, também ja foi descrita em
ovelhas por Dagleish, Benavides e Chianini (2010) com imunomarcacdo em cérebro,
pulmdes, cotilédones e musculatura (esquelética e cardiaca) e Silva et al. (2013) em cérebro,
musculo cardiaco e figado.

A localizacdo das imunomarcacOes para as formas parasitarias do T. gondii se deram
no epitélio de revestimento das vilosidades trofoblasticas e tecido conjuntivo coridnico
placentéario, bem como no epitélio e tecido conjuntivo uterino de ambas as espécies. Para
Barragan e Sibley (2002) a ocorréncia do T. gondii em monocamadas epiteliais e matriz
extracelular indica que a migracdo do parasito pode ser um processo ativo, além de relatar que
a penetracdo ativa pelo parasita poderia explicar uma das vias em que se d& a infecgdo
transplacentéria, tendo em vista que as células maternas ndo trafegam rotineiramente para o
feto.

Em uma amostra de T. pecari (Animal 7) a imunomarcacdo de bradizoita ocorreu no
interior de vasos sanguineos de Utero gestacional, indicando a presenca do parasito e a
possibilidade de realizar transmissdo vertical devido inter-relagdo deste 6rgdo com a placenta.
Neste contexto, alguns estudos relataram a ocorréncia do parasito em vasos sanguineos
placentarios de cabras (MESQUITA et al., 2019) e Iémure-de-cauda-anelada (JUAN-SALLES
et al., 2011). Neste Gltimo houve ainda a identificacdo de toxoplasma disseminada em quatro
fetos natimortos.

A transmigracdo de barreiras bioldgicas, incluindo a placenta, é considerada por
Barragan e Sibley (2003) um pré-requisito para o estabelecimento de infeccdes por T. gondii,
permitindo que os parasitos tenham acesso a 6rgdos biologicamente restritos e levando a
disseminacdo no hospedeiro. Tal afirmacdo pode ser correlacionada ao fato de que um
especime de T. pecari e um de P. tajacu exibiram imunomarcagédo positiva tanto em atero
gestacional quanto na placenta, o que reforca a possibilidade de transmissao vertical.

As reacOes observadas na IHQ deste estudo foram do tipo moderada e forte,
independente do tecido e espécie hospedeiro (Tabela 1). Diferentemente, Mesquita et al.,
(2019) obtiveram na IHQ para toxoplasmose reacOes discretas em 4,4%, moderadas em
60,8% e severas em 34,8% das amostras de placenta analisadas. Para Costa et al. (2014), a
predominancia de reacdes moderadas e severas caracterizam habitualmente a presenca de

danos causados pelo protozoario no érgéo.
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A presenca de lesdes histopatologicas, como infiltrado inflamatorio e necrose,
caracteristicas da infec¢do por T. gondii ndo foram observadas nos locais de imunodeteccao
do parasita. Este fato também foi relatado em algumas amostras de placenta de cabras com
imunomarcacao positiva analisadas por Mesquita et al. (2019).

Cistos teciduais e Toxoplasma em quiescéncia como observados no presente estudo,
de acordo com Reis, Tessaro ¢ D’Azevedo (2006) pode significar que a infeccdo ocorreu
antes da gestacdo e o ciclo de vida do parasita em gestantes pode se reiniciar em mulheres
imunodeprimidas e, em casos raros, em gestantes imunocompetentes, 0 que pode em parte
explicar porque a infecdo em tayassuideos ndo promoveu lesdes Utero-placentarias.

Convém ressaltar que a existéncia de degradacdo nos tecidos avaliados neste estudo
pode ter mascarado a presenca de alteracfes, o que demonstra a importancia da realizacdo da
analise IHQ para deteccdo do parasito. Segundo Mota et al. (2008), a IHQ é uma técnica
segura para diagnostico da toxoplasmose, considerando que os achados histopatoldgicos
sugestivos da infeccdo para T. gondii podem ser inconclusivos. Ademais, esse método se
mostra sensivel a deteccdo do parasito (NAVARRO et al., 2009; KALIL et al., 2016), mesmo
em tecido decomposto (BUXTON, 1998). Tal situacdo é corroborada na presente pesquisa,

uma vez que os tecidos analisados possuiam grau moderado de degradacgdo dos tecidos.
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7. CONCLUSOES

Foi observada a circulacdo do Toxoplasma gondii em espécimes Tayassu pecari e
Pecari tajacu de vida livre da Amazonia peruana consumidos como caga de subsisténcia pela
populagéo local, possibilitando a continuidade do ciclo deste parasito no ecossistema da
regido e a sua transmisséo horizontal.

O Toxoplasma foi localizado no epitélio e tecido conjuntivo de Gtero gestacional e
placenta de ambas as espécies e em vaso sanguineo de Utero gestacional de T. pecari,
demonstrando que existe uma migragéo do parasito nos tecidos, possibilitando a ocorréncia de
transmissao vertical.

Ndo foram observadas lesdes histopatologicas caracteristicas da presenca do
toxoplasma no tecido.

A IHQ se apresentou como excelente ferramenta para deteccdo do T. gondii,
confirmando a presenca do parasito em tecidos com moderada degradacao.

Esta é a primeira pesquisa que relaciona a imunodeteccdo de T. gondii em espécimes

de T. pecari e P. tajacu analisando amostras de Utero gestacional e placenta.
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ANEXO 1

MINISTERIO DE AGRICULTURA

g

w INRENR

NATURALES

“Decenio de las personas con discapacidad en el Peru”

“Ario del Deber Ciudadano”
Autorizacién N°OY L 2007-INRENA-IFFS-DCB

Vista la solicitud presentada por el Sr. Pedro Ginés Mayor Aparicio, investigador de la
Facultad de Veterinaria, Universidad Auténoma de Barcelona y el informe N° 227-2007-
INRENA-IFFS-DCB, se autoriza la investigacion cientifica en fauna silvestre (despojos de
fauna silvestre (créaneos y tejidos de 6rganos reproductivos) provenientes de la caza de
subsistencia), fuera de Areas Naturales Protegidas en la Reserva Comunal Tamshiyacu-
Tahuayo, en el departamento de Loreto, como parte del proyecto denominado: “Programa
de Conservacion de Mamiferos Silvestres en la Amazonia Peruana: Evaluacién de la
Sostenibilidad de la Caza de Subsistencia”, por el periodo comprendido entre junio del
2007 a junio del 2008, a:

PEDRO GINES MAYOR APARICIO PAS N° M933994
MANUEL LOPEZ BEJAR PAS N° 38510887-P
MONICA ROMERO SOLORIO DNI N° 10317247

Los investigadores se comprometen a:

a) Colectar despojos de fauna silvestre provenientes de la caza de subsistencia
unicamemte.

b) No ceder a terceros los especimenes o parte de éstos (tejido, cromosomas u otros)
para investigaciones relacionadas con acceso a recursos genéticos con fines de
bioprospeccion.

c) Si por razones cientificas acotadas, se requiere enviar al extranjero parte del material
colectado, los interesados deberan gestionar el correspondiente Permiso de
Exportacién ante el INRENA, asi como pasar el control respectivo.

d) Entregar el 50% del material colectado por especie a una entidad cientifica nacional,
incluyendo los ejemplares Unicos de los grupos taxonémicos colectados y holotipos,
los cuales s6lo podran ser exportados en calidad de préstamo.

e) Entregar al INRENA tres (03) copias del informe final como resultado de la autorizacién

otorgada, copias del material fotografico y/o slides que puedan ser utilizadas para
difusién. Asimismo entregar cinco (05) copias de las publicaciones producidas a partir
de la investigacion realizada.

Se expide la presente, de conformidad con la Resolucién Jefatural N° 099-2006-
INRENA que aprueba la publicacién del Texto Unico de Procedimientos Administrativos
(TUPA) del Instituto Nacional de Recursos Naturales - INRENA aprobado por Decreto
Supremo N° 014-2004-AG y sus modificatorias, la Ley Organica del Ministerio de
Agricultura aprobada por Decreto Ley N° 25902, que crea el Instituto Nacional de Recursos
Naturales (INRENA) y el Decreto Supremo N° 002-2003-AG que aprueba el Reglamento
de Organizacién y Funciones del INRENA.

INSTITUTO NACIONAL DE RECURSOS

Calle Diecisiete N° 355
San Isidro- Lima: 27

Apartado Postal 4452 LIMA-PERU
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ANEXO 2

ong,
,.-ﬂ o,
¢ INRENR
MINISTERIO DE AGRICULTURA INSTITUTO NACIONAL DE RECURSOS
NATURALES

"Decenio de las personas con discapacidad en el Pert”

“Afio de las Cumbres Mundiales del Peri”
Autorizacién N0 X- 2008-INRENA-IFFS-DCB

Vista la solicitud presentada por el Sr. Pedro Gines Mayor Aparicio, Profesor Lector de la
Universidad Auténoma de Barcelona, y el informe N° 455-2008-INRENA-IFFS-DCB, se
autoriza la investigacion cientifica y la colecta de fauna silvestre (segun lista adjunta); fuera
de Areas Naturales Protegidas en el Centro de Investigacién Waygecha, en el Valle de
Kosfiipata, provincia de Paucartambo, departamento de Cusco; como parte del proyecto
“Diversidad de Besleria L. (Gesneriaceae) en el bosque nublado de Wayqgecha — Cusco y
la implicancia de la morfologia floral en la atraccién de los polinizadores™, por el periodo
comprendido entre agosto del 2008 y julio del 2009 en la Reserva Comunal Tamshiyacu-
Tahuayo, departamento de Loreto; como parte del proyecto "Programa de Conservacion de
mamiferos silvestres en la Amazonia Peruana: evaluacién de la sostenibilidad de la caza de
subsistencia”, por el periodo de septiembre del 2008, a:

PEDRO GINES MAYOR APARICIO PAS N° AC721849
ERIC CHAVEZ BETANCOURT DNI N° 40382429

Los investigadores se comprometen a:

a) No colectar ejemplares de especies no autorizadas.

b) No ceder a terceros los especimenes, parte de éstos, material genético o sus
productos derivados con fines diferentes de los cientificos, taxonémicos o de
filogenia.

c) Realizar estudios moleculares en coordinacién con instituciones peruanas y/o con
la participacion de investigadores peruanos especializados.

d) Si por razones cientificas acotadas, se requiere enviar al extranjero parte del
material colectado, los interesados deberan gestionar el correspondiente Permiso
de Exportacion ante el INRENA, asi como pasar el control respectivo.

e) Entregar el 50% del material colectado por especie a una entidad cientifica
nacional, incluyendo los ejemplares unicos de los grupos taxonémicos colectados y
holotipos, los cuales s6lo podran ser exportados en calidad de préstamo.

f) El material de depositado en las instituciones nacionales, debe ser entregado
debidamente preparado e identificado.

g) Entregar al INRENA tres (03) copias del informe final como resultado de la
autorizacién otorgada, copias del material fotografico y/o slides que puedan
ser utilizadas para difusion. Asi mismo entregar seis (06) copias de las
publicaciones, producto de la investigacion realizada en formato impreso y
electrénico, que incluya la lista taxonémica de las especies de fauna objeto de la
autorizacién de colecta con las respectivas coordenadas (en formato excel).

Calle Diecisiete N° 355 Teléfono (511) 224-3298
San Isidro- Lima: 27 Facsimile (511) 224-3218
Apartado Postal 4452 LIMA-PERU



ANEXO 3

RESOLUCION DIRECTORAL N°()27-2010-AG-DGFFS-DGEFFS

Lima' 25 HAR. Zmll
VISTA:

La solicitud de autorizacién para realizar investigacion cientifica con colecta de flora y/o

fauna silvestre fuera de Areas Naturales Protegidas por el periodo de hasta un afio con cédigo.

unico de tramite N° 50984 recepcionada el 06 de octubre de 2009 presentada por el Sefior Pedro
Ginés Mayor Aparicio, identificado con PAS N° AC721849; v,

CONSIDERANDO: { .

Que, en fecha 06 de octubre de 2009, el Sefior Pedro Gines Mayor Aparicio, Profesor
Lector de la Universidad Auténoma de Barcelona, solicité autorizacién para realizar investigacion
cientifica con colecta de flora y/o fauna silvestre para desarrollar el proyecto "Programa de
Conservacion de Mamiferos Silvestres en la Amazonia Peruana: Evaluacion de la Sostenibilidad
de la Caza de subsistencia”; fuera de Areas Naturales Protegidas en la comunidad de Nueva
Esperanza, Distrito Ramén Castllla Departamento de Loreto, por el periodo de hasta un afio
comprendido entre noviembre de 2009 hasta noviembre de 2010; ;

Que, el Decreto Supremo N° 014-2001-AG, Reglamento de la Ley Forestal y de Fauna
Silvestre, establece en el articulo 328° que la investigacion cientifica o estudio que implique
coleccién de especimenes o elementos de la flora y fauna silvestre no vedados y la obtencion de
datos e informacién de campo, requiere autorizacién del INRENA;

Que, la tercera disposicion final del D.S. N° 003-2009-MINAM, que eleva a rango de
Decreto Supremo a la R.M. N° 087-2008-MINAM vy ratifica la aprobacién del Reglamento de
Acceso a los Recursos Genéticos, indica que la obtencion de permisos, autorizaciones y demas
documentos que otorguen entidades publicas, tales como el MINAG y que amparen la
investigacion, obtencién, provisién, transferencia u otro de recursos biolégicos, con fines distintos
a su utilizacién como fuente de recursos genéticos, no faculta a sus titulares a utilizar dichos
recursos como medio para acceder a los recursos genéticos, ni determinan ni presumen
autorizacion de acceso;

Que, la Resolucion Ministerial N° 698-2007-AG que aprueba la publicacién del Texto
Unico de Procedimientos Administrativos (TUPA) del ex Instituto Nacional de Recursos Naturales
—INRENA, establece en su numeral 65, los requisitos para la Autorizacion para realizar extraccion
de flora y/o fauna silvestre con fines de investigacion cientifica;

Que, en aplicacion del dltimo parrafo del articulo 6° de la Resoluclén Ministerial N° 084-
2007-PCM, resulta aplicable el Texto Unico de Procedimientos Administrativos a que se hace
referencia en el oonsnderanqo precedente, en tanto el Ministerio de Agricultura cuimine con la
actualizacion de su propio Texto Unico de Procedimientos Administrativos;

Que, el Informe N° 0948-2010-AG-DGFFS-DGEFFS del 25 de marzo del presente afio de
la Direccién de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre concluye que el estudio reviste de
importancia puesto que brindara informacioén que coadyuvaré en la mejora de varios mecanismos
y normas para el manejo de los animales sujetos a caza de subsistencia en la Regién Amazoénica;
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ANEXO 4

RESOLUCION DIRECTORAL N° 229 -2011-AG-DGFFS-DGEFFS

Lima, 15 ABR. 2011
VISTA:

La solicitud de Autorizacion para realizar investigacion cientifica fuera de Areas Naturales
Protegidas con colecta de flora y/o fauna silvestre por el periodo de hasta un afio con cédigo
unico de tramite N° 37621, recepcionada el 30 de marzo de 2011 presentada por el Doctor Pedro
Ginés Mayor Aparicio, identificado con PAS N° AAB896491; y,

CONSIDERANDO:

Que, en fecha 30 de marzo de 2011, el Doctor Pedro Ginés Mayor Aparicio, solicito
autorizacion para realizar investigacion cientifica con colecta de fauna silvestre; fuera de Areas
Naturales Protegidas en la comunidad de Nueva Esperanza, Distrito Ramon Castilla,
Departamento de Loreto; como parte del proyecto "Programa de Conservacion de Mamiferos
Silvestres en la Amazonia Peruana: Evaluacion de la Sostenibilidad de’la Caza de subsistencia”,
por el periodo comprendido entre marzo de 2011 hasta marzo de 2012;

Que, el Decreto Supremo N° 014-2001-AG, Reglamento de la Ley Forestal y de Fauna
Silvestre, establece en el articulo 328° que la investigacién cientifica o estudio que implique
coleccion de especimenes o elementos de la flora y fauna silvestre no vedados y la obtencion de
datos e informacion de campo, requiere autorizacion del INRENA;

Que, la tercera disposicion final del D.S. N° 003-2009-MINAM, que eleva a rango de
Decreto Supremo a la R.M. N° 087-2008-MINAM vy ratifica la aprobacion del Reglamento de
Acceso a los Recursos Genéticos, indica que la obtencion de permisos, autorizaciones y demas
documentos que otorguen entidades publicas, tales como el MINAG y que amparen la
investigacion, obtencion, provision, transferencia u otro de recursos biolégicos, con fines distintos
a su utilizacion como fuente de recursos genéticos, no faculta a sus titulares a utilizar dichos
recursos como medio para acceder a los recursos genéticos, ni determinan ni presumen
autorizacion de acceso;

Que, la Resolucion Ministerial N° 698-2007-AG que aprueba la publicacion del Texto
Unico de Procedimientos Administrativos (TUPA) del ex Instituto Nacional de Recursos Naturales
— INRENA, establece en su numeral 65, los requisitos para la Autorizacion para realizar extraccion
de flora y/o fauna silvestre con fines de investigacion cientifica;

Que, la referida norma establece en el numeral 5 del articulo 21° que esta permitida la
caza de la fauna silvestre con fines de subsistencia, destinada al”consumo directo de los
pobladores de las comunidades nativas y comunidades campesinas;

Que, en aplicacion del ultimo parrafo del articulo 6° de la Resolucion Ministerial N° 084-
2007-PCM, resulta aplicable el Texto Unico de Procedimientos Administrativos a que se hace
referencia en el considerando precedente, en tanto el Ministerio de Agricultura culmine con la
actualizacion de su propio Texto Unico de Procedimientos Administrativos;

52



ANEXO 5

RESOLUCION DIRECTORAL N° 0350 -2012-AG-DGFFS-DGEFFS

Lima, 19 0C1. 1012

VISTA:

La solicitud de Autorizacion para realizar investigacion cientifica fuera de Areas
Naturales Protegidas con colecta de flora y/o fauna silvestre por el periodo de hasta un afio
con coédigo Unico de tramite N° 94116, con fecha de recepcion 08 de agosto de 2012
presentada por el sefior Pedro Ginés Mayor Aparicio, identificado con PAS N° AAB896491 y
el Informe Técnico Legal 3610-2012-AG-DGFFS-DGEFFS; vy,

CONSIDERANDO:

Que, la Resolucién Ministerial N° 212-2011-AG que aprueba el Texto Unico de
Procedimientos Administrativos (TUPA) del Ministerio de Agricultura, establece en su
numeral 21, los requisitos para la Autorizacion para realizar actividades de investigacion
cientifica y filmaciones con fines comerciales de flora y fauna silvestre fuera de Areas
Naturales Protegidas; ' ) :

Que, mediante solicitud de fecha 08 de agosto de 2012, el sefior Pedro Ginés Mayor
Aparicio, investigador del Wildlife Smart Surveillance (PREDICT) y de la Universidad
Auténoma de Barcelona, solicité autorizacion para realizar investigacion cientifica con colecta
de fauna silvestre; fuera de Areas Naturales Protegidas en :la comunidad de Nueva
Esperanza en la Provincia de Mariscal Ramén Castilla, Departamento de Loreto; como parte
del proyecto "Programa de Conservacion de Mamiferos Silvestres en la Amazonia Peruana:
Evaluacion de la Sostenibilidad de la Caza de subsistencia”, por el periodo comprendido
entre agosto de 2012 hasta agosto de 2015;

Que, la tercera disposicion final del D.S. N° 003-2009-MINAM, que eleva a rango de
Decreto Supremo a la R.M. N° 087-2008-MINAM vy ratifica la aprobacion del Reglamento de
Acceso a los Recursos Genéticos, indica que la obtencion de permisos, autorizaciones y
demas documentos que otorguen entidades publicas, tales como el MINAG y que amparen la
investigacion, obtencion, provision, transferencia u otro de recursos biolégicos, con fines
distintos a su utilizacion como fuente de recursos genéticos, no faculta a sus titulares a
utilizar dichos recursos como medio para acceder a los recursos genéticos, ni determinan ni
presumen autorizacion de acceso;

Que, el Informe Técnico Legal N° 3610-2012-AG-DGFFS-DGEFFS, de fecha 18
de octubre del presente afio, emitido por la Direccién de Gestiéon Forestal y de Fauna
Silvestre de la Direccién General Forestal y de Fauna Silvestre, sefiala que la solicitud
materia de resolucion, cumple con los requisitos establecidos y que se cuenta con la
autorizacion para el desarrollo del proyecto por.parte del sefior Wellington Linares Paredes,
Teniente Gobernador de la Comunidad de Nueva Esperanza, del departamento de Loreto y
con !a opinion favorable del Ingeniero Pedro Vasquez Ruesta, director del Centro de Datos
para la Conservacién. Asimismo, que teniendo en cuenta los objetivos y metodologias
propuestas, se considera procedente autorizar la investigacion y la colecta solicitada.
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ANEXO 6

RESOLUCION DIRECTORAL N°Q) 2 Y § -2013-MINAGRI-DGFFS/DGEFFS

27 AG0. 2013

Lima,
VISTA:

La solicitud presentada el 12 de junio de 2013, donde se solicita la modificacion de la R.D. N°
0350-2012-AG-DGFFS-DGEFFS de fecha 19 de julio de 2013, en el sentido de incorporar en el estudio
“Programa de Conservacion de mamiferos silvestres en la Amazonia peruana: Evaluacion de la
sostenibilidad de la caza de subsistencia” a la Comunidad nativa José Olaya del Pueblo Nativo Achual,
ubicada en el rio Corrientes, Loreto y las Comunidades Nativas Los Jardines y Nuevo Porvenir del
Pueblo Nativo Kitchwa del rio Pastaza., Loreto, ingresada con Cddigo Unico de Tramite N° 74658-2013,
presentada por Pedro Ginés Mayor Aparicio identificado con Pasaporte N° AAB896491, y, el Informe
Técnico N° 2841-2013-MINAGRI-DGFFS-DGEFFS, y;

CONSIDERANDO:;

Que, mediante Resolucion Directoral N° 0350-2012-AG-DGFFS-DGEFFS del 19 de julio de
2012, se resuelve autorizar al sefior Pedro Ginés Mayor Aparicio la investigacion cientifica y la colecta
de especimenes de fauna silvestre provenientes de la caza de subsistencia, de acuerdo al anexo 1 de
la mencionada Resolucion, fuera de Areas Naturales Protegidas en la comunidad de Nueva Esperanza,
Distrito Yavari, Provincia de Mariscal Ramoén Castilla, Departamento de Loreto; como parte del proyecto
” Programa de Conservacion de Mamiferos Silvestres en la Amazonia Peruana: Evaluacion de la
Sostenibilidad dé la Caza de subsistencia”, por el periodo de hasta tres (03) afios contado a partir de la
emisién de dicha Resolucion.

Que, mediante Solicitud presentada el 12 de junio de 2013, el sefior Pedro Ginés Mayor
Aparicio, solicita la modificacion de la R.D. N° 0350-2012-AG-DGFFS-DGEFFS de fecha 19 de julio de
2013, en el sentido de incorporar en el estudio “Programa de Conservacion de mamiferos silvestres en
la Amazonia peruana: Evaluacion de la sostenibilidad de la caza de subsistencia” a la Comunidad nativa
José Olaya del Pueblo Nativo Achual, ubicada en el rio Corrientes, Loreto y las Comunidades Nativas
Los Jardines y Nuevo Porvenir del Pueblo Nativo Kitchwa del rio Pastaza, Loreto.

Que, el Informe Técnico N° 2841-2013-MINAGRI-DGFFS/DGEFFS, de fecha 21 de agosto de
2013, de la Direccion de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre, sefiala que se ha cumplido con remitir la
documentacién para solicitar la modificacion de la Resolucion Directoral N° 0350-2012-AG-DGFFS-
DGEFFS y que la presente solicitud de modificatoria se enmarca dentro de los objetivos propuestos
para el estudio titulado “Programa de Conservacién de Mamiferos Silvestres en la Amazonia Peruana:
Evaluaciéon de la Sostenibilidad de la Caza de subsistencia” autorizado con R.D. N° 0350-2012-AG-
DGFFS-DGEFFS.

Que, el precitado Informe recomienda modificar el articulo 1° de la R.D. N° 0350-2012-AG-
DGFFS-DGEFFS, en el sentido que se debera incorporar para el desarrollo del siguiente estudio a las
Comunidades Nativas Los Jardines y Nuevo Porvenir ubicadas a orillas del rio Pastaza en el
departamento de Loreto y la Comunidad Nativa José Olaya, ubicada a orillas del rio Corrientes en el
departamento de Loreto;

En uso de las atribuciones conferidas por el articulo 61° del Decreto Supremo N° 031-2008-AG,
que aprueba el Reglamento de Organizacion y Funciones del Ministerio de Agricultura; que en su inciso
n) precisa como funciones de la Direccion de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre la de autorizar la
extraccion de especimenes de flora, fauna silvestres y microorganismos con fines de investigacion.
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ANEXO 7
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ANEXO 8

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL CONVENGAO SOBRE O CONVENTION ON 1) Pag. N° 111

MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE - MMA COMERCIO INTEANACIONAL  INTERNATIONAL TRADE

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE DE ESPECIES DA FLORA IN ENDANGERED SPECIES

EDOS RECURSOS NATURAIS . E FAUNA GELVAGEM OF WILD FAUNA 2) Data Emissdo/iasuing Date: 09/12/2014

RENOVAVEIS - IBAMA EM PERIGO DE EXTINGAO AND FLORA

SCEN Tracho 2 - Ed. Sede - Cabm Postal n° 09870 - CEP 70818-900 - Brasiia-DF

3) Vélido Até/Valid Until: 09/0622015

4) Licenga n®/Permit n% 6) Selo n°/Stamp n°: 1236963 8) Controte/Check ': NGYYDFD1KAIDZMSX
14BR015991/DF 9) Adm. ing M Authority
5) Licenca de/Permit for
Importagéo/import {
Assinmu‘akignatdre
10) Impor 11) Exportador{ [Exporter{Re-axporter)

DIVA ANELIE DE ARAUJO GUIMARAES PEDRO GINES MAYOR APARICIO

L
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Brasi - BR Peru - PE
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THIS PERMIT OR CERTIFICATE IS ONLY VALID FOR ONE SHIPMENT.
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ANEXO 9

446996 ¥ NORMAS LEGALES

El Peruano
Lima, viernes 22 de julio de 2011

La tenencia por personas naturales de ejemplares de
especies de fauna silvestre se rige por lo que establece el
reglamento. Estos solo pueden provenir de zoocriaderos o
areas de manejo autorizadas y deben estar debidamente
marcados y registrados ante la autoridad regional forestal
y de fauna silvestre y por el titular interesado, quien
es legalmente responsable del bienestar de dichos
ejemplares.

TiTULO V
Medidas sanitarias y de control biolégico

Articulo 100. Medidas sanitarias

Laautoridadregional forestal y de faunasilvestre realiza
o autoriza la aplicaciéon de medidas sanitarias, incluyendo
la extraccion de ejemplares de fauna silvestre por razones
de sanidad o de seguridad, con el objeto de evitar dafios
que ejemplares de especies de la fauna silvestre puedan
ocasionar en forma permanente o eventual, directamente
al hombre, a la agricultura, a la ganaderia, a la vegetacion
y a la propia fauna silvestre.

La autoridad regional forestal y de fauna silvestre
coordina su ejecucién con el Servicio Nacional de
Sanidad Agraria (Senasa) y con la autoridad competente
del Ministerio de Salud cuando se trate de aspectos
sanitarios.

Articulo 101. Uso de aves de presa para el control
biolégico

La autoridad regional forestal y de fauna silvestre
autoriza el uso de aves de presa para el control biolégico,
las cuales solo provienen de zoocriaderos autorizados,
asegurandose su adecuado manejo y bienestar.

TiTuLo Vi
Caza
Articulo 102. Caza de subsistencia

La caza de subsistencia es la que se practica
exclusivamente para la subsistencia del cazador y de
su familia. Estd permitida solo a los integrantes de las
comunidades campesinas y nativas. En el caso de los
pobladores rurales, se realiza en ambitos autorizados por
la autoridad regional forestal y de fauna silvestre.

Las autoridades comunales, mediante acuerdos
internos, regulan y administran el aprovechamiento de las
especies de fauna silvestre en el ambito de sus tierras en
funcién al nimero de habitantes, area de la comunidad
y situacién de la conservacion de la fauna silvestre,
respetando las regulaciones sobre especies amenazadas
y asegurando la conservacion del recurso, estableciendo
un listado de especies susceptibles de ser empleadas
para la caza para consumo doméstico fijando temporadas
y cuotas, siendo este el instrumento de gestion reconocido
por la autoridad regional forestal y de fauna silvestre.

Articulo _103. Caza o captura con fines
comerciales

La caza o captura con fines comerciales es la que se
practica en areas autorizadas para obtener un beneficio
econoémico. Debe tener |a respectiva licencia, autorizacion
o contrato y estd sujeta al pago de los derechos
correspondientes.

Cada autoridad regional forestal y de fauna silvestre
elaboray aprueba el calendario regional de caza comercial
de acuerdo a la especie, distribucion, cantidad y valor
comercial.

Este calendario se basa en la informacién cientifica
obtenida de los estudios poblacionales de las especies
que consigna, realizados por el Serfor o las autoridades
regionales forestales y de fauna silvestre o por terceros,
considerando su impacto en las poblaciones de las
especies y en los ecosistemas que sustentan dichas
poblaciones. Fija las temporadas de caza y los volimenes
totales autorizados a extraer.

La comercializacién de carne de especies de fauna
silvestre solo procede en caso de que provenga de
zoocriaderos o areas de manejo. Con este fin, para las
areas de manejo, la autoridad regional forestal y de fauna

silvestre establece las especies y el volumen maximo
permitido para comercializar por temporadas a cada
cazador comercial registrado y a la comunidad en su
conjunto.

Articulo 104. Caza deportiva

La caza deportiva es la que el cazador practica
Unicamente con fines deportivos y sin fines de lucro,
contando con la licencia y la autorizacién correspondiente
otorgadas por la autoridad regional forestal y de
fauna silvestre, de acuerdo a los tipos y modalidades
especificados en el reglamento.

La licencia tiene alcance nacional, la autorizacién es
de alcance regional.

La autoridad regional forestal y de fauna silvestre
elabora y aprueba los calendarios regionales de caza
deportiva, considerando las unidades de gestion forestal y
de fauna silvestre dentro de su jurisdiccion, de acuerdo a
la especie, distribucion, abundancia e interés cinegético,
fijando las temporadas de caza y las cuotas de extraccion
totales y por autorizacion.

El reglamento regula la practica de la caza deportiva
y de las actividades econdémicas y servicios vinculados a
esta actividad a fin de optimizar sus beneficios ecolégicos
y socioeconémicos.

Articulo 105. Cetreria

La cetreria es la caza de animales silvestres en su
medio natural mediante el empleo de aves de presa
adiestradas por el hombre y con fines deportivos. Solo
se permite el uso de aves de presa reproducidas en
zoocriaderos o cuya captura haya sido autorizada por el
Serfor.

Estd sujeta a los calendarios regionales de caza
deportiva en los aspectos que corresponda.

Su practica requiere contar con licencia y autorizacion
para la tenencia de cada ave de presa, otorgada por la
autoridad regional forestal y de fauna silvestre, salvo que
se trate de especimenes extraidos del medio natural, en
cuyo caso corresponde al Serfor otorgar la autorizacion.

TiTULO VI
Conservacion de la fauna silvestre

Articulo 106. Rol del Estado en la conservacion de
la fauna silvestre

ElEstado promueve, normay supervisalaconservacion
y el uso sostenible de la fauna silvestre, bajo cualquier
modalidad establecida en esta Ley. Para ello, asigna el
presupuesto correspondiente.

Promueve la participaciéon privada y comunal en el
manejo para la conservacién y aprovechamiento de la
fauna silvestre.

Fomenta la conciencia nacional sobre el manejo de la
fauna silvestre y de los ecosistemas que sustentan sus
poblaciones y su capacidad de renovacion natural.

Articulo 107. Lista de ecosistemas fragiles

El Serfor, en coordinacion con las autoridades
regionales forestales y de fauna silvestre, aprueba la
lista de ecosistemas fragiles en concordancia con la Ley
28611, Ley General del Ambiente, con base en estudios
técnicos e informacion cientifica disponible, en el ambito
de su competencia. Esta lista se actualiza cada cinco
afos, caso contrario queda automaticamente ratificada.

El Serfor establece las condiciones para el uso de
los recursos forestales y de fauna silvestre en estos
ecosistemas.

Articulo 108. Planes nacionales de conservacion y
aprovechamiento sostenible de especies clave

ElSerfor elaboralos planes nacionales de conservacién
y aprovechamiento sostenible de especies clave de fauna
silvestre que, por su importancia econémica y su grado
de amenaza, requieren medidas especiales para su
conservacion a fin de continuar brindando beneficios a la
sociedad sin poner en riesgo su supervivencia.

En el caso de especies de interés cinegético con
poblaciones de baja densidad, se incorporan en los planes
respectivos criterios de precaucién y gradualidad.
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