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RESUMO

Tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) podem se infectar com patogenos
comumente diagnosticados em animais domésticos e desenvolver quadros clinicos,
subclinicos ou vir a dbito. A disseminagao de patdgenos € agravada por acdes antropicas, que
ocasionam maior proximidade entre a fauna doméstica e silvestre. O objetivo deste trabalho ¢
determinar se os hemopatdgenos dos géneros Ehrlichia, Babesia, Cytauxzoon, Hepatozoon e
Leihsmania estdo circulantes na populagdo de caes, gatos e tamanduas-bandeira presentes no
Tridngulo Mineiro. Para auxiliar no diagnostico, foram realizadas técnicas de detec¢do direta
como esfregaco sanguineo com sangue periférico fresco, testes moleculares como a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento nucleotidico, além do teste de triagem
imunocromatografico TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina para detec¢do indireta de
Leishmania infantum. Obteve-se um total de 13 amostras de tamanduéa-bandeira, 77 amostras
de cdo e 39 amostras de gato, provenientes da zona rural de Uberlandia. Foram vizualizados
trofozoitos e merozoitos, sugestivos de Babesia sp., inclusdes plaquetarias basofilicas
sugestivas de Anaplasma platys e gamontes sugestivos de Hepatozoon canis. Os piroplasmas
estavam presentes em 61,33% das amostras de cdo e 10,25% das amostras de gatos, na PCR,
utilizando o primer para triagem. Nenhuma amostra foi positiva para Cytauxzoon felis e
Babesia vogeli na PCR especifica. Hepatozoon esteve presente em 19,48% das amostras de
cao na PCR, e o sequenciamento nucleotidico de algumas amostras positivas confirmou a
espécie H.canis. Somente uma amostra de cdo foi positiva para Ehrlichia monocitica, sendo
que o sequenciamento confirmou a espécie E.canis. Todas as amostras testadas no TR DPP®,
foram negativas.O tamandua-bandeira estd classificado como vulneravel no Brasil, sendo a
espécie foco de programas de monitoramento e conservagdo. E importante conhecer as
doencas que podem afetar a espécie, entre elas os patdogenos compartilhados com animais

domésticos, direcionando assim estratégias para aperfeicoar agcdes para sua conservagao.

Palavras-chave: Xenarthra. Hemopatogenos. Conservagao. Animais domésticos.



ABSTRACT

Giant anteaters (Myrmecophaga tridactyla) can become infected with pathogens commonly
diagnosed in domestic animals, leading to clinical, subclinical, or fatal outcomes. The spread
of pathogens is exacerbated by anthropogenic activities, which result in closer proximity
between domestic and wild fauna. The objective of this study is to determine if hemoparasites
of the genera Ehrlichia, Babesia, Cytauxzoon, Hepatozoon, and Leishmania are circulating in
the population of dogs, cats, and giant anteaters present in the Tridngulo Mineiro region.
Direct detection techniques such as peripheral blood smears with fresh blood, molecular tests
like Polymerase Chain Reaction (PCR) and nucleotide sequencing, as well as the TR DPP®
Canine Visceral Leishmaniasis immunochromatographic screening test for indirect detection
of Leishmania infantum were performed to aid in diagnosis. A total of 13 samples from giant
anteaters, 77 samples from dogs, and 39 samples from cats, all from the rural area of
Uberlandia, were obtained. trophozoites and merozoites suggestive of Babesia sp., basophilic
platelet inclusions suggestive of Anaplasma platys, and gamonts suggestive of Hepatozoon
canis were visualized. Piroplasms were present in 61.33% of dog samples and 10.25% of cat
samples in PCR using the screening primer. No samples were positive for Cytauxzoon felis
and Babesia vogeli in the specific PCR. Hepatozoon was present in 19.48% of dog samples in
PCR, and nucleotide sequencing of some positive samples confirmed the species as H. canis.
Only one dog sample tested positive for Ehrlichia monocitica, with sequencing confirming
the species as E. canis. All samples tested with TR DPP® were negative. The giant anteater is
classified as vulnerable in Brazil and is the focus of monitoring and conservation programs. It
is important to be aware of the diseases that can affect this species, including pathogens

shared with domestic animals, in order to direct strategies for its conservation.

Keywords: Xenarthra. Hemoparasites. Conservation. Domestic animals.
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1 INTRODUCAO

O tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) ¢ um mamifero da superordem
Xenarthra, presente em quase todos os biomas brasileiros, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Mata
Atlantica e Amazonia. Apesar dessa ampla distribui¢do, sua populacdo estd em constante
ameaga, estando classificado como vulneravel de acordo com a IUCN (International Union
for Conservation of Nature) (OLIVEIRA et al., 2020). Ao longo dos ultimos anos a populagao
reduziu cerca de 30%, em todo territorio (MIRANDA, 2014). No Cerrado a espécie estd em
declinio, sendo a principal causa o desmatamento para cultivo de soja e milho (MIRANDA et
al., 2015).

O desmatamento juntamente com a degradagdo, a fragmentagdo dos habitats,
atropelamentos e queimadas, decorrentes das atividades humanas, emergem como os
principais desafios enfrentados pela espécie em nosso pais. Estas atividades tém colocado em
risco a sustentabilidade e a preserva¢do do tamandua-bandeira (MIRANDA, 2008). Esses
animais possuem caracteristicas que a tornam mais sensiveis as alteragdes de habitat e a
pressao antropica, como um baixo potencial reprodutivo, baixa taxa metabodlica, temperatura
corporal e especificidade da dieta, composta basicamente de cupins ¢ formigas (BRAGA et
al., 2014; PAN, 2020).

Muitas doencas infecciosas tém sido desencadeadas por transformagdes nas dinamicas
ecologicas entre patogenos e seus hospedeiros. Essas mudangas podem ser originadas
naturalmente ou devido a influéncias humanas, como a expansao de fronteiras agropecuarias e
agricolas, a fragmentacdo dos biomas, a polui¢do, entre outros fatores. Essas alteragdes nos
ecossistemas propiciam um aumento no contato entre patdgenos € novas populagdes de
hospedeiros, ¢ a pressdo da sele¢do natural favorece a prevaléncia de patogenos que se
adaptem a essas novas condi¢des ambientais (PATZ et al., 2000; DASZAK et al., 2001).

Caes e gatos podem impactar a fauna nativa através da predagdo, competicdo,
hibridizacdo e transmissdo de doencas (YOUNG et al., 2011). Esses animais sdo portadores
de diversos patdégenos potencialmente nocivos. Alguns patdogenos possuem influéncia direta
sobre populacdes de espécies selvagens. Esses animais podem transmitir, ser reservatorio ou
amplificadores de alguns agentes, podendo levar algumas espécies silvestres ao risco de
extingdo (JORGE et al. 2010). Alguns estudos visando esses patogenos, tem se destacado
como um tema importante entre pesquisadores da conservagao (MIRANDA, 2008; CALCHI

et al., 2020). Avaliar a situagdo sanitaria e manejo de caes e gatos residentes no entorno de
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areas de preservacdo ambiental, sdo essenciais para planejamento de estratégias de protecdo a
fauna silvestre nativa (HELIODORO et al., 2019). Animais silvestres também podem servir
de fonte de infeccdo para animais domésticos, ¢ preciso avaliar as condi¢des sanitarias desses
animais antes da reintrodu¢do, a fim de conhecer e prevenir possiveis riscos sanitdrios
(JORGE et al., 2008).

Identificar potenciais patdogenos compartilhados entre a fauna doméstica e silvestre,
presentes em areas de preservacdo ambiental, avaliar as condig¢des, riscos de transmissao e
desenvolvimento de doencas, ¢ fundamental para implementar programas de manejo dos
animais domésticos no entorno das UC’s (HUGHES; MACDONALDS, 2013). Existem hoje
no Brasil iniciativas desenvolvidas, por diversos grupos para a conservagdo do tamandud-
bandeira, a exemplo das promovidas pelo Projeto Bandeiras ¢ Rodovias, o Instituto
Tamandud, o Instituto Jurumi e o Projeto TamanduASAS. Todos eles compostos por equipes
multidisciplinares que atuam em vérias areas para a preservacao e conservacdo da espécie.

Assegurar a conservacao das espécies brasileiras da fauna e da flora, juntamente com
seus respectivos habitats, desempenha um papel fundamental na garantia da sustentabilidade
dos recursos naturais € na preservacao dos servigos ecossist€émicos vitais para o bem-estar
humano. O Brasil, com sua imensa biodiversidade, ostenta uma posi¢do de destaque na
responsabilidade pela conservagdo da natureza. Nesse contexto, a implementacao de agdes de
conservagdo que visem mitigar o risco de extingdo das espécies ameagadas ¢ de suma
importancia para o meio ambiente e para a sociedade brasileira como um todo (MMA, 20-).

Diante disso o presente trabalho tem como principal objetivo a pesquisa de
hemopatdgenos em tamanduds-bandeira, inseridos em um projeto de reabilitagdo, soltura e
monitoramento, e em cdes e gatos domésticos provenientes de uma comunidade carente,
proximos a uma RPPN, onde sdo realizadas a soltura dos tamanduas-bandeira, ¢ um Parque

Estadual, na zona rural de Uberlandia.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de Hepatozoon spp., Babesia spp., Cytauxzoon spp., Ehrlichia
spp. € Leishmania. Em tamandués-bandeira em processo de reabilitagdo e monitoramento, ¢

em caes e gatos domésticos.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a ocorréncia dos hemopatdégenos dos géneros Hepatozoon, Babesia,
Cytauxzoon, Ehrlichia, e Leishmania,
- Verificar possiveis diferenciagdes entre espécies de Hepatozoon spp., Babesia spp.,

Cytauxzoon spp., € Ehrlichia spp. Presentes nos mamiferos envolvido no estudo.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tamandua-bandeira

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) pertence a Superordem Xenarthra
que atualmente ¢ dividida nas Ordens Pilosa (tamanduéas e preguigas) e Cingulata (tatus)
(ICMBio, 2018). Os tamanduas fazem parte da familia Myrmecophagidae e no Brasil ha
ocorréncia de trés espécies: o tamandua-bandeira (Mymecophaga tridactyla), tamandua-mirim
(Tamandua tetradactyla) e o tamanduai (Cyclopes spp.) (MIRANDA et al., 2014, 2017).
Tamaduas-bandeira sdo animais que se caracterizam por ter pelagem densa, auséncia total de
dentes, focinho longo e conico, orelhas e olhos pequenos, negros, membros toracicos fortes e
com garras protegidas no apoio plantar, sendo este seu unico meio de defesa e auxiliar na
procura por alimento, foto 1 (MIRANDA, 2014). Apresentam baixo metabolismo e baixa
temperatura corporal, o que influencia diretamente no seu padrdo de atividade diaria, sendo
ativo em apenas um periodo do dia, a depender da temperatura do ambiente. Possui habitos
terrestres, baixa dispersdo ao longo do dia, potencial reprodutivo reduzido, atinge a
maturidade sexual aos dois anos, tendo somente um filhote por ano. De habito solitario, so se

encontram acompanhados no periodo reprodutivo e durante a amamentacdo, que nessa
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espécie se estende até o sexto més do filhote (MIRANDA, 2014; CALCHI et al., 2020;
TESSARI, 2021).

AR

Figura 1: Tamandua-bandeira (Mymecophaga tridactyla) reabilitado e monitorado, pelo
projeto TamanduAsas. Foto: Aurélio Gomes.

Fonte: https://www.nobilisfauna.com/projetos/tamanduasas

Sdo endémicos do continente americano, ocorrendo na América do Sul e norte da
América Central. Estando na categoria de vulnerdvel, de acordo com a lista vermelha de
espécies ameacadas da I[UCN, em todo territério que ocupa nas Américas, sendo considerado
extinto em algumas partes conforme a figura 2 (MIRANDA et al., 2014). As principais
ameacas para a espécie sao atropelamento, caga predatdria, ataque de caes domésticos, perda

de habitat pelo desmatamento e queimadas.
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I EXTANT (RESIDENT)
@ POSSIBLY EXTINCT ARGENTINA
Figura 2: Distribui¢do do Myrmecophaga tridactyla nas Américas, sendo considerado
possivelmente extinto em algumas regides, demarcadas de vermelho.

Fonte: https://www.iucnredlist.org/species/14224/47441961#geographic-range

Em alguns estudos publicados recentemente no Brasil, pode-se observar que esses
animais sdo acometidos por diversos patégenos como, virus, principalmente o Morbilivirus,
considerado altamente letal para essa espécie (ASHPOLE et al., 2020; GRANJEIRO et al.,
2020; SOUZA et al., 2022), hemoparasitos (SEBASTIANI, 2018: CALCHI et al., 2020),
protozoarios (SEBASTIANI, 2018; PENA et al., 2020), bactérias (MIRANDA et al., 2014),
além de ectoparasitos (FRANK et al., 2012; SZABO et al., 2019; EZQUIAGA et al., 2021) ¢
endoparasitos (ARENALES et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020). Afec¢des que podem levar
a um declinio na populacdo, a depender do grau de parasitemia (MACEDO et al., 2022).

O Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) aprovou por
meio da Portaria n® 534/2022, o Plano de Ac¢do Nacional para a Conservacdo do Tamandua-
bandeira, Tatu-canastra e Tatu-bola — PAN Tamandua-bandeira e Tatus. Com o objetivo de
promover a conservagdo das espécies de Xenartros brasileiros ameacadas de extingdo (PAN,
2020). As estratégias para a conservacao da espécie envolvem a realizagcdo de pesquisas sobre

o status populacional, criagdo ¢ manutencdo de Unidades de Conservagdo (UCs), implantagao


https://www.iucnredlist.org/species/14224/47441961#geographic-range
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de corredores ecologicos, educagdo ambiental principalmente de comunidades proximos a
UCs e a promogao de alternativas de desenvolvimento sustentavel (FERREIRA et al., 2011).

No ano de 2017 uma parceria entre Instituto Estadual de Florestas (IEF), o Ministério
Publico do Meio Ambiente (MPMA) e Projeto Bandeiras e Rodovias, foi criado e idealizado
o Projeto TamanduASAS, no estado de Minas Gerais, que consiste basicamente em criar,
reabilitar e realizar solturas monitoradas de tamandués-bandeira. Todos os animais do projeto
sao filhotes, a maioria deles orfaos de maes vitimas de atropelamento. Esses animas sdo
criados enquanto filhotes e jovens, em diversos centros de triagens e centros de reabilitagcdo
no estado de Minas Gerais. Ao atingirem um ano a um ano ¢ meio de vida, eles sdo
encaminhados para Uberlandia onde vao se integrar ao projeto. Sendo essa uma alternativa de
destinagdo responsavel que proporciona a nao permanéncia em cativeiro de tamanduas
nascidos em vida-livte. O TamanduASAS conta também com parcerias para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, de educagdo ambiental, de protecio a
biodiversidade e de conservagdo dos tamandudas-bandeira, essas a¢des fazem parte do PAN-
Tamandua-bandeira e Tatus (IEF, 2019; NOBILIS, 2020).

Antes da soltura, os animais aptos passam por um minucioso exame clinico, avaliagao
sanitaria e exame de imagem (ultrassom). O colete de monitoramento ¢ entdo colocado no
animal, para que ele se adapte ao mesmo. Apds esse periodo de adaptacdo os animais sao
reintroduzidos, de forma branda, onde as portas dos recintos permanecem abertas caso o
animal ndo se sinta seguro em algum momento, contando com alimentacdo em comedouros
externos ao recinto, como forma de suporte para a adaptacdo a vida livre (SILVA et al.,
2021b). Apos a soltura, eles sdo monitorados toda semana por cerca de um ano e meio a dois
anos, a depender da durabilidade da bateria do colete, com equipamentos de rastreamento via
GPS — Iridium modelo TGW-4470-4. Fabricado pela Telonics Inc, localizado no Arizona,
EUA. O GPS gera coordenadas, enviadas diariamente, indicando onde o animal passou. Nessa
fase o principal objetivo ¢ avaliar a sobrevivéncia, adaptacdo e estado geral de satde dos
animais. S3o realizadas, caso necessario, capturas. Com o monitoramento, obtém-se dados
sobre a capacidade de busca por alimento e agua, interagdo com seres humanos e outros
animais (domésticos e silvestres), deslocamento, dispersao, busca e estabelecimento de um

territorio e reproducgdo (IEF, 2019; NOBILIS, 2020; SILVA et al., 2021a).
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3.2 Interacio entre animais silvestres e domésticos no entorno de Unidades de

Conservacao - UCs

As Unidades de Conservagdo sao divididas em duas categorias: Unidade de Protecdo
Integral e Unidade de Uso Sustentdvel. A Unidade de Prote¢do Integral engloba: Estacdo
Ecoldgica, Reserva Bioldgica, Parque Nacional, Monumento Natural e Refiigio de Vida
Silvestre. Na Unidade de Uso Sustentavel tem-se: Area de Protecio Ambiental, Area de
Relevante Interesse Ecologico, Floresta Nacional, Reserva Extrativista, Reserva de Fauna,
Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel e Reserva Particular do Patriménio Natural
(BRASIL, 2000).

Cada vez mais os seres humanos estdo adentrando novos ambientes, com o crescente
aumento populacional, e consequente processo de antropizagdo, ocorrendo uma elevacao
expressiva na populacdo de mamiferos domésticos no entorno de areas preservadas (BUTTKE
et al., 2015). Esses animais podem atuar como predadores (RANGEL et al., 2013; PEREIRA
et al., 2019), transmissor de patogenos (CURI et al., 2006, 2014; LESSA et al., 2016) além de
competirem por recursos com animais silvestres (CAMPOS et al., 2007; LESSA et al., 2016).

As espécies invasoras sdo a segunda maior causa de extingdo de espécies nativas,
perdendo apenas para supressdo de habitat (GUTIERREZ, 2006; DUENAS et al., 2018). Cies
e gatos domésticos sdo espécies invasoras no Brasil e consideradas um problema atual em
UCs (ROMA et al., 2020). Segundo o Instituto Pet Brasil (IPB), na altima pesquisa realizada
em 2021, ha no Brasil cerca de 58,1 milhoes de caes e 27,1 milhdes de gatos, estando o pais
em segundo lugar no ranking mundial em numeros de caes e gatos, perdendo apenas para os
Estados Unidos da América (IPB, 2021). O abandono de animais domésticos ¢ frequente e
comum. As causas de abandono estdo geralmente relacionadas, problemas comportamentais
dos animais, estilo de vida dos proprietarios, falta de espaco na moradia, desconhecimento
sobre as responsabilidades e custos gerados pela manutencdo do animal (ALVES et al., 2013).
Animais domésticos abandonados frequentemente criam colonias e podem se tornam ferais,
perpetuando no ambiente selvagem (LACERDA et al., 2009).

Caes e gatos sdao portadores de diversos patdgenos potencialmente nocivos a fauna
silvestre (HELIODORO et al., 2020). Areas proximas a UCs abrigam uma diversidade
enorme de fauna e flora silvestre endémica e atraem muitos turistas adeptos ao ecoturismo
(BRANDAO, 2020). Conhecer esses patogenos é imprescindivel para a manutengdo desses

animais no entorno de areas preservadas, para planejamento de agdes protetivas e preventivas
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em relacao a fauna nativa (AMBROSIO et al., 2013; CURI et al., 2014a; RODRIGUES et al.,
2017; HELIODORO et al., 2020).

Virios estudos tém demonstrado que o cdo e o gato doméstico sao frequentemente
encontrados em dreas rurais proximos a unidades de preservacdo ambiental em todo pais
(LACERDA et al., 2009; CARVALHO et al., 2013; PASCHOAL et al., 2012; VILELA et al.,
2014; LESSA et al., 2016; LAURINDO et al., 2017, MACHADO et al., 2022). Esses animais
podem atuar como espécie sentinela, transportadora e ou reservatorio de varios patégenos de
importancia zoonética (NAVA, 2008; PINTER et al., 2008; CURI et al., 2014a, 2014b, 2016;
PEREZ, 2015; CAMPOS et al., 2020). Animais domésticos podem transmitir diversos
patdégenos para os animais silvestres, levando algumas espécies vulneraveis ao risco de
extingdo, o contrario também pode ocorrer (DASZAK et al., 2000; ASHPOLE et al., 2020;
HELIODORO et al., 2020). Monitorar esses animais, principalmente proximos a UCs ¢
fundamental para a saude coletiva (ALBUQUERQUE et al., 2020).

A regido do Tridngulo Mineiro ¢ uma das mais atingidas no estado pelo desmatamento
ao longo dos anos devido ao intenso uso agropecuario e producdo de monoculturas
(MACHADO et al., 2007). Entre as cidades de Uberlandia e Araguari, esta a primeira
Unidade de Conservagdo (UC) da regido o Parque Estadual do Pau Furado (PEPF), com
ocorréncia predominante de vegetacdo caracteristica do bioma Cerrado, e fragmentos de
Floresta Estacional Decidual, Mata Ciliar e Cerrado sentido restrito (IEF, 2011). As 4reas ao
redor, do parque, sdo habitadas por moradores de quatro comunidades ¢ uma Reserva
Particular do Patrimdnio Natural (RPPN).

No século 19 o médico patologista alemdo, Rudolf Virchow ja afirmava que entre
medicina humana e animal ndo deveria haver divisorias, sendo um dos primeiros a observar as
doencas e/ou infecgdes transmitidas para o homem através dos animais (zoonoses). Em 2008,
com o objetivo de realizar um trabalho integrado a Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) e Organizacdo das Nag¢des Unidas para
alimentacdo e agricultura (FAQO), alertaram que a prevencdo e o controle de patdgenos na
producdo animal, podem evitar muitas doencas. Eles também afirmaram que muitas delas
podem ser combatidas por meio da atuagdo integrada entre a Medicina Veterinaria, Medicina
Humana e outros profissionais da saude. Surgiu entio o termo One Health ou Satide Unica,

que traduz a unido entre Saide animal, humana e ambiental (OIE, 20--).
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3.3 Ectoparasitos em cies, gatos e tamanduas-bandeira

Ectoparasitos sdo artropodes, de véarias espécies, comumente encontrados na pele,
pelos e cavidade de animais e seres humanos, necessitando dos hospedeiros para
sobrevivéncia e perpetuagdo da espécie (WALL; SHEARER, 2001). Em mamiferos, silvestres
e domésticos, os ectoparasitos hematdfagos mais comuns sao piolhos, pulgas, acaros, dipteros
e carrapatos (LABRUNA et al., 2002; STALIVIERI et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010;
BASTOS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2021). Os ectoparasitos exercem basicamente dois
tipos de relagdo com os hospedeiros, sendo elas: parasitos obrigatdrios: nesse tipo de relagdo o
ectoparasito ¢ totalmente dependente do hospedeiro durante todo o seu ciclo evolutivo, ele vai
se reproduzir, alimentar e viver em apenas um unico ser. Ja na relagdo parasitos facultativos: o
ectoparasito vai viver apenas em alguns momentos no hospedeiro, para alimentacdo ou
copula, neste caso ele nao depende totalmente de um unico hospedeiro, podendo, em algumas
espécies, ao longo da sua vida ter acesso a outros hospedeiros, de espécies diferentes ou a
mesma espécie e em alguns casos os seres humanos (WALL; SHEARER, 2001).

Ectoparasitos sdo capazes de veicular inumeros patdgenos, sendo neste caso,
conhecidos como vetores (OLIVEIRA et al., 2021), Sdo considerados vetor bioldgico ou
vetor mecanico de alguns patdogenos como: virus, bactérias, protozoarios, endoparasitos e
fungos, alguns de grande importincia zoonotica a exemplo de: Yersinia pestis (Peste
Bubonica), Rickettsia rickettsii (Febre Maculosa), Arbovirus (Febre Amarela, Dengue, Zika e
Chikungunya), Leishmania spp. (Leishmaniose), Trypanosoma spp. (Doenca de Chagas e
Doenga do Sono), Borrelia burgdorferi (Doencga de Lyme) , Ehrlichia (Erliquiose), Babesia
spp. (Babesiose) e Dirofilaria spp. (Dirofilariose) (DUMLER et al., 2007; SILVA;
LANGONI, 2009; ISMAIL et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014; LOPES et al., 2014;
DANTAS-TORRES; ONTRATO, 2015; AVELAR et al., 2019; WAKED et al., 2022). Sendo
responsaveis também por carrear patdogenos que acometem vdrias espécies de mamiferos
silvestres e domésticos como, Hepatozoon e Cytauxzoon (ANDRE et al., 2009, 2010a, 2015;
ARRAIS et al., 2021).

O conhecimento dos ectoparasitos que acometem em caes e gatos residentes em areas
rurais ¢ proximos a UCs ¢ uma ferramenta importante para estratégias preventivas e de
controle dos mesmos e dos patéogenos transmitidos por eles (SILVA et al., 2017; JORGE et
al., 2010). Alguns estudos relatam a presenca de carrapatos: Amblyomma ovale, A.sculptum,

A.aureolatum, Rhipicephalus sanguineus, R.microplus e pulgas: Ctenocephalides felis e
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C.canis, em animais domésticos moradores de areas rurais com acesso a UCs (RODRIGUES
et al., 2008; QUEIROGAS et al., 2010; SILVA et al.,, 2017; VILLEGAS, 2019). Em
tamanduds os principais ectoparasitos encontrados sdo carrapatos: Amblyomma sp.,
Amblyomma auricularium, A.dubitatum, A.calcaratum, A.nodosum, A.sculptum, A.ovale,
R.microplus, R.sanguineus e pulgas Equidofagos sp., Xenopsylla cheopis (LABRUNA et al.,
2002; DANTAS-TORRES et al., 2006a; FIGUEIREDO et al., 2010; FRANK et al., 2012;
MARTINS et al., 2017; SZABO et al., 2019; GUILLEMI et al., 2020).

3.4 Hemopatogenos

Os hemopatdgenos sdo parasitas intracelulares obrigatorios, acomete células do
sistema hematopoiético, podendo se multiplicar e desenvolver em hemadcias, leucdcitos e
plaquetas, a depender do agente. S3o transmitidos através de vetores, em sua maioria
invertebrados. Constituidos basicamente de varias espécies de bactérias, protozoarios e virus.
Alguns desses agentes podem afetar seres humanos e animais (OTRANO, DANTAS-
TORRES; LEAL et al., 2015)

3.4.1 Familia Anaplasmataceae

A familia Anaplasmataceaec compreende os géneros Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria,
Wolbachia e Neorickettsia (DUMLER et al., 2001; LASTA et al., 2013). E composta de
bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatérias, formando corpusculos de inclusdo no
interior das células do hospedeiro, se replicando no interior destes corpusculos. As células
acometidas sdo leucocitos, eritrocitos, plaquetas e células endoteliais, dependendo da espécie
do patogeno (NICHOLSON, 2018). Dentro dessas células infectadas formam microcoldnias
denominadas morulas (CALCHI et al., 2020). Podem causar doenca branda a severa
acometendo mamiferos silvestres, domésticos e seres humanos (BAKKERN et al., 2006).

O género Ehrlichia foi descrito pela primeira vez em cdes na Argélia no ano de 1935
por Donatien e Letosquard, apos observarem casos agudos de febre e anemia em varios caes.
No entanto, somente durante a Guerra do Vietna (1968 a 1970) foi entdo caracterizada pelos
Meédicos Veterindrios do servigco militar dos Estados Unidos, ao observarem uma epizootia
que acometeu mais de 300 cdes em servigo militar, esses animais adoeceram e/ou morreram

(HUXOLL et al., 1970). No Brasil, o primeiro relato ocorreu no ano de 1973, em caes na
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295 cidade de Belo Horizonte (COSTA et al., 1973). Atualmente consiste em seis espécies
296  descritas: E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E. minasensis ¢ E. ruminantium,
297  infectam uma ampla gama de mamiferos domésticos, silvestres e humanos. Sendo algumas
298  delas consideradas zoonoses emergentes, como E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. canis
299 (DUMLER et al., 2001; ISMAIL et al., 2010; CABEZAS-CRUZ et al., 2012).
300 A bactéria ¢ transmitida no repasto sanguineo de vetores artropodes hematdfagos,
301  principalmente carrapatos (CALCHI et al., 2020). Quando o carrapato suscetivel realiza o
302  repasto em um animal infectado, a bactéria ¢ ingerida juntamente e vai penetrar nas células da
303  parede intestinal do vetor, onde ocorre a primeira replicacdo. Posteriormente migram até as
304  glandulas salivares, invadem o epitélio e sofrem uma nova replicagdo, ficando assim na
305  secrecdo salivar, sendo transmitida ao hospedeiro vertebrado em um novo repasto sanguineo
306 (SILVA, 2015). Ao entrar na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, a bactéria invade
307  as células mononucleares ou granulociticas, formando um vactiolo no citoplasma, onde ocorre
308  a multiplicagdo por fissdo binaria (ISMAIL et al., 2010). Na microscopia Optica observa-se
309 uma morula e ou coldnia bacteriana nesse vacuolo (VIEIRA et al., 2011).
310 A erliquiose ¢ uma enfermidade de regides tropicais, temperadas e subtropicais, devido
311 ao vetor principal, os carrapatos da familia Ixodidae, estarem presentes nessas regides
312 (ALMOSNY, 2002). Conforme descrito no quadro pode-se observar os vetores, principais
313 hospedeiros e a distribuicdo geografica das seis espécies ja conhecidas de Ehrlichia sp.
314
315  Quadro 1: Espécies de Ehrlichia, seus hospedeiros vertebrados, invertebrados e distribuigdo
316  geografica, conhecidos.
Espécie Vetor Hospedeiro Distribuicio Referéncia
vertebrado geogrifica
Ehrlichia canis Rhipicephalus Canideos Distribuigdo Mundial Costa et al., 1973.
sanguineus
Ehrlichia Amblyomma Humanos e América do Norte Ismailetal., 2010.
chaffeensis americanum Ruminantes (algumas evidéncias = Silveira, 2011.
de  infec¢do  na
América do  Sul,
Africa e Asia)
Ehrlichia Amblyomma sp. Ruminantes Africa e América do Matos et al., 2019.
ruminantium Norte
Ehrlichia ewingii Amblyomma Humanos e Canideos = América do Norte Ismail et al., 2010.
americanum (algumas evidéncias Yabsley et al., 2011.
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Dermacentor de infecgdo na Africa
variabilis e na Asia)
Ehrlichia muris Ixodes sp. Roedores e Humanos América do Norte e Allerdice et al,
Asia 2016.
Ehrlichia Rhipicephalus Ruminantes Brasil Cruz et al., 2012.
minasensis microplus Canideos Melo et al., 2021.
Equinos Muraro et al., 2021
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Viarias espécies de Ehrlichia ja foram descritas em animais silvestres no Brasil, em
felinos (ANDRE et al., 2010b, 2012; WIDNER et al., 2011), canideos (ANDRE et al., 2012),
primatas (CANDIDO et al., 2023), capivaras (MELO et al., 2021), roedores (BENEVENUTE
et al., 2017), marsupiais (MELO et al., 2016; GUIMARAES et al., 2018; ANDRE et al.,
2022), quatis (SOUZA et al., 2017a), cervideos (MACHADO et al., 2006; SILVEIRA et al.,
2011), xenarthra (CALCI et al., 2020), porém a maioria dos estudos utilizaram a detec¢do de
somente uma parte do gene da bactéria e as mesmas sdo descritas como Ehrlichia sp., ou nao

foram totalmente caracterizadas.

3.4.2 Ordem Piroplasmida

A ordem Piroplasmida engloba protozoarios dos géneros Theileria, Babesia, Rangelia
e Cytauxzoon, que acometem animais domésticos, silvestres e seres humanos (SCHEEG et al.,

2016).

3.4.2.1 Babesia

A babesiose ¢ uma doenga cosmopolita causada por protozoarios, intraeritrocitarios,
pertencente ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmida, género Babesia. O género possui mais
de 100 espécies descritas (BIRKENHEUER., 2012). Infecta animais domésticos, silvestres e
algumas espécies os seres humanos, podendo causar hemolise grave e em alguns casos pode
levar ao 6bito (BANETH et al., 2020). O microbiologista Romeno Victor Babes no ano de
1888 descreveu pela primeira vez um microrganismo cocdide, parasitando eritrocitos de
bovinos e posteriormente, observou um microrganismo semelhante, em células de ovinos, o
que acreditou ser uma bactéria, que ele nomeou de Haematococcus bovis. Em 1893

Starcovici, aluno de Babes, reavaliou o parasito e percebeu que nao se tratavam de bactérias e
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sim protozodrios, entdo descreveu a espécie Babesia bovis, dando o nome ao género de
Babesia em homenagem a Victor Babes. Nesse mesmo ano Smith e Kilborne estudando o
agente da febre do Texas, concluiram que se tratava de um agente semelhante ao descrito por
Babes, ¢ o denominaram de Babesia bigemina, elucidaram pela primeira vez a relacdo da
transmissdo de um protozoario por um artropode, o carrapato.

Os ixodideos sdo os principais vetores sendo muito importantes para a manutengdo da
doencga, pois neles vai ocorrer a transmissao transovariana, 0 que nao OCOITe com Ooutros
piroplasmas (HOMER et al., 2000; JALOVECKA et al., 2018). Ao realizar o repasto
sanguineo o carrapato vai inocular no hospedeiro vertebrado, os esporozoitos presentes nas
glandulas salivares, estes esporozoitos ao cair na corrente sanguinea vao penetrar nas
hemacias e por fissao binaria vao se dividir em 2 a 4 merozoitos. Apos essa divisao os
eritrocitos vao se romper € os merozoitos vao invadir outras hemadcias saudaveis, essa
multiplicagdo vai se seguir até a morte do hospedeiro ou o sistema imunoldgico entrar em
acdo e conseguir conter a infec¢do. Alguns merozoitos ndo vao se dividir e se diferenciam em
gametocitos dentro das hemacias (MEHLHORN et al., 1984; UILENBERG et al., 2006). Os
carrapatos vao se infectar ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
infectado, os gametdcitos vao invadir as células intestinais do carrapato e nesse local a
esporogonia ou reprodu¢do sexuada ocorre, gerando esporocinetos que vao através da
hemolinfa do vetor em dire¢do as glandulas salivares, ovarios e outros 6rgaos. Nas glandulas
salivares os esporocinetos vao originar os esporozoitos € nos ovarios os esporocinetos vao
invadir os ovulos infectando assim a proxima geragao de carrapatos. Quando o carrapato for
se alimentar ocorre a maturagdo dos esporozoitos na glandula salivar. Algumas espécies de
Babesia podem permanecer em vdrias geragdes de carrapatos, mesmo que eles ndo se
infectem novamente, somente pelo fato de conseguir fazer a transmissdo transovariana
(UILENBERG et al., 2006; CHAUVIN., 2009; JALOVECKA et al, 2018).

Conforme figura 3.
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Figura 3: Ciclo biologico de Babesia sp. (Adaptado de JALOVECKA et al., 2018).

Os ixodideos dos géneros Rhipicephalus, Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis,
e Ixodes sdo os vetores conhecidos que atuam na transmissdo de Babesia pelo mundo
(AYOORB et al., 2010; VISHWAKARMA et al., 2018). No Brasil assim como na América do
Sul, Rhipicephalus sanguineus ¢ o principal vetor de Babesia vogeli, principal protozoario
responsavel pela babesiose canina (TRAPP et al., 2006; DANTAS-TORRES et al., 2006b;
ARAUJO et al., 2015; DI-CATALDO et al., 2020).

Em cdes domésticos ja foram descritas varias espécies com distribui¢do mundial como
B. vogeli, B. canis, B. rossi, B. gibsoni, B. conradae, B. vulpes ¢ B. negevi (BOURDOISEAU
et al., 2006; TRAPP et al., 2006; KIEMTRUP et al., 2006; DUARTE et al., 2011; BANETH
et al., 2015, 2019, 2020; BARBOSA et al., 2019; DI CATALDO et al., 2020). No Brasil B.
vogeli ¢ relatada como a principal a acometer os caes domésticos (PASSOS et al., 2005;
DANTAS-TORRES; FIGUEIREDO, 2006b; ASSAD et al.,, 2020). Sendo considerada
endémica na zona rural em Minas Gerais (COSTA-JUNIOR et al., 2009).

A babesia foi relatada pela primeira vez, em felinos silvestres, na América do Norte no
estado da Florida no ano de 2006 (YABSLEY et al., 2006). As espécies conhecidas que
infectam felinos silvestres e domésticos, sdo B. vogeli, B. felis, B. cati, B. leo, € B. microti
(AYOOB et al., 2010; ANDRE et al., 2014; BOSMAN et al., 2019). Em animais silvestres o
género Babesia ja foi descrito em primatas ndo humanos (DIAZ et al., 2021), cervideos
(SILVEIRA et al., 2011, 2013; DIAZ et al., 2021), bubalinos (SILVEIRA et al., 2016b),
quatis (ESTEVAM et al, 2020) e canideos (ALVES, 2017; RUAS et al., 2003;
MIERZJEWSKA et al., 2021).
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3.4.2.2 Cytauxzoon

Pertencente a Ordem dos Piroplasmida, familia Theileriidac (CRIADO-FORNELIO et
al., 2004; SCHREEG et al., 2016), o género Cytauxzoon foi descrito por Wagner em 1976
como uma doenga fatal em gatos domésticos no Missouri, Estados Unidos. Até o momento
seis espécies foram descritas no mundo Cytauxzoon felis, Cytauxzoon sp., C.manul,
C.europaeus, C.otrantorum ¢ C.banethi (REICHARD et. al., 2005; TAYLOR et al., 2017;
WANG et al., 2017; PANAIT et al., 2021).

Conhecida como citauxzoonose ou “Febre do Lince”, inicialmente Cytauxzoon felis
foi descrito acometendo felinos domésticos e silvestres, norte-americanos, principalmente os
linces (Lynx rufus) sendo considerado o reservatorio natural, pois raramente desenvolve a
doenca permanecendo assintomdtico na maioria dos casos (ALVARO-RYBAK et al., 2016;
DIAZ-SANCHEZ et al., 2023). Outras espécies também sdo relatadas como reservatorio de
C.felis, em vida livre como pantera-da-Florida (Puma concolor coryi) e onga-do-Texas (Puma
concolor stanleyana) (ROTSTEIN et al., 1999). A espécie C.manul foi descrita pela primeira
vez em gato-de-palla (Otocolobus manul) capturados na Mongo6lia (REICHARD et al., 2005).
Em alguns paises da Europa Cytauxzoon sp. foi detectado em felinos selvagens lince-
euroasidtico (Lynx Ilynx), gato-selvagem-europeu (Felis silvestris silvestris), lince-ibérico
(Lynx pardinus), e em felinos domésticos (LUACES et al., 2005; ALHO et al., 2016;
GALLUSOVA et al., 2016; VERONESI et al., 2016). Recentemente as espécies C.europaeus,
C.otrantorum ¢ C.banethi foram relatadas em felinos silvestres em alguns paises da Europa
(PANAIT et al., 2021). Cytauxzoon sp. foi descrito ha alguns anos no Brasil em felinos
silvestres cativos (PEIXOTO et al., 2007, ANDRE et al., 2009; FILONI et al., 2012), gatos
domésticos domiciliados e ndo domiciliados (ANDRE et al., 2015, 2017; PALMER et al.,
2022; RAIMUNDO et al., 2023) e felinos silvestres de vida livre (FURTADO et al., 2017;
FAGUNDES-MOREIRA et al., 2022).

Na América do Norte os vetores ou hospedeiros invertebrados de C. felis sdo os
ixodideos Dermacentor variabilis e Amblyomma americanum (WIKANDER et al., 2020).
Sendo 4. americanum considerado o vetor principal (REICHARD et al., 2009, 2010; YANG
et al.,, 2023). No Brasil, assim como na Europa nao ha ocorréncia dos artrépodes citados
acima, sendo assim ainda ndo esta elucidado qual o vetor do Cytauxzoon nessas regides
(ANDRE et al., 2015; PALMER et al., 2022; FAGUNDES-MOREIRA et al., 2022; WILLI et
al., 2022).
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O ciclo de vida do Cytauxzoon spp. ainda ndo estd bem elucidado, mas sabe-se que ao
realizar o repasto sanguineo, no vertebrado, o carrapato inocula, no felino, os esporozoitos
presentes na glandula salivar. No hospedeiro definitivo os esporozoitos vao invadir
macrofagos e sofrer esquizogonia, resultando na formagao de varios esquizontes maduros, que
vao se diferenciar em merozoitos, estes rompem os macrofagos e sdo liberados na corrente
sanguinea. Nessa fase exoeritrocitica ¢ formado um esquizonte Unico e grande em
macrofagos. Responsavel pelos sinais clinicos mais severos da doenga pela oclusdo de vasos
sanguineos pelas células parasitadas. Macrofagos carregados de esquizontes podem ser
encontrados em praticamente qualquer tecido do corpo, sendo particularmente numerosos nos
pulmdes, baco e figado. Essas células parasitadas tornam-se bastante aumentadas e sdo
tipicamente encontradas no limen dos vasos ou no subendotélio (MEINKOTH e KOCAN,
2005).

Os merozoitos invadem os eritrocitos, se multiplicam, rompem os eritrocitos,
liberando os merozoitos, que invadem novas hemécias, dando continuidade ao ciclo que, se
repete diversas vezes (WANG et al., 2017). Alguns merozoitos vao se diferenciar em
gametocitos. Quando outro vetor realizar o repasto sanguineo nesse animal, ele vai se infectar
com os gametdcitos presentes na circulagao.

No intestino do carrapato esses gametocitos se diferenciam em corpos raiados, que se
fundem na forma de zigoto diploide, posteriormente vao amadurecer em cinetos haplodides, e
penetrar nas glandulas salivares, onde se multiplicam por fissdo bindria inimeras vezes
produzindo numerosos esporozoitos, que sao a forma infectante para felinos domésticos e
silvestres, completando assim o ciclo (figura 4) (WANG et al., 2017; WIKANDER et al.,
2023).
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Figura 4: Ciclo biolégico esquematico de Cytauxzoon felis. (adaptado de WANG et al, 2017).

Na América do Norte, a citauxzoonose ¢ relatada como uma doenca aguda e fatal em
felinos domésticos e os sinais clinicos vao de desidratagdo, letargia, anorexia, depressao,
pirexia, dispnéia, crise hemolitica, ictericia e esplenomegalia (COHN; BIRKENHEUER,
2012). Em felinos silvestres a citauxzoonose ¢ relatada como uma infeccdo sem risco, a
maioria dos animais sdo considerados reservatorio do patdgeno, mas em alguns casos podem
desenvolver a forma grave e vir a 6bito (NIETFELD et al., 2002; ALVARO-RYBAK et al.,
2016). Como ja relatado em um filhote de Lince de vida livre, no Kansas (NIETFELD et al.,
2002) e em uma tigresa em um zooldgico na Florida (GARNER et al., 1996).

No Brasil, em felinos domésticos, as infeccOes assintomaticas tém sido mais
frequentemente relatadas (ANDRE et al., 2015; RAIMUNDO et al., 2023), assim como em
felinos silvestres cativos (ANDRE et al., 2009; FILONI et al., 2012; SOARES, 2017) e de
vida livre (FURTADO et al., 2017; SOARES et al., 2017; FAGUNDES-MOREIRA et al.,
2022). No ano de 2007, foi descrita como fatal em dois ledes, de um zoologico no Rio de
Janeiro (PEIXOTO et al.,, 2007). Trabalho recente, identificou o patégeno em gatos
domésticos sintomaticos no Brasil (PALMER et al., 2022).

Apesar dos felinos silvestres serem considerados os reservatdrios naturais de

Cytauxzoon, alguns relatos de felinos domésticos assintomaticos ou com sinais clinicos leves
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€ que apresentaram uma boa resposta ao tratamento, podem ser um potencial reservatorio

(BROWN et al., 2008; WANG et al., 2017; WIKANDER et al., 2020)

3.5 Familia Hepatozoidae

3.5.1 Hepatozoon

A hepatozoonose ¢ a enfermidade causada por protozoarios do género Hepatozoon
pertencente ao Filo Apicomplexa, Familia Hepatozoidae. Foi descrito pela primeira vez em
1905 na India por Bentley ao observar células polimorfonucleares em cdes, no mesmo ano
James ao analisar sangue periférico de seis cdes, observou o protozoario no citoplasma de
leucocitos, classificando como Leucocytozoon canis (SMITH, 1996; BANETH, 2006;
BANETH et al., 2007). O ciclo de vida do género foi descrito pela primeira vez por Miller em
1908, ao observar o estdgio cistico no figado de ratos de laboratério. Somente em 1910
Wenyon sugeriu a troca de nome de Leucocytozoon para Hepatozoon, pois ele identificou o
hemoparasito em outras espécies além dos caes e infectando outras células que ndo somente
os leucéceitos (O’DWYER, 2011). Em 1996 Smith descreveu mais de 300 espécies, sendo 46
em mamiferos o restante em anuros, répteis e aves (BANETH, 2011; SMITH, 1996).

A familia Hepatozoidae ¢ composta por protozoarios, hemoparasitos intracelulares que
parasitam principalmente eritrocitos de aves, répteis, anfibios € mamiferos, tendo neste tltimo
taxon, predilecao por leucécitos (MARQUES et al., 2022). Os animais representantes dos
taxons citados sdo considerados hospedeiros intermediarios € em alguns casos como
hospedeiros paraténicos (BANETH, 2011; SMITH, 1996). Os vetores ou hospedeiros
definitivos, sao basicamente artropodes sugadores como carrapatos, acaros, mosquitos, pulgas

e piolhos, conforme descritos no quadro 2 (BENETH, 2003a; MARQUES et al., 2022).
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Quadro 2: Hospedeiros definitivos do género Hepatozoon conhecidos mundialmente.
GENERO ESPECIE
Carrapatos Amblyomma A. maculatum

A. cajennense

A. triste
A. ovale
A. sculptum
A. americanum
A.fuscum
A.rotundatum
Rhiphicephalus R. microplus
R. sanguineus sensu lato
Ornithodoros Ornithodoros sp
Acaros Echinolaelaps E. echidninus
Eutrombicula E .alfreddugesi
Zeterohercon Z. oudemasi
Ophinyssus O. natricis
Pulgas Xenopsylla X. cheops
Mosquitos Culex C. tarsalis

Fonte: Adaptada de MARQUES et al., 2022

Ao realizar o repasto sanguineo o hospedeiro definitivo ingere células sanguineas
contendo os gamontes de Hepatozoon, no intestino dos artropodes os gamontes sdo liberados
dos leucocitos e eritrocitos, a depender da espécie, se diferenciam em gametas para dar inicio
ao processo de esporogonia e iniciar a reproducdo sexuada, os oocistos provenientes dessa
reproducdo vao atravessar a parede intestinal e se alojar na hemocele do vetor até se tornar
maduro com varios esporocistos 30 a 50 contendo dentro de cada 7 a 14 esporozoitos
(BENETH et al., 2001, 2007). Para dar sequéncia ao ciclo o hospedeiro intermediario precisa
ingerir o hospedeiro definitivo ou um paraténico infectado, quando ocorre a ingestao, os
oocistos esporulados se rompem no intestino do hospedeiro e os esporozoitos sao liberados,
atravessam as células da parede intestinal caem na corrente sanguinea ou via linfatica, e
invadem varios orgdos principalmente medula 6ssea, baco e linfonodos formando merontes

e/ou estagios cisticos (DEMONER et al.,, 2018). Apds vdrios ciclos merogdnicos, 0s
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523  merozoitos formados invadem as células sanguineas, onde se desenvolvem em gamontes e
524  vao novamente infectar os artropodes sugadores ao se alimentar (figura 5) (SMITH, 1996).
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527  Figura 5: Ciclo biologico de Hepatozoon canis (DEMONER et al., 2013).

528

529 Até o momento, duas espécies ja foram descritas acometendo canideos silvestres e
530  domésticos: H.canis e H.americanum (VINCENT-JOHNSON et al., 1997). Sendo
531  H.americanum restrito ao sul dos Estados Unidos, ja H.canis foi descrito em varias partes do
532 mundo na Africa, sudoeste da Asia, sul e leste da Europa e América do Sul e Norte
533  (O’DWYER et al,, 2011; FIGUEIREDO et al., 2021). Hepatozoon canis pode causar uma
534  doenga subclinica, assintomatica ou grave, a depender do nivel de parasitemia do hospedeiro,
535  na maioria dos casos causa uma doenga subclinica, com uma carga parasitaria pequena 1 a 5%
536  dos neutrofilos infectados, casos graves, somente quando ocorre alta parasitemia
537  aproximadamente 100% dos neutréfilos parasitados, gerando um quadro de caquexia, anemia,

538 letargia e obito (BENETH et al., 2003b). Hepatozoon americanum ¢ mais agressivo levando o
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animal a uma dor muscular induzida por miosite, claudicagdo grave, atrofia muscular e 6bito.
Na maioria dos casos, mesmo com uma parasitemia pequena dos neutréfilos cerca de 0,1%, se
nao houver tratamento pode ser fatal (VINCENT-JOHNSON et al., 1997; BENETH et al,
2003b, 2011).

Hepatozoon canis tem como um dos principais vetores o carrapato R.sanguineus,
muito encontrado em regides do mundo de climas temperado, tropical e subtropical, sdo locais
onde ha a maior ocorréncia desses vetores, e consequentemente maior ocorréncia de H.canis
(CHRISTOPHERS, 1907, 1912; BANETH; WEIGLER, 1997; BANETH et al., 2001). No
Brasil os principais vetores para o cdo doméstico sdo o carrapato R.sanguineus,
principalmente em &reas urbanas (SPOLIDORIO et al., 2009; MIRANDA et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2021) em areas rurais o 4.ovale (FORLANO et al., 2005; RUBINI et al.,
2009). Nao se sabe muito sobre a participacdo do Rhipicephalus microplus, como vetor, mas
foi encontrado na hemocele de uma fémea adulta dessa espécie de carrapatos oocistos
maduros de H.canis, parasitando uma cadela na zona rural (MIRANDA et al., 2011).

Em territério brasileiro estudos apontam o Hepatozoon spp. acometendo canideos e
felinos doméstico e silvestres (MUNDIN et al., 1229; O’ DWYER et al., 2001; CRIADO-
FORNELIO et al., 2006; RUBINI et al., 2006; METZGER et al., 2008; ANDRE et al., 2010a;
BORTOLI et al., 2011; O’'DWYER, 2011; SANTOS et al., 2013; ANDRE et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2016a; VAN AS., et al 2020; ARRAIS et al, 2021; OLIVEIRA et al., 2021),
répteis (O’DWYER et al., 2013), roedores (WOLF et al., 2016; DEMONER et al., 2016,
2018; GOMES et al., 2017; SOUSA et al., 2017b; PERLES et al., 2019), marsupiais (SILVA
et al., 2017; SOUSA et al., 2017b) e quatis (SOUSA et al., 2017b).

3.6 Familia Trypanosomatidae

3.6.1 Leishmania

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
(DANTAS-TORRES et al., 2006a). Sao protozoarios intracelulares obrigatorios de células
mononucleares do sistema fagocitario (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Composto por
cerca de cinquenta espécies, o género Leishmania ¢ dividido em dois grandes grupos
conforme apresentagdo clinica: leishmaniose tegumentar (LT) ou cutinea e leishmaniose

visceral (LV) ou calazar. A doenga ¢ relatada em todo mundo podendo infectar diversas
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espécies de mamiferos domésticos, silvestres e seres humanos (BANETH; SOLANO-
GALLEGQO, 2012). A leishmaniose ¢ uma antropozoonose tropical, considerada uma das dez
principais doencas negligenciadas no mundo, com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas
por ano. Aproximadamente 20 espécies sdo patogénicas para o ser humano. Presente em todos
os continentes exceto, Oceania, endémica em 99 paises. No Brasil, Colombia e Peru sdo
registrados 85% dos casos de LV, de todo o mundo. Sendo, Brasil o pais de maior ocorréncia,
com 93,5% dos casos registrados, no Continente Americano (OPAS, 2022).

A LV ¢ causada por espécies pertencentes ao complexo L.donovani (L.donovani,
L.chagasi e L.infantum), sendo a forma mais severa da doenga, podendo ser altamente letal se
ndo tratada, levando a obito 90% dos casos. O parasito acomete principalmente figado, bago e
medula 6ssea. Na América do Sul a doenga foi notificada pela primeira vez em 1913 e no
Brasil em 1934 em seres humanos, em uma bidpsia hepatica post mortem (COSTA; COSTA,
2014).

Considerada mais branda, a LT possui baixa letalidade sendo que o parasito acomete
células da pele, provocando ulceras que apos cicatrizacdo deixam lesdes permanentes,
causando grande prejuizo social em seres humanos (NASCIMENTO; SANTOS., 2020). No
Brasil, ha ocorréncia de sete espécies de leishmanias. As mais importantes sdo: Leishmania
amazonensis, L.guyanensis ¢ L.braziliensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2017 ). Em 1937
Chagas e colaboradores relataram a infeccdo em cdes no Para, acreditava-se que o
reservatorio seriam animais silvestres, mas em 1956 Deane descreve o cdo doméstico como
principal reservatorio.

O principal vetor ja conhecido das diversas espécies de Leishmania sdo dipteros da
subfamilia Phlebotominae. Na Europa, Asia e Africa, os vetores sio espécies do género
Phlebotomus e nas Américas ¢ transmitida por espécies do género Lutzomya (PIRES, 2018).
Popularmente conhecido como mosquito-palha, Lutzomyia longipalpis € o principal vetor da
LV, no Brasil. Muito encontrado em centros urbanos (LAINSON; RANGEL, 2005; PAULA
et al, 2008). A LT pode ser transmitida por diversas espécies de flebotomineos,
principalmente o género Lutzomya, sendo mais restrita a zona rural e areas de borda de mata
(GALATI, 2003; LEMOS; LIMA, 2005),

Leishmania, apresenta duas formas distintas, sendo no hospedeiro invertebrado
encontrada a forma de promastigota de multiplicagdo extracelular e nos hospedeiros
vertebrados a forma de amastigota que multiplica dentro das células do sistema fagocitico, em

especial os macrofagos (figura 6) (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).
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i

Figura 6: Forma promastigota de Leishmanias sp. (A) e forma amastigota de Leishmanias

sp. (B). Fonte: (GONCALVES, 2018)

A fémea do flebotomineo infectada ao realizar o repasto sanguineo, inocula, as
promastigotas no hospedeiro vertebrado. Essas sdo fagocitadas por macréfagos, onde vao se
diferenciar em amastigotas, multiplicando por fissdo bindria at¢ o rompimento celular. Na
circulagdo, as amastigotas sdo fagocitadas por outros macréfagos, dando continuidade ao ciclo
(BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Ao se alimentar em um hospedeiro vertebrado
infectado, a fémea do flebotomineo ingere macrofagos parasitados com as formas
amastigotas. Essas células se rompem no intestino do vetor e se diferenciam em promastigotas
que se multiplicam por fissdo bindria. Ao realizar um novo repasto sanguineo as
promastigotas presentes nas glandulas salivares do vetor vao ser liberadas no novo hospedeiro
vertebrado dando assim continuidade ao ciclo (figura 7) (CONCEICAO-SILVA; ALVES,
2014).
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Figura 7: Ciclo biolégico da Leishmania sp. (Fonte: FREZARD, 2015)

O cdo doméstico ¢ considerado reservatorio natural de L.infantum no ambiente urbano
(ANDRADE, 2014; BATISTA et al., 2022). Outras espécies de animais domésticos foram
relatadas como positivas a presenca da L.infantum, felinos (PENNISI et al., 2015; PENNISI;
PERSICHTTI., 2018; SILVA et al., 2018; BEZERRA et al., 2019) bovinos (VIOTI et al.,
2019), caprinos (ROHOUSOVA et al., 2015), equinos (BENASSI et al., 2018). No meio
silvestre, varias espécies ja foram destacadas como hospedeiros e reservatorios de Leishmania
spp., como canideos (CURI et al., 2006; LUPI et al., 2008; SOUZA et al., 2010; LOMBARD
et al., 2014; TOLENTINO et al., 2019; SAPATERA et al., 2022), marsupiais (SANTIAGO et
al., 2007; SCHALLIG et al., 2007; CARREIRA et al., 2012; LIMA et al., 2013; DONALISIO
et al., 2017; BATISTA et al., 2022), roedores (FERREIRA et al., 2015; BATISTA et al.,
2022), tamanduas (DIAS et al., 2010; ARAUIJO et al., 2012; RICHINI-PEREIRA et al., 2014;
ROQUE; JANSEN,, 2014; TESSARI et al., 2021), felinos silvestres (DAHROUG et al.,
2011), quatis, furdes, iraras (PAIZ et al., 2015) e primatas (PAIZ et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracoes éticas

As coletas em animais domésticos (caes e gatos) foram realizadas mediante a prévia
autorizagao do proprietario, que assinou o termo de consentimento permitindo a coleta de
sangue. O projeto possui autorizagio da Comissio de FEtica no Uso de Animais,
CEUA/UFMG: 10/2022 e esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado- SisGen: A2018B7.

As amostras de Tamandud-Bandeira, foram obtidas em parceria com o IEF de
Uberlandia, através do projeto TamanduASAS, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(ICMBI0) licenca nimero 78825-1.

Todas as autorizagdes e licengas descritas anteriormente encontram-se no Anexo A.
4.2 Area de estudo
O presente estudo foi desenvolvido na regido do Triangulo Mineiro na Fazenda Retiro

Aguas Vivas e na comunidade Tenda do Moreno, localizada no entorno do Parque Estadual

do Pau Furado-PEPF (figura 8).
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Figura 8: Localizacdo geografica do PEPF (18°49'7.896"S 48°9'57.168"W), RPPN Retiro
Aguas Vivas (18°49'18.552"S 48°6'41.04"W) e comunidade Tenda dos Morenos
(18°51'17.028"S 48°8'34.224"W).

O parque estd situado entre as cidades de Araguari e Uberlandia estando o mesmo a
20km de cada cidade abrangendo uma area de 2.185 hectares, composto pelo bioma cerrado,
sendo dividido ao longo de sua extensdo por varios tipos de fitofisionomias florestais: Mata
seca (Floresta estacional decidual e semidecidual), Mata ciliar, Mata de Galeria, Cerraddo e
fitofisionomias savanicas como Cerrado sentido restrito (denso, tipico, ralo) (IEF, 2011).

No entorno do PEPF a Fazenda Retiro Aguas Vivas, RPPN, esta localizada a 15km de
Uberlandia e a 9,8 km da entrada do PEPF, as margens da Represa Capim Branco I, com uma
area de 28 hectares destinados a preservagdo do meio ambiente. Em parceria com o IEF no
projeto ASAS (Area de Soltura de Animais), tem como finalidade de receber animais da fauna
silvestre vitimas do trafico, reabilitar estes animais até que possam retornar a natureza. Além
disso, existem trés comunidades no entorno do PEPF (Tenda do Moreno, Terra Branca e

Olhos D’Agua) além do Assentamento Vida Nova com cerca de 138 familias (IEF, 2011).
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4.3 Animais do estudo

Os caes e gatos inseridos no presente estudo eram provenientes da comunidade Tenda
do Moreno, localizada a 7km da RPPN, onde os tamanduas-bandeira forma reintroduzidos.
Os animais participaram de um projeto social de castragdo e sanidade promovido pelo MPMG
e IEF intitulado “Caovivéncia”. Para o presente trabalho foi acompanhada uma campanha de
castracgao, realizada nos dias 20 ¢ 21 de dezembro de 2021, de 116 animais, sendo 67 caes e
39 gatos.

Ao realizar a assinatura do termo de coleta de amostras, os proprietarios responderam
a um questionario referente ao seu animal de estimagdo. Continham perguntas bésicas como:
sexo, faixa etaria, vermifugacdo, vacinagdo, acesso a area mata, contato com animais
silvestres e como eles foram adquiridos. A faixa etdria dos animais foi classificada segundo
Carvalho, 2018, pela denticdo e porte dos mesmos. O referido questionario se encontra no
Anexo IV.

Os tamandués-bandeira estavam inseridos no Projeto TamanduASAS uma parceria
entre o I[EF, MPMG, PMMG, Projeto Bandeiras e Rodovias, Instituto de Conservagao de
Animais Silvestres (ICAS) e a ONG Aguas Vivas Socioambiental. Todos os animais eram
provenientes do estado de Minas Gerais, pertencentes a cinco cidades distintas, conforme

quadro 3 e figura 9.

Quadro 3: Localidade de origem dos tamanduds-bandeira.

Animal Localidade

T1 Cassia

T2 Uberlandia
T3 Uberlandia
T4 Uberlandia
TS Divinopolis
T6 Uberlandia
T7 Luz

T8 [turama

T9 Uberlandia
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Figura 09: Demarcagao das cidades originarias dos Tamandués-bandeira, no estado

de Minas Gerais.

Todos os animais, ainda filhotes, foram entregues nos Cetas de Belo Horizonte e
Uberlandia. Ao atingir 25kg foram encaminhados a RPPN, finalizando assim o processo de
reabilitacdo, para posterior soltura. Os tamanduds reintroduzidos eram monitorados por
coletes rastreadores e em caso de necessidade, contidos quimicamente para avaliagao.

Os animais aptos a soltura passaram por um minucioso exame clinico, avaliagdo
sanitaria, com coleta de sangue para hemograma, bioquimica, investigagdo de patdgenos
causadores de brucelose, leishmaniose, erliquiose, parvovirose, coronavirose, € cinomose,
coproparasitologico e exame de imagem (ultrassom). O colete de monitoramento era entdo
colocado no animal. Apds o periodo de adaptagdo ao colete os animais eram reintroduzidos,
de forma branda e as portas dos recintos permaneciam abertas caso o animal ndo se sentisse
seguro. A area contava com comedouros externos ao recinto como forma de suporte para a
adaptacdo a vida livre (SILVA et al., 2021b). Apds a soltura, eles eram monitorados
semanalmente por cerca de um ano e meio a dois anos, a depender da durabilidade da bateria
do colete, com equipamentos de rastreamento via GPS — Iridium. O GPS gerava coordenadas
enviadas diariamente, indicando onde o animal passou. Nessa fase o principal objetivo foi
avaliar a sobrevivéncia, adaptacdo e estado geral de satide dos animais. Caso necessario eram

realizadas capturas.
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4.4 Coleta de sangue em cies, gatos e tamanduas-bandeira

Caes e gatos foram castrados na campanha de castragdo do projeto “Caovivéncia”
realizada na Sede Social do conselho comunitario de desenvolvimento rural da Comunidade
Tenda do Moreno. Apds a castragdo, dos animais anestesiados, foi coletado sangue através da
veia jugular ou cefalica, com auxilio de seringa hipodérmica descartavel, estéril, armazenado
em um tubo vacutainer contendo EDTA e outro contendo gel separador para obtengao de
soro, e posteriormente acondicionados em isopor com gelo (figura 10). Esses animais
possuiam uma area de vida abrangente, podendo adentrar o PEPF e as comunidades no seu

entorno.

Figura 10: Coleta e identificagdo de amostras sanguineas de animais domésticos durante a
campanha de castragdo “Caovivéncia”, na comunidade Tenda do Moreno, realizada em

dezembro de 2021. Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Os procedimentos de contengdo fisica e quimica dos tamanduds-bandeira para coleta
de amostra de sangue foram padronizados pela equipe do Projeto TamanduaASAS. Com o
animal anestesiado, realiza-se a tricotomia da area desejada, sendo que as veias de escolha,
para coleta de sangue sdo: safena lateral e medial, cefalica, caudal e jugular. A coleta ¢
realizada com com seringa hipodérmica descartavel estéril, 5 ou 10 ml, armazenado em tubo
vacutainer contendo EDTA e outro contendo gel separador para obtengdo de soro. As
amostras coletadas foram armazenadas do mesmo modo e posteriormente acondicionado em

isopor com gelo.
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As amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Protozoologia Veterinaria -
PROTOVET, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais. No laboratorio, o sangue em EDTA e o soro foram

mantidos a -20°C até a realizag¢ao das analises.

4.5 Pesquisa direta de hemopatogenos em esfregaco sanguineo

No momento da coleta de amostras em animais domésticos foram realizados dois
esfregacos sanguineos, um com sangue fresco venoso e o segundo oriundo de capilares
através de puncdo de ponta de cauda e/ou orelha. Os esfregagos foram realizados logo apds a
coleta de sangue, sendo a secagem realizada em temperatura ambiente, e ap6s identificacdo e
secagem foram corados com Panoético Réapido® (Laborclin, Brasil).

Posteriormente foi realizada no Laboratério de Protozoologia Veterindria a busca
direta de hemopatdgenos através da leitura das laminas em microscopio Optico Olympus
CKX41, utilizando objetiva de imersao (100X).

Nao foi possivel obter amostras de sangue fresco dos tamanduds-bandeira para realizar

o esfregaco.

4.6 Teste Sorolédgico

4.6.1 TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Brasil)

O teste imunocromatografico TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina (Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Brasil), ¢ um teste qualitativo, utilizado para detec¢ao de anticorpos
anti-Leishmania, do complexo L. donovani que utiliza a proteina recombinante K28
(fragmentos K 26, K 39 e K9) como antigeno (SILVA et al., 2018). O teste foi realizado nas
67 amostras de cdo, 39 amostras de gato e 13 amostras de tamandua-bandeira. Conforme o
fabricante, foi adicionando 05 pL, de sangue total, no pogo 1 (amostra + tampao), € em
seguida foram adicionadas duas gotas do tampao no mesmo poco. ApoOs cinco minutos as
duas linhas, controle (C) e teste (T), desapareceram. A seguir colocou-se 04 gotas do tampao
no poc¢o 2 (tampao), aguardando de 10 a 15 minutos, apds esta etapa foi realizada a leitura dos

resultados (Figura 11).
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Figura 11: Teste imunocromatografico Dual Path Plataform (DPP®) (Fonte: JUNIOR-
QUEIROZ, 2011)

4.7 Analises Moleculares

4.7.1 Extracao de DNA

A extragdo de DNA de sangue total coletado foi realizada com o “Wizard Genomic
DNA Purification Kit” (Promega®, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante

para extracdo de DNA de 300uL de sangue total.

4.7.2 Reaciao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras obtidas apos extragdo foram submetidas a nested PCR, semi nested PCR
ou PCR convencional, utilizando iniciadores capazes de detectar os seguintes hemopatogenos:
Protozoarios da Ordem Piroplasmida e Hepatozoon canis, além de bactérias do género
Ehrlichia. Os primers utilizados nas reagdes e os produtos de amplicon obtidos apds a

amplificacdo estdo descritos no quadro 4.
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812  Quadro 4. Sequéncia de iniciadores a serem utilizados para identificagdo dos géneros de
813  hemoparasitos.
Reacdo e Sequéncia (5°-37) Iniciador Alvo Produt Referéncia
Hemoparasitos o(pb)
Nested PCR 1" ACGGACAATTGCTTATAGCCTTACAACT NSI16SCHIF Kawahara et al.,
Ehrlichia spp. TTTATGGATTAGCTAAAT NS16SCHIR 1195 2009
monocitica 16S
2°» GGGCACGTAGGTGGACTAGCCTGTTAG  NS16SCH2F  rRNA 443
GAGGGATACGAC NS16SCH2R
Nested PCR 1*» CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC RIB-19 Zahler et al,
Piroplasmida/ CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC RIB-20 1700 2000
Hepatozoon 18S Silveira et al.,
2 ACCTCACCAGGTCCAGACAG BAB-rumF rRNA 430 2011
GTACAAAGGGCAGGGACGTA BAB-rumR
Semi-nested PCR 1P GCATTTAGCGATGGACCATTCAAG BVBIF Birkenheuer et
Babesia vogeli ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA BVBR al., 2003
18S
22 GTTCGAGTTTGCCATTCGTT BCV2F rRNA
ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA BVBR
PCR GCGAATCGCATTGCTTTATGCT Cytaux F+R 18S 284 Birkenheuer et
Convencional CCAATTGATACTCCGGAAAGAG rRNA al., 2006
Cytauxzoon felis
PCR GGTTGATCCTGCCAGTAGT BTH-1F 18S 486 Criado-Fornelio
Convencional GCCTGCTGCCTTCCTTA BTH-2R rRNA et al., 2003

Hepatozoon canis

814

815
816

reacdo para alvos especificos, conforme organograma abaixo (figura 12).

Conforme os resultados obtidos na PCR genérica, as amostras serdo submetidas a uma nova
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Figura 12: Organograma esquematizando os PCR’s genérico e especifico, utilizados no

presente estudo.

Conforme padronizado por Silveira et al. (2015), as PCRs se iniciaram utilizando o
reagente GoTaq Green Master Mix (Promega®, EUA), iniciadores especificos ¢ DNA-
amostra (volume final de 10uL: 9uL mix e 1uL (10-20ng) DNA-amostra). Como controle
negativo foi utilizada dgua de milli-Q ultra-pura DNase e RNase free que acompanha o kit do
reagente GoTaq Green Master Mix. As amostras de controles positivos que foram utilizadas

estao descritas no quadro 5.

Quadro 5. Controles positivos utilizados durante as reacdes de PCRs. Amostras com a

classificacdo confirmada por sequenciamento nucleotidico.

Iniciador Controle positivo
NS16SCH1F/NS16SCHIR Ehrlichia canis
NS16SCH2F/NS16SCH2R

Rib19/20 — BabRumF+R Babesia bigemina
BVBRI1F/BVBR - BCV2F/BVBR | Babesia vogeli
Cytaux F+R Cytauxzoon felis
BTH-1F/BTH-2R Hepatozoon canis
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832 As PCRs foram realizadas em aparelho termociclador automatico (Bio-Rad®, USA).
833  Programas utilizados para as reagdes de amplificacdo do tipo nested, semi-nested e
834  convencional, para os alvos pesquisados com as respectivas temperaturas de cada etapa do
835  ciclo e sua duragdo, estdo descritas no quadro 6.

836

837  Quadro 6. Temperatura padronizada de cada etapa do ciclo da PCR.

Desnaturaca  Desnaturacao  Anelamento Extensa  Ciclo Extensa Hold

o inicial o inicial s o final

Ehrlichia spp. monocitica  94°C (5°) 92°C (17) 54°C (17) 72°C (27) 29x  72°C 12°C
(8 ()

Piroplasmida 94°C (5°) 92°C (1) 54°C (1°) 72°C (2°) 29x 72°C 12°C
(8”) ()

Babesia vogeli

1* reagio 95°C (5) 95°C (45”) 58°C (45”)  72°C (45”) 50x  72°C 8°C

2% reagdo 95°C (5°) 95°C (45”) 58°C (45™)  72°C (45”) 30x  (5°) (0)
72°C
(5%

Cytauxzoon felis 95°C (5) 95°C (45) 59°C (45”) 72°C (1°) 40x  72°C 8°C
(57 ()

Hepatozoon canis 94°C (107%) 95°C (30™) 68°C (17) 72°C (30”) 30x  72°C 8°C
(107) ()

838 Os produtos amplificados foram misturados ao revelador GelRed (Biotium®, USA) e

839  posteriormente submetidos a eletroforese (30 minutos, 100V) em gel de agarose 1%, 1,5% ou
840 2%, de acordo com o tamanho dos amplicons gerados, utilizando o tampao de corrida TAE
841  0,5%. Para a determinag@o dos pesos moleculares foi utilizado marcador molecular de 500 ou
842  de 1.000 pb (Promega®, USA), variando de acordo com o tamanho das bandas a serem
843  investigadas.

844

845  4.7.3 Purificacio e sequenciamento nucleotidico

846

847 Os produtos de PCR foram purificados utilizando protocolo do fabricante Biospin Gel

848  Extraction Kit® (BIOER TECHNOLOGY). Apo6s a purificagdo, a quantificagdo do material
849  gendmico foi realizada por meio da leitura da absorbancia em um equipamento, Nanodrop

850  (NanoVue™ Plus Spectrophotometer). Os produtos foram novamente testados em uma nova
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PCR e eletroforese, para confirmagdo da purificacdo. Nas reagcdes de Nested PCR foram
utilizados os iniciadores da segunda reacao.

As amostras foram enviadas para sequenciamento nucleotidico em um laboratério
credenciado, ACTGene (Rio Grande do Sul, Brasil). Onde foi realizado protocolo de acordo
com o fabricante. Foram utilizados os mesmos primers das PCRs, com maior aliquota. Cada
amplicon foi sequenciado duas vezes, sendo uma vez com iniciador forward, e uma com o
reverse, totalizando duas sequéncias de cada amostra, permitindo assim a formacgdo de

sequéncias consenso.

4.8 Analise dos dados

Foram coletadas amostras de todos os cdes e gatos encaminhados pela comunidade
para a campanha de castracdo. A obten¢do das amostras foi por conveniéncia, ja que ainda
ndo existe uma estimativa da populac¢do de cdes e gatos dessas comunidades. Estima-se que
em torno de 138 familias vivem nessas comunidades. Em rela¢do aos tamanduas, foram
amostrados todos os animais que necessitaram de conten¢do para soltura, monitoramento ou
manejo sanitario durante o periodo experimental.

Os resultados relacionados a andlise dos questionarios e aos patdgenos foram expostos
de acordo com a frequéncia de positividade e apresentados em percentual.

As sequéncias forward e reverse obtidas foram editadas e analisadas manualmente
utilizando o programa BioEdit v7.0.5.3 (HALL, 1999). A identificacdo da espécie de cada
amostra foi confirmada, considerando a porcentagem de similaridade com sequéncias
disponiveis no GenBank, utilizando o programa online BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) do National Center  for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ALTSCHUL et al., 1990).

5 RESULTADOS

Nos dias 20 e 21 de dezembro de 2021 foram acompanhados 116 cades e gatos, na
campanha de castracdo do projeto “Caovivéncia”.
Os animais analisados 66,4% (n=77) eram caes, sendo 55,84% fémeas ¢ 44,16%

machos. Em relagdo aos gatos 33,62% (n=39), sendo 48,72% fémeas e 51,28% machos.
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Entre os caes castrados, 86,1% eram individuos adultos, 10,8% jovens e 3,1% filhotes.
Entre os gatos ndo foi castrado nenhum filhote e a porcentagem de animais jovens foi 15,1%,
e de adultos 75,8%.

A principal fun¢do das duas espécies nas propriedades da comunidade de Tenda dos
Morenos foi a companhia (caes=70,8% e gatos =83,33%)).

Além disso, a porcentagem de cdes cuja principal funcdo era proteger a casa foi

expressiva (23,6%) (tabela 1).

Tabela 1. Funcdes desempenhadas por caes e gatos na comunidade de Tenda dos Morenos.

Cies Gatos
Funcio Freq. % Freq. %
Companhia 51 70,83 31 86,11
Defesa da casa 17 23,61 0 0
Defesa de outras criagdes 4 5,56 0 0
Total 72 100 72 100

A maior parte dos caes tinha acesso a rua (71,64%) e as areas de mata (64,18%).

Proprietarios relatam que 52,58% dos animais tém o costume de cacar e desses
14,75% se alimentam dessa caca.

Em relacdo a presenca de ectoparasitos, os proprietarios relataram que 18,96% dos
animais estavam com infestados com carrapato, e 36,20% pulga. Relataram também que

32,75% dos animais ja tiveram carrapato e 44,82% pulga, alguma vez na vida.

Em relagcdo as analises parasitologicas, foram realizadas em todos os caes e gatos
totalizando 116 laminas de esfregaco de sangue periférico apds a castragdo. Foi possivel
identificar a presenga de gamontes de Hepatozoon sp. nos neutrofilos em uma (1,29%) lamina
pertencente a um cao (figura 13), trofozoitos e merozoitos (> 2,5 uM), sugestivos de Babesia
sp. em dezoito (23,37%) laminas de cdes, pela caracteristica dos merozoitos e hospedeiro,
provavelmente B. vogeli (figura 14). Na lamina de dois (2,59%) gatos foram observados
trofozoitos sugestivos de hemoparasitos da ordem Piroplasmida. Inclusdes plaquetarias
basofilicas sugestivas de Anaplasma platys em trés (3,89%) laminas de cdo e um (2,59%) gato

(figura 15).



910
911

912
913

914
JLL

923
924
925
926
927
928
929
930

51

Figura 13 - Fotomicrografia do esfregaco sanguineo de cdo corada com kit de coloragdo
rapida. Na figura observa-se, indicado com a seta gamonte sugestivo de Hepatozoon sp., no

interior de um neutrofilo. Aumento de 1000x. Fonte: Foto do Autor.

Figura 14. Fotomicrografia do esfregaco sanguineo de cdo corada com kit de coloragdo
rapida. Nas figuras A e B observa-se, indicado com a seta, os merozoitos sugestivos de
Babesia sp., no interior de hemdacias. Na figura C observa-se indicado com a seta os
merozoitos sugestivos de Babesia sp., livres, fora do eritrécito. Em todas as fotos o

piroplasma possui formato de virgula. Aumento de 1000x. Fonte: Fotos do autor.
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931 k

932  Figura 15. - Fotomicrografia do esfregaco sanguineo de cdo, corada com kit de coloragao
933  rapida. Na figura observa-se, indicado com a seta, inclusdo plaquetaria basinofilica sugestivas
934 de Anaplasma platys. Aumento de 1000x. Fonte: Foto do Autor.

935

936 Para realizar a verificagdo da presenca dos hemoparasitos, as amostras de sangue total
937 dos 116 cades e gatos foram submetidas a PCR. Ocorreu amplificagio de DNA para pelo

938  menos um ou mais agentes testados (tabela 2).

939

940  Tabela 2: Deteccao molecular de hemopatogenos, caes e gatos domésticos.
Hospedeiro Piroplasmida/ Cytauxozoon felis Babesia Hepatozoon Ehrlichia spp.

Hepatozoon vogeli canis monocitica

Canis familiaris ~ 47/77 (61,3%) Nao foi testado 0/47 15/77 (19,48%)  1/77 (1,29%)
Felis catus 4/39 (10,25%) 0/39 0/4 Nao foi testado 0/39

941

942 Todas as 116 amostras foram testadas com o primer NS16SCH1F/NS16SCHIR e

943  NS16SCH2F/NS16SCH2R, para bactérias da familia Anaplasmataceae, obtendo resultado
944  positivo em somente uma amostra de cao (figura 16). Essa unica amostra detectada na PCR
945  genérica foi enviada para sequenciamento nucleotidico obtendo 100% de identidade com
946  Ehrlichia canis isolados em Canis lupus familiaris (cdo doméstico), em Cuba (ID
947  MKS507008.1).

948
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Figura 16 — Gel de agarose 1.5% onde pode-se observar uma amostra positiva para os
primers NS16SCHI1F/NS16SCHIR e NSI16SCH2F/NS16SCH2R. Coluna C+ controle
positivo (Ehrlichia canis); Coluna: 03 amostras positiva, com formag¢ao de banda na altura do

fragmento esperado (443pb); Coluna C- controle negativo.

Fonte: Foto do autor

Como forma de triagem para os hemoparasitos da ordem Piroplasmida e do género
Hepatozoon, foi utilizado os primers RIB 19/20 e BabRumF/R, em uma PCR genérica
observando-se bandas no gel de agarose em 47/77 (61,3%) dos caes e 04/39 (10,25%) dos
gatos (figura 17). Utilizando primers especificos para a espécie B. vogeli, ndo ocorreu
amplificagdo de nenhuma amostra testada de cdo e gato. Nos felinos foi testado primer

especifico para C. felis e ndo ocorreu amplificagdo de nenhuma amostra.

Figura 17 — Gel de agarose 1.5% onde pode-se observar algumas amostras positivas para os
primers RIB 19/20 e BabRumF/R. Coluna C+ controle positivo (Babesia bigemina),; Colunas:
01, 02, 03, 04, 05 e 08 amostras positivas, com formacdo de banda na altura do fragmento

esperado (430pb); Coluna C- controle negativo.

Fonte: Foto do autor
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Das 51 amostras positivas para Piroplasma/Hepatozoon, foram escolhidas nove
amostras de melhor qualidade que foram enviadas para sequenciamento nucleotidico, sendo
sete amostras de cdes e duas de gatos. As duas amostras de gatos e uma de cdo ndo
apresentaram resultado conclusivo. Uma amostra de cdo obteve 99% de similaridade com
Babesia vogeli identificada em Felis catus (gato doméstico), na China Continental (ID
MNO067708.1). As outras cinco amostras de cdo, apresentaram similaridade com Hepatozoon
canis. Uma amostra com 99% de identidade com Hepatozoon canis isolados em Vulpes
vulpes (Raposa-vermelha), na Italia (ID GU371449.1). Duas amostras com 99% de identidade
com Hepatozoon canis isolados em Canis lupus familiaris, em Cuba (ID MN393911.1). As
outras duas amostras serdo citadas abaixo, pois também foram positivas na PCR para

Hepatozoon.

Todas as 77 amostras de caes foram testadas com primer BTH-1F/BTH-2R especifico
para Hepatozoon canis, 15 (19,48%) animais obtiveram resultado positivo, sendo todos eles
positivos para Piroplasma também (figura 18). Foram selecionados para sequenciamento
duas amostras. Uma amostra apresentou 98% de identidade com Hepatozoon canis isolado
em Hidrochoerus hydrochaeris (capivara), na Espanha (ID EF622096.1) e uma amostra com

99% de identidade com Hepatozoon canis isolado em Canis lupus familiaris, em Cuba (ID

MN393911.1).

Figura 18 — Gel de agarose 1.5% onde pode-se observar uma amostra positiva para primer
BTH-1F/BTH-2R. Coluna C+ controle positivo (Hepatozoon canis); Colunas: 02, 05, 09, 13,
14 e 15 amostra positiva, com formacao de banda na altura do fragmento esperado (486pb);

Coluna C- controle negativo.

Fonte: Foto do autor
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Foi realizado em todas as 116 amostras de animais domésticos, o teste TR DPP®

Leishmaniose Visceral Canina (figura 19). Nenhuma amostra obteve resultado positivo.

Figura 19: Resultado do teste TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina.

Fonte: Foto do autor.

Foram recebidas e processadas 12 amostras, de sangue total em EDTA, e uma amostra
de coagulo, de Tamandua-bandeira, proveniente de nove animais, sendo que dois desses
animais as amostras vieram da pré-soltura e recaptura, os outros sete animais as amostras
eram somente da pré-soltura. Todos os animais foram reintroduzidos e monitorados nos anos

de 2021 e 2022, na RPPN Retiro Aguas Vivas.

Tabela 3. Relagao de Tamanduas-bandeira, sexo dos animais ¢ datadas coletas.

Animal  Sexo Pré soltura Recaptura
Tl F 05/21 09/21 - 01/22
T2 M 06/21 - 05/22 11/21

T3 F 10/21

T4 F 11/21

T5 F 02/22

T6 M 02/22

T7 F 02/22

T8 M 02/22

T9 M 02/22
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Das 13 amostras analisadas de Tamandué-bandeira, em nenhuma ocorreu amplificacao
de DNA para os hemopatdgenos pesquisados. As informagdes sobre as condi¢des sanitarias
de espécies silvestres ¢ um dos obstaculos para as estratégias de conservacao. Pouco se sabe
sobre os hemopatogenos que acometem o tamandud-bandeira, realizar esse tipo de pesquisa

nestes animais pode ajudar a mensurar o risco de extingdo da espécie.

6 DISCUSSAO

Mamiferos silvestres e domésticos sdo hospedeiros de muitos hemopatogenos sendo
alguns ja conhecidos e outros pouco estudados ou ainda desconhecidos. Realizar pesquisas
para elucidar a circulagdo desses agentes nos hospedeiros ¢ de suma importancia para a satide
dos animais hospedeiros, satide publica e conservagdo de espécies ameacadas de extingao
como o tamandud-bandeira. Neste trabalho os cdes e gatos foram avaliados clinicamente,
antes da sedacdo, e somente os que se encontravam sem sinais de qualquer enfermidade,
foram submetidos ao processo de sedagdo, anestesia e castracdo. Esse fato pode ajudar a
entender a baixa positividade para hemopatdgenos nos esfregagos sanguineos, ja que altas
parasitemias sdo mais esperadas em animais na fase aguda da doenga, podendo estar
associada a presenca de sinais clinicos em microrganismos mais patogénicos.

A comunidade estudada fica proximo ao PEPF, proximo a borda da mata preservada
do parque, areas de cobertura vegetal com sinais de intervencdo antrépica, principalmente
pastagem para criagcao de gado. A maior parte dos caes tinha acesso a rua (71,64%) e as areas
de mata (64,18%), como relatado pelos proprietarios.

Infelizmente ndo foi possivel obter amostras de sangue fresco dos tamandués-bandeira
para realizar o esfregaco, e nao foi possivel obter amostras pos soltura da maioria dos animais.

No presente estudo nenhuma amostra de tamandua-bandeira foi positiva para
Ehrlichia sp., diferente do encontrado por Calchi et al. (2020) que avaliou 330 amostras
carcaga de animais da ordem Xenarthra, que vieram a dbito apos atropelamento. Por meio da
técnica de PCR e sequenciamento, obteve resultado de E. canis em 04 tamandués-bandeira.
Outros estudos relataram a presenga de E. canis em mamiferos silvestres, Guimaraes et al.
(2018) identificou em um individuo de Didelphis aurita (Gamba-de-orelha-preta) e Candido
et al. (2023) detectou em uma carcaga de Sapajus apella (Macaco-prego), ambos de vida

livre.



1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080

57

Segundo Vieira et al. (2011), Ehrlichia canis € a espécie mais prevalente em caes. As
77 amostras, de cdo, submetidas a PCR somente uma foi positiva para Ehrlichia sp. e
confirmada no sequenciamento com 100% de identidade como E. canis, sugerindo que a
espécie ¢ pouco frequente na regido de estudo, mesmo no hospedeiro preferencial, que € o cao
doméstico. Lasta et al. (2013) avaliaram amostras de 199 caes de rua e nao obtiveram nenhum
animal positivo para E. canis por meio da PCR, mostrando assim uma baixa ocorréncia assim
COmo nesta pesquisa.

Todas as amostras de tamanduds-bandeira avaliadas na PCR genérica para
Piroplasma/Hepatozoon, nao obtiveram resultado positivo, diferente do encontrado por
Sebastiani (2018), que realizou a mesma PCR genérica em onze amostras de tamandua-
bandeira de vida livre, obtendo resultado positivo em nove, confirmando por sequenciamento
ser Babesia sp., com similaridade no fragmento sequenciado para B.bigemina. A babesiose ¢
uma doenga endémica no Brasil e de maior prevaléncia no mundo (ASSAD et al., 2020).
Algumas pesquisas com foco em animais silvestres de vida livre no Brasil, detectaram B.bovis
e B.bigemina em cervideos de vida livre, utilizando a técnica de esfregago sanguineo e PCR
(SILVEIRA et al., 2011). Babesia sp. com similaridade com B.bigemina no fragmento
encontrado também foi detectada em quatis em um parque de Belo Horizonte (ESTEVAM et
al., 2020). Alves (2017), identificou Piroplasma pela PCR genérica em diversos animais
silvestres dentre eles quatro tamanduds-bandeira de vida livre e dois de cativeiro, trés
tamanduds-mirim de vida livre e dois de cativeiro.

No presente estudo, piroplasmas estavam presentes tanto nos esfregagos quanto na
PCR genérica de caes corroborando com alguns autores (ASSAD et al., 2020; ARAUJO et al.,
2015). Os iniciadores utilizados na pesquisa de Piroplasmida/Hepatozoon também detectaram
outros protozoarios Apicomplexa em estudos anteriores em outros hospedeiros mamiferos,
como Theileria sp. em cervideos (SILVEIRA et al., 2011) e Sarcocystis sp. em quatis
(ESTEVAM et al., 2020). Esse fato pode justificar a diferenca de positividade das mesmas
amostras dessa reacdo quando comparada as PCRs especificas. Posteriores reagdes de
sequenciamento com analise filogenética sao necessarias para investigar essas amostras
positivas. Todas as amostras foram testadas com primer especifico para B.vogeli nao obtendo
resultado positivo, mas ao sequenciamento duas amostras, positivas na PCR genérica
obtiveram identidade com B.vogeli, demonstrando que o primer inespecifico ¢ mais sensivel
que o especifico. Além disso, o esfregaco sanguineo de um c@o apresentou estruturas

intraeritrociticas compativeis com B.vogeli, refor¢gando os resultados encontrados. Barbosa et
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al. (2020) avaliou caes da cidade de Uberlandia e obteve amostras sugestivas de Babesia sp.
no esfregago, PCR genérica e especifica, sendo confirmado assim como nesse estudo por
sequenciamento a presenga de B. vogeli com identidade de 99 a 100% nas amostras avaliadas
por eles. Costa-Junior et al. (2009) constataram que B.vogeli, foi a Unica espécie de Babesia
presente em cdes de trés regides rurais de Minas Gerais apds sequenciamento de 244
amostras.

Nas andlises moleculares das amostras de gato ndo foram detectados piroplasmas,
diferente de outros pesquisadores que obtiveram 37 amostras de felinos ndo domiciliados
residentes na Fundagdo de Parques e Zoologico de Sdo Paulo e obtiveram 07 amostras
positivas e confirmadas por sequenciamento como sendo B.vogeli (ANDRE et al., 2014).

A citauxzoonose estd em ascensdo em todo mundo e com grande potencial de
fatalidade para felinos domésticos (ALHO et al., 2016). Os 39 gatos avaliados neste estudo
ndo apresentaram resultado positivo para Cytauxzoon. Diferente dos resultados de alguns
autores, avaliaram felinos domésticos, domiciliados, semi-domiciliados e vadios, no Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil e obtiveram baixa prevaléncia de infeccdo, menos de 1% (ANDRE
et al., 2015; PALMER et al., 2022; RAIMUNDO et al 2023). No Brasil Cytauxzoon ja foi
detectado em felinos silvestres como onga-pintada, onga-parda, jaguatiricas e ledes mantidos
em cativeiro (PEIXOTO et al., 2007, ANDRE et al., 2009; FILONI et al., 2012)

Em felino de vida livre Fagundes-Moreira et al. (2022) avaliaram animais de duas
regioes, Centro-Oeste, 53 amostras, ¢ Sul, 143 amostras, sendo as amostras do Sul todas
negativas ¢ do Centro-Oeste 48 animais positivos para Cytauxzoon spp. Nesse estudo eles
também avaliaram os carrapatos presentes nesses animais sendo que somente no Centro-Oeste
Amblyomma sculptum foi encontrado, apesar de ndo estar elucidado qual o vetor do C felis no
Brasil, acredita-se que o ixodideo possa estar envolvido na transmissdo. Alta incidéncia de
C.felis também foi encontrada por Furtado et al. (2017), que avaliou 30 amostras de ongas-
pintadas de vida livre nas regides do Cerrado, Amazonia e Pantanal e obtiveram 27 amostras
positivas. Alguns autores sugerem que felinos silvestres brasileiros podem atuar como
reservatorio para C.felis, assim como sdo os linces e pumas nos EUA (ANDRE et al., 2009;
ROTSTEIN et al., 1999).

Mais de 300 espécies de Hepatozoon, que acometem animais ja foram relatadas em
todo mundo (BANETH et al., 2003b). Nesse estudo os caes apresentaram resultados positivos
para o hemoparasito, sendo 15 das 77 amostras analisadas positivas na técnica de PCR. No

sequenciamento realizado, quatro amostras apresentaram similaridade com H. canis. Alguns
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estudos no Brasil, relatam a alta incidéncia de H. canis em caes domésticos. Na regido de
Uberlandia, Alguns autores observaram a presenca do patdgeno em canideos domésticos,
Mundini et al. (1992), realizou extensao sanguinea de dois caes, e observou pela primeira vez,
na regido, gametocitos no interior dos leucdcitos, esses animais apresentavam coinfec¢do com
E.canis. A coinfecgdo pode ter ocorrido pois os dois patégenos podem compartilhar o mesmo
vetor, Rhipicephalus sanguineus. — Miranda et al. (2014), avaliou 346 caes provenientes da
area urbana e zona rural, de Uberlandia, 274 as amostras foram positivas para Hepatozon sp.
por PCR, desses 30 animais apresentaram similaridade com H. canis, no sequenciamento. A
maior parte dos animais apresentavam infestacdo de Rhipicephalus sanguineus. No Brasil,
além do R. sanguineus, Amblyomma ovale e R.microplus, sdo relatados como possiveis
vetores (FORLANO et al., 2005; RUBINI et al.2009; MIRANDA et al., 2011).

Hepatozoon sp. ja foi diagnosticado pela técnica de esfregaco de sangue em uma
cadela na Amazonia Ocidental (FIGUEIREDO et al., 2021) e em oito caes da zona rural na
Paraiba. Demoner et al. (2016), avaliou 158 cades, no Sudeste, e obtiveram 105 animais
infectados com o hemopatégeno, ao mesmo tempo eles avaliaram pequenos roedores, da
mesma regido que os cdes € obtiveram como resultado 37/67 animais positivos para
Hepatozoon spp. Os animais silvestres sdo relatados hospedeiros para as varias espécies de
Hepatozoon, na presente pesquisa nenhum tamandua-bandeira foi positivo para o
hemopatdgeno avaliado, ja outros autores obtiveram amostras positivas similares a H.canis ao
avaliar Gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) (SILVA et al., 2017), ao contrario de
Criado-Fornelio et al. (2006) que nao obtiveram nenhuma amostra positiva de Gamba-de-
orelha-branca, nesse mesmo estudo eles avaliaram Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)
e Graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) .e. varios. Animais. testaram positivo para
H. canis. Outros canideos silvestres como o Lobo-guara de vida livre, ja foram identificados
no Brasil acometidos por amostras similares a H.canis e H.americanum (SILVEIRA et al.,
2016a; ARRAIS et al.,, 2021). Santos et al, (2013), examinaram esfregacos de sangue
periférico de uma raposinha-do-campo (Lycalopex vetulus), proveniente da zona rural de
Uberlandia e observaram gametocitos parasitando leucocitos, esse animal ndo apresentou
nenhum sintoma ou sinal clinico. Hepatozoon canis ¢ transmitido por carrapatos ¢ afeta caes
globalmente. A manifestacdo clinica ¢ varidvel, abrangendo desde cdes aparentemente
saudaveis at¢ animais com sintomas graves (O'DWYER et al., 2001). Nessa pesquisa todos os

animais positivos eram assintomaticos.
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O TR DPP® ¢ preconizado pelo Ministério da Satide do Brasil, como teste de triagem
para Leishmaniose Visceral Canina. Nao foram obtidas amostras positivas dos animais
domésticos avaliados. Segundo Andrade et al. (2014), a sensibilidade do TR DPP®, depende
da situagdo clinica dos animais avaliados, sendo mais elevada em caes sintomaticos.
Importante lembrar que somente os caes e gatos sem sinais de qualquer enfermidade foram
submetidos ao processo de sedagdo, anestesia e castragdo. O resultado encontrado no estudo
nao significa que nenhum animal possa estar contaminado com a Leishmania, pois a
soroconversdao em animais infectados, pode variar de seis meses a alguns anos, a depender da
resposta imunologica do individuo (BARBIERI, 2006). A realizagdo de PCR utilizando
amostras de sangue para detec¢do de Leishmania spp. ndo € preconizado, a ndo ser que o teste
de triagem tenha resultado positivo, pois esses protozoarios possuem capacidade de se
compartimentalizar em alguns 6rgaos linféides como medula 6ssea, linfonodos e bago, isso
faz com que a parasitemia no momento da coleta de sangue se torne ausente ou com carga
parasitaria inferior a do limite de deteccdo na PCR (BEZERRA et al., 2019).

Os cdes desempenham um papel central como reservatorio da LV. H4 alguns trabalhos
apontando o gato doméstico como um possivel reservatorio em areas endémicas, por isso faz-
se importante realizar a testagem para o patégeno nos animais, por se tratar de uma
importante zoonose ¢ endémica em Minas Gerais (PENNISI et al., 2015; TESSARI, 2021).

Um estudo realizado na zona rural de Uberlandia, em locais com casos notificados de
LT em humanos. Foram capturados ao longo de 2 anos, 8 espécies de flebotomineos sendo,
99,9% foram de L.intermedia, neste estudo o L.longypalpis nao foi capturado em nenhuma
campanha (LEMOS; LIMA, 2005). Paula et al. (2008), realizou pesquisa semelhante, mas em
alguns bairros de Uberlandia, onde ocorreram casos positivos em humanos de LV, foram
capturados somente L.longypalpis. Considerado um flebotomineo com altissimo grau de
antropofilia, estando bem adaptado as periferias e grandes centros urbanos.

Apesar do TR DPP® ser um teste desenvolvido para diagndstico em caes, ele ¢
comumente utilizado para felinos, principalmente em regides endémicas. Alguns autores
relatam que ¢ possivel utilizar o teste com amostras de outros animais, além dos canideos
(SILVA et al., 2018). O teste foi realizado em todos os gatos domésticos do projeto, nenhuma
amostra foi considerada positiva. L.infantun t€ém sido cada vez mais relatadas em felinos, nas
regides endémicas e apresentam semelhancas com a leishmaniose canina. Apesar da
similaridade, ainda faltam evidéncias a respeito da leishmaniose felina. Existem diferencas

significativas entre cades e gatos, sendo necessario mais estudos para a compreensao sobre a,
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transmissdo, imunopatogénese, desenvolvimento, manejo e prevencdo da doenga em gatos
(PENNISI; PERSICHETTI, 2018). Pennisi et al. (2015), reforgcam que ¢ importante observar
que, em condi¢des naturais € na auséncia do reservatorio primario, os gatos por si s6 nao
teriam a capacidade de transmitir a infec¢do aos flebotomineos.

O género Leishmania foi identificado em vérias espécies de mamiferos selvagens, de
vida livre e cativeiro, como canideos silvestres de zooldgico (SOUZA et al., 2010;
LOMBARDI et al., 2014; LUPI et al., 2018; TOLENTINO et al., 2019), marsupiais de areas
urbanas e periurbanas (SANTIAGO et al., 2007; SCHALLIG et al., 2007; CARREIRA et al.,
2012) felinos de zooldgico (DAHROUG et al., 2011; TOLENTINO et al., 2019), primatas de
vida livre (PAIZ et al., 2018), primatas de cativeiro (LOMBARDI et al., 2014). Richini-
Pereira et al. 2014, avaliou, através da técnica de PCR, em duas carcagas de tamandua-
bandeira, a presenca de DNA de Leishmania spp. Outros trabalhos avaliaram o tamandua-
bandeira, através da técnica de PCR, e ndo obtiveram resultados positivos para Leishmania
(SEBASTIANI, 2018; TESSARI, 2021). Alguns estudos ja realizados em tamanduds-mirim,
detectaram o patdgeno (ARAUJO et al., 2014; ROQUE; JANSEN, 2014). As amostras de
tamanduéd-bandeira, testaram negativas no TR DPP®, para LV. Por ser um patogeno
comumente associado aos centros urbanos, o mais provavel seria os tamanduds-bandeira, de
vida livre, se contaminarem com a LT, pois seus vetores sdo encontrados em zonas rurais,
principalmente a borda de mata, matas de formacdo secundaria e regides degradadas
(GALATI, 2003). No presente momento, todos os tamanduds-bandeiras inseridos no projeto
realizam o TR DPP®, sorologia e ou PCR para Leishmania.

Pouco se sabe sobre os patdogenos que acometem espécies de tamanduas, por isso
estudos que realizam levantamentos epidemioldgicos nos mesmos sdo imprescindiveis para o
posterior entendimento da relagdo parasito/hospedeiro dos hemopatogenos com esses
mamiferos e possiveis impactos do parasitismo na saude desses Xenarthra.

Os resultados negativos encontrados nos tamanduéds-bandeira reforcam que ¢
necessario mais estudos nessa regido com esses animais, talvez pela ndo obtengdo das
amostras pos soltura o trabalho tenha ficado prejudicado, j& que os patdogenos B.vogeli,
E.canis e H.canis estdo circulantes na populagdo de cdes presentes na regido onde esses
animais sdo reintroduzidos. Avaliar os ectoparasitos nos animais domésticos, silvestres e no
ambiente, elucidaria ainda mais essa pesquisa. No presente estudo, ndo foram coletados

carrapatos dos caes, gatos e tamandués-bandeira.
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Outros trabalhos publicados no territério nacional, com tamanduds relatam a
circulacdo de outros agentes comumente encontrados em animais domésticos, Sarcocystis
spp. foi observado em cinco tamanduds-bandeira de vida livre (ARENALES et al., 2020),
Orthopoxvirus em uma fémea de tamandua-bandeira de cinco anos em cativeiro (ASHPOLE
et al., 2020), Trypanosoma rangeli em tamandud-mirim de vida livre na Amazonia Brasileira
(DIAS et al., 2010), Morbilivirus (virus da cinomose canina) em tamandua-bandeira, em
Minas Gerais (SOUZA et al., 2022) e no Mato Grosso do Sul (GRANJEIRO et al., 2020),
Toxoplasma gondii em tamandués-bandeira de vida livre (PENA et al., 2020).

Os tamanduds dessa pesquisa fazem parte de um projeto de reabilitagdo, reintrodugdo
e monitoramento. Até agosto de 2023, quinze tamandués-bandeira foram reintroduzidos pelo
projeto, sendo a primeira soltura realizada em 2019. Desses, seis animais vieram a 6bito, uma
fémea reproduziu ap6s um ano de soltura, quatro animais foram recapturados, dois animais
estdo sendo monitorados (dados ndo publicados). A realizagdo de exames sanitarios ¢
fundamental para avaliacdo de satide desses animais, nos periodos pré-soltura, monitoramento
e pos-soltura, para que possamos entender a forma de contdgio dos patdgenos, a progressao e
a possibilidade de evitar a disseminacdo. Diante disso os integrantes do projeto realizam
capturas, a cada trés meses com cada individuo reintroduzido, até a retirada do colete, para
que assim possam acompanhar esses animais em vida livre, podendo em alguns casos mais
graves realizar procedimentos para a manutencao do individuo.

Os resultados negativos para hemopatogenos em tamanduds-bandeira no presente
estudo, apresentam diversas camadas de importancia e topicos para discussdes futuras, que
podem refletir nas implicagdes para a conservagdo. A auséncia de hemopatégenos nesta
espécie vulnerdvel pode ser um indicativo positivo do ponto de vista da conservagao.
Sugerindo que, ao menos na populacdo examinada, pode haver uma redugdo do risco de
doencas e 6bitos associados aos agentes patogénicos do estudo. Essa descoberta também pode
apontar para o éxito de estratégias de conservacdo voltadas para a diminui¢do da interacao
entre a fauna selvagem e possiveis reservatdrios de infeccdo, como os animais domésticos.

A auséncia de patdogenos pode ser sugestivo de uma falta de exposicao ou potencial
resisténcia na populagdo estudada. Sendo assim ¢ crucial determinar qual dessas situagdes ¢
mais provavel, uma vez que isso influenciara as avaliagdes de risco subsequentes. Mesmo que
ndo tenham sido expostos, os animais podem estar vulneraveis caso entrem em contato com
reservatdrios infectados no futuro. Apesar dos resultados promissores, sdo essenciais levar em

conta a sensibilidade e a especificidade dos testes empregados. Um resultado negativo pode
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também indicar que a prevaléncia do patdgeno estd abaixo do limite de detec¢do dos métodos
utilizados, ou que o tamanho da amostra nao foi adequadamente amplo para identificar
individuos infectados.

Os tamanduas-bandeira possuem habitos alimentares e comportamentais que podem,
naturalmente, limitar sua exposicdo e ou reduzir as chances de contato direto com outros
mamiferos potencialmente infectados, ou nao favorecer a proliferagao de vetores especificos.
A nao detecgao de agentes patogé€nicos no presente estudo ndo assegura que tal cendrio
persistira no futuro, sobretudo considerando possiveis alteragcdes nas condi¢des ambientais € o
aumento das intervencdes humanas. A vigilancia em curso € essencial para assegurar a
manutencdo do estado atual ou para responder prontamente a indicios de potenciais infec¢des
emergentes.

Identificar os patdgenos potencialmente compartilhados entres os animais, silvestres e
domésticos, principalmente de comunidades no entorno de unidades de conservacdo ¢ de
suma importancia. Apesar de os resultados negativos para hemopatéogenos no tamandud-
bandeira serem encorajadores, sua interpretacdo demanda uma andlise abrangente, levando
em conta fatores ecoldgicos, metodologicos e de conservacdo. Este estudo destaca a
relevancia da vigilancia continua ¢ da implementacdo de abordagens integradas para a
preservacdo da satide da vida selvagem e sua conservacdo. Promover agdes protetivas e
preventivas, como educagcdo ambiental, castra¢do, vacinacdo, vermifugacao, idas constantes
ao veterindrio, instru¢ao dos proprietarios de como manejar seus animais, manter uma relacao

saudavel entre meio ambiente, animais domésticos e silvestres.

7 CONCLUSAO

Com os resultados apresentados pode-se concluir que, ha circulagdo de hemoparasitos,
Ehrlichia canis, Babesia vogeli e Hepatozoon canis, em caes e gatos na regido da Tenda dos
Morenos. No entanto, ndo foram encontrados os hemopatéogenos nos tamanduds-bandeira
examinados. Essa auséncia pode indicar uma possivel falta de exposi¢do desses animais aos
patdogenos, ou também pode ser resultado das limitagdes metodoldgicas e temporais da
pesquisa, visto que nao foi possivel coletar amostras da maioria dos tamanduas-bandeira no
monitoramento. Este Gltimo ponto enfatiza a necessidade de estudos longitudinais mais
abrangentes para monitorar a saide dos animais e avaliar os potenciais riscos associados a

coexisténcia com a fauna doméstica. Portanto, os resultados apontam para uma complexa
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interacdo epidemioldgica que demanda um monitoramento continuo e métodos de diagndstico

mais abrangentes para estabelecer estratégias eficazes de conservacgao e controle de doencgas.
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ANEXO I - CERTIFICADO COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
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Universidade Federal de Minas Gerajs
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comissio de Etica na Utilizag#o de Animais (CEUA)
Av. Antbnio Carlos, 6627 — Uni. Adm. Il - 2° Andar — Sala: 2005 — CEP 31270-901
Campus Pampulha — Belo Horizonte/MG — Fone: (31) 34094516
e-mail;ceua@prpg.ufmg.br

TERMO DE CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PELO(S) ANIMAL(AIS)

Vocé estd sendo convidado para participar de uma pesquisa intitulada Pesquisa de carrapatos e
hemoparasitos em animais e no ambiente do Parque Estadual do Pau Furado e comunidades no
eniorno em Minas Gerais, Brasil, sob responsabilidade do pesquisador Julia Angélica Gongalves as
Silveira. Este estudo foi aprovade pela Comissdo de Etica no uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais, CIAEP/CEUA: xxxxxx, e tem por objetivo; pesquisar por patégenos causadores de
Zoonoses, em carrapalos e no sangue de ciies e gatos no municipio de Uberlindia/MG em interface
com atividade humana. Estou ciente de que o grupo de pesquisa deste estudo realizard o exame
clinico, coleta de carrapatos e de sangue na veia jugular (pescogo) ou veia cefalica (membro anterior)
no(s) cio(es) e gato(s) que estdo sob a minha responsabilidade, a realizagio da coleta de sangue (5ml)
serd apos a cirurgia de castragdio do meu(s) animal(is), ainda sob efeito da anestesia. Neste trabalho
os animais poderio estar expostos a hematoma no local da pungéio venosa. Este estudo possibilitara
fornecer pardmetros para avaliagio do risco de exposigio da populagio humana a patégenos
transmitidos por carrapatos no municipio de Uberlandia. Esclarecemos ainda, que sua autorizagio
para a inclusio do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntdria. Seu(s) animal(is) poderd(go) ser
retirado(s) do estudo, & qualquer momento, sem que isso cause qualquer prcjuizo a cle(s). A
confidencialidade dos seus dados pessoais serd preservada. Os membros da CEUA ou as autoridades
regulatérias poderédo solicitar suas informagdes, e nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente
para fins de inspecdes regulares.

O Médico Veterindrio responsdvel pelo(s) seu(s) anima(is) serd Ellen Jacques Mendes,
inscrito(a) no CRMV-MG sob o mimero 19346, Além dela, a equipe do Pesquisador Principal
tambem se responsabilizard pelo bem estar do(s) seu(s) animal(is) durante a coleta de sangue. Quando
for necessdrio, durante ou apés o periodo do estudo, vocé poderd entrar em contato com o Pesquisador
Principal ou com a sua equipe pelos seguintes contatos:

Tel. de emergéncia: (31) 998362121

Enderego: Escola de Veterindria da UFMG Enderego: Campus Pampulha da UFMG - Av.
Antonio Carlos, 6627 - Siio Luiz, Belo Horizonte - MG, 31270-901

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar
desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, a declaragio anexa.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Fui devidamente csclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado yue posso retirar
meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de Consentimento, eu

portador do RG declaro
que autorizo a participagéio do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a seguir, neste projeto.

Este documento serd assinado em duas vias, sendo que uma via ficard comigo e outra com o
pesquisador. Identificagdo do(s) animal(is);

Nome ou Numero de identificagfo:

Espécie: Uberlandia, de de 20_,
Raga:
Assinatura do Proprietario Assinatura do Pesquisador
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PELO(S)
ANIMAL(IS)
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2389  ANEXO IV — QUESTIONARIO.




