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RESUMO

Objetivou-se avaliar a ocorréncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii e 0 DNA
de protozoarios da familia Sarcoscystidae em tecidos (encéfalo e coracéao) de aves e
mamiferos silvestres do bioma Caatinga e do Centro de Triagem e Reabilitacdo de
Animais Silvestres de Pernambuco (CETRAS-Tangara) na Mata Atlantica. No primeiro
estudo realizou-se a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii e DNA de protozodrios da
familia Sarcocystidae em 55 animais de vida livre do bioma Caatinga por meio da
técnica de MAT e nested PCR seguida do sequenciamento. No segundo estudo
realizou-se a pesquisa do DNA de protozoérios da familia Sarcocystidae em 96 aves
(encéfalo) de cativeiro do CETRAS-Tangara e aves de vida livre do bioma Caatinga,
pertencentes a 41 espécies. No terceiro estudo realizou-se a pesquisa de DNA da
familia Sarcocystidae em 79 mamiferos (encéfalo e/ou coracdo) de cativeiro do
CETRAS - Tangara e vida livre do bioma Caatinga. Para identificar os protozoarios
da familia Sarcocystidae nos trés estudos empregou-se a nested PCR para o gene
18s rDNA seguido do sequenciamento genético. No primeiro estudo, detectou-se
anticorpos em 7/29 (24,13%) tatus-peba, 6/16 (37,5%) catetos e auséncia de
anticorpos nas cutias (0/10) e o DNA de Toxoplasma gondii em 6/19 (31,57%) dos
tatus-peba e nenhum cateto foi positivo. No segundo estudo, 25% (24/96) das
amostras das aves foram positivas para 0s protozoarios: Isospora spp., Sarcocystis
spp. e Toxoplasma gondii em oito espécies de aves (Amazona aestiva, Coereba
flaveola, Egretta thula, Paroaria dominicana, Sporophila nigricollis, Cariama cristata,
Columbina talpacoti, Crypturellus parvirostris). No terceiro estudo, 25,31% (20/79) das
amostras de nove espécies de mamiferos (Conepatus semistriatus, Didelphis
albiventris, Tamandua tetradactyla, Bradypus variegatus, Sapajus libidinosus,
Thrichomys laurentius, Monodelphis domestica, Galea spix e Callithrix jaccus) foram
positivas para T. gondii. A ocorréncia de anticorpos e DNA da familia Sarcocystidae
nas aves e mamiferos silvestres do bioma Caatinga e do CETRAS-Tangara
demonstra a participacdo destas espécies no ciclo silvestre dos protozoarios
identificados e a necessidade de intensificar as pesquisas nessa area para a
conservagao de animais silvestres nos biomas Caatinga e Mata Atlantica.
Palavras-chave: Protozoarios; Isospora spp; Sarcocystis spp.; Animais selvagens;

Caatinga.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the occurrence of IgG anti-Toxoplasma gondii antibodies
and the DNA of protozoa of the Sarcoscystidae family in birds and wild mammals from
the Caatinga biome and from the Pernambuco Wild Animal Screening Center
(CETRAS-Tangara) in the Atlantic Forest. In the first study, the investigation of
antibodies against T. gondii and DNA of protozoa of the family Sarcocystidae was
carried out in 55 free-living animals from the Caatinga biome using the MAT technique
and nested PCR followed by sequencing, respectively in 55 samples of mammals from
three wild species. In the second study, the DNA research of protozoa of the
Sarcocystidae family was carried out in 96 captive birds from CETRAS-Tangara and
free-living birds from the Caatinga biome, totaling 96 animals from 41 species. In the
third study, DNA research of the Sarcocystidae family was carried out in 79 mammals
of five species from the Caatinga biome and the CETRAS-Tangara. To identify the
protozoa of the Sarcocystidae family in the three studies, nested PCR was used for
the 18s rDNA gene followed by genetic sequencing. In the first study, antibodies were
detected in 7/29 (24.13%) armadillos, 6/16 (37.5%) collared peccaries and absence of
antibodies in agoutis 0/10 and Toxoplasma gondii DNA in 6/ 19 (31.57%) of the giant
armadillos and no collared peccary were positive. In the second study, 25% (24/96) of
the bird samples were positive for the protozoa: Isospora spp., Sarcocystis spp. and
Toxoplasma gondii in eight bird species (Amazona aestiva, Coereba flaveola, Egretta
thula, Paroaria dominicana, Sporophila nigricollis, Cariama cristata, Columbina
talpacoti, Crypturellus parvirostris). In the third study, 25.31% (20/79) of samples from
nine species of mammals (Conepatus semistriatus, Didelphis albiventris, Tamandua
tetradactyla, Bradypus variegatus, Sapajus libidinosus, Thrichomys laurentius,
Monodelphis domestica, Galea spix and Callithrix jaccus) were positive, for T. gondii.
The occurrence of antibodies and DNA of the Sarcocystidae family in birds and wild
mammals of the Caatinga and CETRAS-Tangara biomes demonstrates the
participation of these species in the wild cycle of the identified protozoa and the need
to intensify research in this area for the conservation of wild animals in the Caatinga
and Atlantic Forest biomes.

Keywords: Protozoa; Isospora spp; Sarcocystis spp.; Wild animals; Caatinga.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasmose é uma das zoonoses mais estudadas no mundo, listada como
doenca negligenciada pela Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), sendo considerada
uma das doencas de menor énfase pelos servicos de saude publica (MARVULO;
CARVALHO, 2014).

No Brasil, a infeccao por T. gondii ja foi identificada em metade da populacéao
de criancas e em mais de 80% das mulheres em idade reprodutiva (DUBEY et al.,
2012). Na mulher, a infeccdo materna no primeiro e segundo trimestre pode
desencadear infec¢cdes graves, chegando a ocasionar morte fetal, abortamento,
hidrocefalia e distdrbios neurolégicos em criangcas congenitamente infectadas
(ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2013); no terco final da gestagéo pode provocar infec¢ao
subclinica no recém-nascido, desencadeando, posteriormente, alteracdes oftalmicas
como a coriorretinite (MONTOYA; LIENSEFELD, 2004).

Pequenos ruminantes também apresentam distirbios reprodutivos por
toxoplasmose. Em caprinos e ovinos, a infeccdo adquirida no inicio da gestacédo é
mais severa, podendo causar sinais clinicos como morte fetal seguida de absorc¢éo
embrionéria ou abortamento. Quando a infec¢cédo ocorre no terco médio da gestacéo,
os abortamentos sdo mais frequentes, enquanto no terco final da gestacédo, a
imunidade do feto estd mais desenvolvida e, nesses casos, € possivel identificar o
nascimento de crias fracas, com alteracBes neuroldgicas, ou assintoméaticas e
cronicamente infectadas (BUXTON et al., 2007).

Com relacao aos animais silvestres, a infeccdo por T. gondii pode se apresentar
de forma assintomética ou mesmo fatal. Primatas do novo mundo sdo espécies
susceptiveis a toxoplasmose, sendo relatados casos agudos da doenca e morte subita
(DIETZ et al.,, 1997; DUBEY; BEATTIE, 1988; EPIPHANIO et al, 2003; LINDSAY;
DUBEY, 2014). Além disso, a presenca de coinfeccbes com agentes
imunossupressores, como a infecgao pelo virus da cinomose em carnivoros selvagens
pode contribuir para a toxoplasmose clinica (DUBEY, 2016).

As aves podem desempenhar um importante papel epidemiolégico na
transmissdo e manutencdo de T. gondii e algumas espécies sdo consideradas
indicadores da contaminacdo ambiental por oocistos deste protozoario. Diversos
estudos sobre a infeccéo por T. gondii ja foram desenvolvidos em aves domeésticas
(DUBEY, 2002a; DUBEY et al.,, 2003a; DUBEY, 2010), no entanto, ainda sao

13



escassas as informagdes em espécimes silvestres. A gravidade da doenca pode variar
de infecgcbes agudas subclinicas a fatais e apenas alguns estudos sobre a
soroprevaléncia de T. gondii em aves silvestres como os Psittaciformes foram
realizados (DUBEY, 2010). Mais recentemente, Castiglioni et al. (2021) demonstraram
em um estudo realizado em Séo Paulo que a infeccdo por T. gondii em varias espécies
silvestres indica a contaminacdo ambiental e a exposi¢cao dos animais a T. gondii.

Ainda ndo foram descritos estudos que determinam a importancia da fauna
silvestre na transmissdo de T. gondii para os humanos, contudo os altos indices da
infeccdo pelo protozoario em diversas espécies de aves e mamiferos silvestres
indicam que estes animais podem atuar como fonte de infecgéo e via de transmissao
deste protozoario para os humanos (MARVULO; CARVALHO, 2014).

Nesse sentido, destacam-se as espécies silvestres apreciadas por cacadores,
a exemplo do tatu (Euphractus sexcinctus), que podem desempenhar um papel
importante no ciclo de transmissdo silvestre deste agente zoondtico. Aléem disso,
acredita-se em uma associacédo entre o ciclo doméstico e selvagem de T. gondii, visto
gue os hospedeiros selvagens estdo se aproximando do ambiente urbano. Animais
como os tatus, gambas e roedores sdo encontrados em ambientes residenciais e
estes podem se infectar ao ingerir oocistos de T. gondii no ambiente provenientes dos
hospedeiros definitivos, os felideos domeésticos e silvestres. A infeccéo dos felideos
pode ocorrer pelo carnivorismo e a possibilidade de ingerirem animais infectados,
inclusive espécies selvagens (FORNAZARI; LANGONI, 2014).

Paises que realizam vigilancia e monitoramento de doencas infecciosas e
agentes zoonéticos em populacdes silvestres e ferais tém maior possibilidade de
compreender a dindmica das infecgfes e, assim, interferir na cadeia epidemioldgica,
realizando intervencdes para proteger a biodiversidade, os animais domeésticos e
selvagens e as popula¢cdes humanas (VIEIRA, 2009).

Para contribuir com os estudos sobre os coccidios da familia Sarcocystidae nas
espécies silvestres, esta pesquisa prop06s investigar a ocorréncia de anticorpos (IgG)
anti-T. gondii e a presenca do DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae em aves
e mamiferos silvestres de vida livre no bioma caatinga, Rio Grande do Norte, e

mantidos em cativeiro no CETRAS-Tangara, Recife, Pernambuco.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Os biomas Caatinga e Mata Atlantica

O Brasil possui uma rica biodiversidade de flora e fauna compartilhada pelos
mais diferentes ecossistemas, abrigando aproximadamente 20% do numero total de
espécies viventes (GODQY, 2006). Dispde, ainda, de uma ampla diversidade de
espécies silvestres, destacando-se como uma das maiores diversidades biolégicas
globais (ANDRIOLO, 2007).

O bioma Caatinga (do tupi: ka'a [mata] + tinga [branca] = mata branca) é o
anico bioma exclusivamente brasileiro, o que significa que grande parte do seu
patrimdnio biolégico ndo pode ser encontrado em nenhum outro local do planeta. Esta
definicho do bioma se refere a paisagem esbranquicada representada
pela vegetacdo durante o periodo seco: a maioria das plantas perde as folhas e os
troncos tornam-se esbranquicados e secos (SANTOS et al., 2017).

A Caatinga ocupa uma éarea de cerca de 850.000 km2 (LACERDA, 2018),
englobando de forma continua parte dos estados da Paraiba, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Maranhao, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte do Norte
de Minas Gerais (DE ARAUJO FILHO, 2011).

Este bioma ocupa aproximadamente 11% do territério brasileiro, sendo
bastante significativo para a regidao Nordeste, pois abriga uma expressiva diversidade
de vertebrados silvestres, dentre os quais, ja foram cadastradas aproximadamente
153 espécies de mamiferos (ALVES et al., 2016). Os periodos chuvosos possuem
caracteristicas peculiares, com cerca de 80% da pluviosidade distribuida de forma
irregular e imprevisivel e prolongados periodos de escassez de agua (ARAUJO et al.,
2007; ARAUJO et al., 2008). O tipo de vegetacdo predominante sdo as florestas
sazonalmente secas, compostas principalmente de arvores espinhosas com 6 a 10
metros de altura em sua base, composta de pequenos arbustos de folhas caducas e
ervas naturais muitas vezes leguminosas; arbustos e subarbustos estdo presentes
também em grande quantidade como os cactos e bromélias, dentre outras (PEREIRA
FILHO; MONTINGELLI, 2011). Neste estudo descreveu-se a importancia deste bioma
para a manutencao de espécies e a manutencdo da biodiversidade brasileira (ALVES
et al., 2016).
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As aves silvestres deste bioma podem servir como bioindicadores da presenca
de T. gondii (GONDIM et al., 2010), destacando-se aquelas que sao consideradas
cinegéticas que sao comumente cacadas, e inclusive utilizadas para consumo
humano, gerando risco de propagacao de agentes zoonéticos (ALVES et al., 2012;
MARVULO; CARVALHO, 2014). A captura de animais na Caatinga vem colocando
varias espécies em ameaca de extincdo, apesar de ser proibida pela Legislacdo
Federal Brasileira (Lei n° 5197/67). A ingestdo de carne de animais silvestres ainda
constitui uma fonte alimentar comum, especialmente em areas rurais do Brasil
(BARBOZA et al., 2016). Tal pratica pode contribuir para a infeccao e disseminagéo
de alguns agentes infecciosos como T. gondii (CAPELLAO et al., 2015; DOMOZYCH
et al., 2016).

No bioma Caatinga, 0s animais vivem em processo de harmonia ou em
momentos conflitantes, onde os mamiferos de certa forma séo alvo de conflitos que
culminam na sua captura ou morte (MESQUITA; BARRETO 2015; SOUZA; ALVES,
2014). Em pesquisa realizada no bioma Caatinga foram descritas 41 espécies de
mamiferos selvagens que eram cacadas, e destas, 0 maior nUmero de espécies
registradas foram: Carnivora (15), Rodentia (9), Cingulata (6) Primatas (3),
Artiodactyla (2), Pilosa (2), Didelphimorphia (2), Chiroptera (1), Lagomorpha (1). Estas
espécies eram utilizadas de varias formas, principalmente com finalidade alimenticia,
medicinal, ornamental e decorativa, em préticas religiosas ou criados como animais
domésticos (ALVES et al., 2016).

A criacdo de alguns animais silvestres de forma doméstica pode desencadear
um aumento nas infec¢des pela aproximacao destes com os humanos, favorecendo
a disseminacédo de agentes infecciosos (TENTER, 1999). Assim, € possivel identificar
casos de zoonoses pelo aumento de reservatérios (CORREA; PASSOS, 2001). Os
animais infectados por T. gondii e outros coccidios tém uma grande importancia na
epidemiologia e disseminacdo desses agentes parasitarios, uma vez que podem ser
predados e consumidos pelos felideos (SOGORB et al., 1977; VITALIANO et al.,
2014).

Os animais silvestres da fauna brasileira sdo encontrados na natureza, em vida
silvestre ou no cativeiro, alocados em zooldgicos, criadouros conservacionistas,
cientificos ou comerciais, institutos de pesquisa, centros de triagem e reabilitacdo ou
em residéncias (na maioria das vezes de forma ilegal). Em situagbes de vida livre e
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cativeiro, esses animais podem atuar como reservatérios e portadores de agentes
infecciosos causadores de zoonoses (SILVA, 2004).

A Mata Atlantica é considerada um dos biomas mais ricos do planeta. E a
segunda maior floresta umida do Brasil e da Regido Neotropical e apresenta uma
excelente biodiversidade (SOS MATA ATLANTICA, 2016), uma elevada diversidade
de animais endémicos, porém esté entre os cinco biomas mais ameagados do mundo
(MYERS et al.,, 2000). Em pesquisas recentes foi relatado apenas 12,5% da
cobertura original da Mata Atlantica brasileira (MYERS et al., 2000; SOS MATA
ATLANTICA, 2016).

As areas de Mata Atlantica sdo de suma importancia para a manutencéo da
rotina dos animais e do ambiente, favorecendo a purificacdo do ar, a protecdo dos
ros e nascentes, e ainda abriga mais de duas mil espécies de vertebrados,
representando 5% das espécies do mundo (SOS MATA ATLANTICA, 2016).

O Bioma Mata Atlantica € constituido prioritariamente por mata ao longo da
costa litoranea que vai do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul. Se estende
pelos territérios dos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Santa Catarina, e
parte do estado de Alagoas, Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Paraiba, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo
e Sergipe. A Mata Atlantica apresenta uma variedade de formacdes e engloba um
diversificado conjunto de ecossistemas florestais com estrutura e composicoes
floristicas bastante diferenciadas, acompanhando as caracteristicas climaticas da
regido onde ocorre (MMA/SBF, 2010).

O clima predominante é o tropical umido com temperaturas médias altas
durante todo o ano, precipitacfes pluviométricas regulares e bem distribuidas,
compondo o relevo de planaltos e serras. Possui como formacgOes florestais
(Florestas Ombrdfila Densa, Ombréfila Mista, Estacional Semidecidual, Estacional
Decidual e Ombrofila Aberta) e ecossistemas associados as restingas, manguezais
e campos de altitude (ALMEIDA, 2010).

O crescimento da producédo agricola com o plantio de monoculturas, areas de
pastagens e pecuaria tém induzido ao desmatamento, agravando o processo de
extingdo de muitas espécies de animais silvestres, atingindo diretamente a fauna
local (FAHRIG, 2003; MAGALHAES, 2011). Pesquisas desenvolvidas neste bioma
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ainda séo escassas, principalmente em relacdo a importancia dos animais silvestres
na epidemiologia das doencas infecciosas (MAGALHAES, 2011).

Dentro da riquissima fauna existente na Mata Atlantica, algumas espécies
possuem ampla distribuicdo, podendo ser encontradas em outras regides, como é o
caso da onca-pintada, onca-parda, gatos-do-mato, anta, cateto, queixada, alguns
papagaios, corujas, gavides e muitos outros. O que mais impressiona, é a enorme
quantidade de espécies endémicas, ou seja, que ndo podem ser encontradas em
nenhum outro lugar do planeta. Nesse contexto, incluem-se 73 espécies de
mamiferos, com 21 espécies e subespécies de primatas. No total, a Mata Atlantica
abriga quase mil espécies de aves, 370 espécies de anfibios, 200 de répteis, 270 de
mamiferos e cerca de 350 espécies de peixes. Segundo levantamento da
Conservacao Internacional, a maior parte das espécies da nova lista publicada pelo
Ministério do Meio Ambiente habita a Mata Atlantica. Do total de 265 espécies de
vertebrados ameacados, 185 ocorrem nesse bioma (69,8%), sendo 100 (37,7%)
deles endémicos. Das 160 aves da relacdo, 118 (73,7%) estdo presentes nesse
bioma, sendo 49 endémicas. Das 69 espécies de mamiferos ameacados, 38 ocorrem
nesse bioma (55%), sendo 25 endémicas (VARJABEDIAN, 2010).

2.2 Familia Sarcocystidae

Os organismos da familia Sarcocystidae estéo incluidos no Filo Apicomplexa e
sao protozodarios intracelulares obrigatérios que apresentam um complexo apical onde
se localiza um conjunto de organelas secretoras como micronemas, roptrias e
granulos densos. S&o capazes de infectar uma ampla gama de hospedeiros
endotérmicos, dentre estas espécies domesticas, silvestres e 0s humanos,
apresentando distribuicdo mundial (DUBEY; BEATTIE, 1988;).

Os componentes deste filo possuem um complexo ciclo biolégico com
peculiaridades em seus estagios infectantes, multiplicando-se de forma sexuada ou
assexuada, e estdo aptos a infectar diversos hospedeiros (BESTEIRO, 2014).
Destacam-se como membros da familia Sarcocystidae (Filo: Apicomplexa), o0s
protozoarios dos géneros Besnoitia, Eimeria, Cystoisospora, Frenkelia, Hyaloklossia,
Hammondia, Isospora, Neospora, Sarcocystis, Toxoplasma, entre outros. O género

Sarcocystis e Toxoplasma sédo predominantemente identificados em animais
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domésticos e silvestres no Brasil, seja por isolamento e/ou por meio de métodos

moleculares em diferentes tecidos (REGO, 2018).

2.3 Género Toxoplasma

2.3.1 Histoérico datoxoplasmose

O primeiro relato de Toxoplasma gondii ocorreu em 1908 por Charles Nicolle e
Louis Manceaux que descreveram a presenca de um parasito intracelular obrigatorio
em roedores (Ctenodactylus gundi), no Instituto Pasteur na Tunisia. Este parasito foi
identificado em grande quantidade no baco, figado e linfonodos mesentéricos dos
roedores, além de ser encontrado em menor quantidade nos pulmdes, rins, coracao e
medula 6ssea (NICOLLE; MANCEAUX, 2009).

No mesmo periodo, Splendore (1908) realizava pesquisas em Séo Paulo, Brasil,
e identificou a presenga de um parasito semelhante a Leishmania em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) (SPLENDORE, 2009). No primeiro momento, 0sS
pesquisadores acreditavam se tratar do protozoario Leishmania, denominando-o de
Leishmania gondii. No entanto, Nicolle e Manceaux, no ano de 1909, detalharam as
caracteristicas morfologicas desse parasito e o renomearam de Toxoplasma gondii
(do grego toxon = arco; plasma = forma) pela sua forma alongada, encurvada no seu
periodo de multiplicacéo no interior de macrofagos (NICOLLE; MANCEAUX, 2009).

O primeiro relato da infeccdo por T. gondii em mamiferos e aves silvestres
criados em cativeiro no Brasil foi descrito por Sorgorb et al. (1972) no Zooldgico de
Sao Paulo. Neste estudo foi detectada frequéncia de 61,96% (17/27) para anticorpos
anti-T. gondii em aves e mamiferos selvagens e domésticos, destacando o papel
epidemiologico dos mamiferos como sentinelas na disseminagao deste coccidio. O
primeiro levantamento sorolégico em animais de vida livre foi em felideos,
observando-se uma frequéncia de 75,0% (29/32) de positivos, em primatas (63,3%;
31/49), marsupiais (63,6%; 21/33) e roedores (61,1%; 11/18) (FERRARONI;
MARZOCHI, 1980).

2.3.2 Ciclo bioldgico e vias de transmissdo de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii esta incluido no reino Protista, sub-reino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae,
subfamilia Toxoplasmatinae e género Toxoplasma (DUBEY, 2010). Posteriormente,
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houve uma atualizagéo da taxonomia dos organismos vivos, proposta por Adl et al.
(2012) e reafirmada por Ruggiero et al. (2015) que sugeriram uma alteracdo da
taxonomia de T. gondii baseada em similaridades filogenéticas e ultraestruturais. Esse
parasito passou a ser incluido no reino Chromista, sub-reino Harosa (supergrupo SAR,
compreendendo: Stramenopiles, Alveolata e Rhizaria), superfilo Alveolata, filo Miozoa,
subfilo Myzozoa, infrafilo Apicomplexa, super classe Sporozoa, classe
Coccidiomorphea, subclasse Coccidia e ordem Eimeriida, juntamente com outros
parasitos associados como Cyclospora e Neospora. Esses autores argumentaram que
um grande nimero de novas ferramentas moleculares produziu dados que exigem um
modelo novo e mais robusto para se adequar a nova informacédo. Desta forma, a nova
classificacdo constara de mudancas recentes com maior estabilidade no futuro (ADL
et al., 2012).

E um protozoario formador de cistos teciduais que possui competéncia para
infectar um grande numero de animais endotérmicos como humanos, animais
domésticos e silvestres (TENTER et al., 2000). Este protozoario também possui a
capacidade de invadir varios tecidos e pode ser detectado em liquidos organicos como
saliva, sangue, leite, esperma e liquido peritoneal (DUBEY, 2010; KAWAZOE; MINEO,
2011; PRADO et al.,, 2011). Potencialmente, todos o0s animais homeotérmicos
(mamiferos e aves) podem atuar como hospedeiros intermediarios de T. gondii
(DUBEY, 2010; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005).

Os unicos hospedeiros definitivos de T. gondii sdo os membros da familia Felidae
gue apresentam um papel importante na transmissdo e manutencdo do protozoario
pela capacidade de disseminacao de oocistos no ambiente (TENTER et al., 2000). T.
gondii € um dos parasitos mais estudados no mundo devido a sua grande importancia
na medicina veterinaria e na saude publica por causar a zoonose toxoplasmose
(DUBEY, 2010), uma enfermidade potencialmente fatal para humanos
imunocomprometidos e associada a problemas produtivos nas espécies caprina,
ovina e suina (DUBEY, 2010; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

O ciclo biolégico de T. gondii é do tipo heteroxeno facultativo com duas fases
especificas, uma sexuada (acontece no epitélio intestinal) dos hospedeiros definitivos
e a assexuada (multiplicacdo rapida de taquizoitos e a multiplicacdo lenta de
bradizoitos) que ocorre nos hospedeiros definitivos e intermediarios (inclusive
humanos) (Figura 1) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii (CDC, 2015).

Sao descritas trés formas infectantes do parasito: os taquizoitos, os bradizoitos
e o0s esporozoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Os taquizoitos sédo células
arqueadas, alongadas, medindo aproximadamente 6 um de comprimento por 2 um de
largura. Possuem uma porcéo posterior arredondada e uma porcdo anterior com a
presenca de uma estrutura afilada denominada complexo apical (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998; SPEER et al.,, 1999). Sua proliferacdo é répida e assexuada,
denominada de endodiogenia (DUBEY, 1998). Esta fase esta diretamente relacionada
a toxoplasmose, pois este penetra e causa lesdes nos diferentes tecidos (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998).

Os taquizoitos (taqui = “rapido” em grego) entram na célula por penetragao ativa
ou por fagocitose e se multiplicam durante a fase aguda da doenca, se disseminando
muito rapido no vacuolo parasitéforo no citoplasma (hospedeiros intermediarios) e nas
células epiteliais n&o intestinais (hospedeiros definitivos) (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998). Ao penetrar na célula invasora, multiplicam-se assexuadamente por
endodiogenia, resultando na ruptura da célula invadida (DANTAS-LEITE, 2005).
Apesar da sua eficiente disseminacao, esta forma do parasito € a menos resistente,
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sendo destruida rapidamente no ambiente, seja por desidratacdo ou pela alteracéo
osmatica e acdo das enzimas tripsina e pepsina. Porém, esta forma infectante tem
habilidades para transpassar as barreiras hematoencefalica e placentéria, ocorrendo,
nesta ultima, a transmisséo vertical (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Os bradizoitos (bradi = lento, em grego) séo as formas evolutivas que se dividem
de forma assincrona, lenta e assexuada (DZIERSZINSKI et al., 2004; FERGUSON et
al., 2009; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Medem 7 um de comprimento por 1,5 um de
largura e diferem dos taquizoitos pois apresentam o nucleo localizado na porcao
posterior, roptrias solidas, auséncia de corpos lipidicos e numerosos micronemas e
amilopectina (ricos em polissacarideos, principalmente glicose) (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). Essas formas sdo encontradas no interior das células hospedeiras
dentro de cistos teciduais e persistem por um longo periodo num estado ativo (WEISS,;
KIM, 2000). Os cistos apresentam tamanhos variados, dependente do tempo, da
célula hospedeira, da cepa de T. gondii e do método utilizado para a medicdo. Um
cisto maduro possui em média de 50 a 100 ym de didmetro e uma grande quantidade
de bradizoitos em seu interior.

Os bradizoitos sdo a fase de encistamento do parasito nos tecidos,
desenvolvendo-se por endopoligonia, onde alguns taquizoitos se transformam em
bradizoitos, e essa mudanca pode ocorrer de 10 a 14 dias ap6s a infec¢do (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998). Apos a transformacéao para bradizoitos ocorrem alteracdes
morfolégicas da membrana e da matriz do vacuolo parasitoforo, resultando na
formacao da parede cistica, originando os cistos teciduais que ficam albergados por
longo periodo dentro das células, tendo predilecao por tecidos neurais, determinando
a fase cronica da infeccdo (GUIMARAES et al., 2007; WEISS; KIM, 2000).

De acordo com os estudos de Dubey (2008), os cistos teciduais fazem parte do
ciclo de T. gondii e sédo formados em 3 dias apds a infec¢cdo. O desenvolvimento
desses cistos pode ocorrer em varios 0rgaos viscerais como pulmao, figado e rins séo
mais frequentes no sistema neural e muscular como cérebro, olhos e musculatura
esquelética e cardiaca (DUBEY, 2008).

A parede cistica € composta por material do parasito e do hospedeiro, € elastica,
rica em acgucar e outros polissacarideos com espessura de 0,5um e € um mecanismo
de resisténcia dos bradizoitos frente a acdo de defesa do sistema imunoldgico do
hospedeiro (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). No momento da infec¢éo, os cistos
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teciduais podem ser lisados e ocorrer a conversao de bradizoitos em taquizoitos que
penetram em outras células hospedeiras e ocorre nova conversdo em bradizoitos,
desenvolvendo, assim um novo cisto tecidual (GUIMARAES et al., 2007; TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

O resultado da reproducdo sexuada que ocorre no trato intestinal dos
hospedeiros definitivos € a formacgdo de estruturas denominadas oocistos néo
esporulados (forma de resisténcia no meio extracelular). Os oocistos sao esferoides
ou sub-esferoides, tém parede celular resistente e uma massa interna compacta nao
uniforme (DABRITZ; CONRAD, 2010; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; SPEER et
al., 1999).

Apoés a eliminacdo nas fezes, 0s oocistos ndo esporulados séo incapazes de
infectar um hospedeiro sendo necessario a esporulacdo que € um processo
assexuado dependente de temperatura, umidade e oxigenagao, que ocorre entre um
e cinco dias ap0s a excrecdo do oocisto no ambiente. Os oocistos passam entao a
apresentar no seu interior duas estruturas cisticas (esporocistos), cada uma delas
albergando quatro organismos denominados esporozoitos que sdo as formas
evolutivas infectantes do parasito (DUBEY et al., 2011b; DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998).

Os hospedeiros definitivos (felideos domésticos e selvagens) sdo os Unicos
animais que podem eliminar oocistos ap6s o consumo de alguma forma infectante do
parasito (DUBEY, 2010). A concentracdo de oocistos liberados nas fezes dos felideos
varia de acordo com a forma infectante ingerida, em que a ingestao de cistos teciduais
configura a principal razdo de eliminacdo dos oocistos pelos felideos (DUBEY, 2001).
O ciclo heteroxeno de T. gondii pode ser segmentado em trés distintas fases: no
hospedeiro definitivo, no ambiente e no hospedeiro intermediario (BLACK;
BOOTHROQOYD, 2000).

Nos felideos, ocorre tanto a reproducdo assexuada quanto a sexuada, como
resultado da ingestédo de formas infectantes de T. gondii por meio do consumo de
tecidos de hospedeiros intermediarios infectados (taquizoitos e bradizoitos), ou pela
ingestao de agua e alimentos contaminados por oocisto esporulados (DUBEY, 2009a)

Na replicagdo sexuada, as formas parasitarias infectam as células do epitélio
intestinal do hospedeiro definitivo, sofrem alteracdes metabdlicas e assumem distintos

estagios na forma de esquizonte por meio de um processo denominado de
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esquizogonia. Logo apoés, ocorre a diferenciagdo em microgameta e macrogameta por
meio da gametogénese, estes se fundem dando origem ao zigoto que por sua vez
origina o oocisto ndo esporulado (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; FERGUSON et
al., 1974; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Apos a infec¢ao primaria, os felinos
eliminam milh&es de oocistos nao esporulados que perduram por cerca de duas a trés
semanas (DAVIS; DUBEY, 1995; DUBEY, 1995).

A estrutura do oocisto € constituida por uma multicamada robusta que alberga
0S esporozoitos de danos mecanicos e quimicos, ja 0S esporozoitos existentes nos
oocistos podem permanecer viaveis por extensos periodos (até anos) em ambientes
adequados. Essa é a forma de resisténcia ambiental do parasito e sua disseminacéo
pode ocorrer de forma mecéanica por moscas, baratas, besouros e outros artropodes
ou pode ser carreado pela agua, vegetais e frutas para consumo (HILL; DUBEY,
2014). Ao contaminar frutas e verduras podem permanecer viaveis por pelo menos 8
semanas sob refrigeracao (KNIEL et al., 2002). Os oocistos de T. gondii sdo altamente
resistentes a desinfetantes, porém séo destruidos em temperatura superior a 60° C
(DUBEY; FRENKEL, 1970).

Os oocistos necessitam de 24 horas para se tornarem infectantes no ambiente
e podem servir como fonte de infec¢do para os hospedeiros e ao esporularem podem
sobreviver por anos em condi¢des ambientais que o favoreca, sendo descrita sua
viabilidade em solos Uumidos por meses a anos, 0 solo € uma importante fonte de
infecgao para T. gondii isto ocorre pela resisténcia dos oocistos (DUBEY, 2009).

Existem poucos relatos na literatura sobre o nivel de contaminagéo do solo e
qual a dindmica do parasito no ambiente (MALEKI, BAHMAN et al., 2021). Santos et
al. (2010) avaliaram a presenca de oocistos de T. gondii no solo de escolas publicas
do ensino fundamental da regido noroeste do estado de Sao Paulo, onde foi isolado
em 22,58% (7/31), sendo a principal fonte de infeccdo para as criancas. Em
plantagcbes de hortas organicas no estado de Londrina foram feitas analises de solo
onde foi identificado o DNA de T. gondii em 12,9% (8/62) das amostras, aumentando
o risco de infecgcdo dos hospedeiros suscetiveis (FERREIRA et al., 2018).

Em uma pesquisa recente desenvolvida no municipio de Recife-PE, os
pesquisadores coletaram o solo de pragas publicas onde existia livre acesso de
pessoas e animais. Foi pesquisada a presenca do DNA de parasitos do Filo
Apicomplexa em 4 parques, 13 pracas, 3 areas de universidades publicas e 4
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hospitais, totalizando 24 locais publicos da cidade. Foi identificado o DNA de
protozodarios em nove destes locais, dos quais oito ponto apresentaram 100% de
similaridade com sequéncias de T. gondii (OLIVEIRA et al., 2021).

A toxoplasmose normalmente se apresenta de forma assintomatica em
individuos sadios, porém em individuos imunocomprometidos pode determinar sinais
clinicos graves como encefalite, miocardite e hepatite (TENTER, 2000). Mulheres
infectadas durante a gestacdo podem ter criancas com hidrocefalia, disturbios
neuroldgicos, calcificacdo cerebral e coriorretinite, caracteristicas de um quadro grave
de Tétrade de Sabin (FORNAZARI; LANGONI, 2014). Nos animais silvestres, a
doenca se assemelha a toxoplasmose em humanos e animais domésticos, porém
alguns fatores favorecem o risco nestes animais e assim elevam a possibilidade de
infeccdo, podendo ser uma ligacdo relevante para completar o ciclo zoonético da
doenca (SILVA, 2006).

Todos os estagios infectantes de T. gondii podem causar a infeccdo nos
hospedeiros intermediarios e definitivos. As principais vias de transmissdo sdo a
horizontal por ingestdo de oocistos encontrados no ambiente ou por consumo de
carne e visceras cruas ou mal passadas, pois o0s bradizoitos sdo resistentes a altas
temperaturas e a enzimas proteoliticas. A via vertical decorre da transmissao
transplacentéria de taquizoitos (AMENDOEIRA-COUTINHO 1982; DUBEY 1994;
DUBEY 1996; ALLAIN et al., 1998; DUNCANSON et al., 2001; MOZZATTO-
PROCIANQY, 2003; DUBEY, 2004; MONTOYA-LIESENFELD, 2004; SAWADOGO,
2005; SUKTHANA, 2006; DUBEY et al., 2009a). A transmissdo também pode ocorrer
pela ingestéo do leite materno, no caso da méae infectada na forma aguda (DUBEY et
al, 1998; OLIVEIRA et al, 2015). De forma menos frequente podem ocorrer casos de
transmissao por transfusdo sanguinea e transplantes de érgdos (DUBEY, 1994).

Para os humanos, o consumo de carnes cruas ou mal-cozidas é a principal forma
de transmissao de T. gondii, além da ingestdo de agua e o consumo de alimentos
contaminados com oocistos infectantes eliminados nas fezes dos hospedeiros
definitivos (TENTER et al., 2000)

Para os animais silvestres, as principais vias de transmissao sdo o contato ou
ingestao de oocistos presentes na agua e solo, além do consumo de frutas e verduras
contaminadas. As aves silvestres podem ser consideradas bioindicadores da

presenca de T. gondii e a presenca de aves soropositivas sugere que estas tenham
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ingerido oocistos esporulados no solo, &gua ou em alimentos contaminados (GONDIM
et al., 2010); no caso de aves de rapina terem ingerido taquizoitos ou bradizoitos de
T. gondii em cistos nos tecidos das presas (SILVA, 2007).

No caso dos tatus, outros carnivoros e aves silvestres, a infeccdo também pode
acontecer por meio do carnivorismo de pequenos animais domésticos ou silvestres
(SILVA, 2008). Na pesquisa realizada por Feitosa et al. (2017) no parque Zoobotanico
da Paraiba foram identificados 68,9% (20/29) mamiferos positivos para anticorpos
anti-T. gondii, resultado muito similar ao descrito por Pimentel et al. (2009) que
detectaram 53,1% (17/32) animais soropositivos no Zooldgico de Aracaju. Minervino
et al. (2010) relataram frequéncia de 33% (61/184) de mamiferos positivos nos
zoologicos da regidao norte e nordeste do Brasil. A presenca de animais sinantropicos
e de gatos domésticos nos zooldgicos aumenta a chance de infeccdo dos animais nos
recintos (FEITOSA et al., 2008).

Quando os gatos ingerem cistos teciduais presentes nos tecidos das presas, a
possibilidade de eliminacdo de oocistos nas fezes € maior quando comparada a
ingestdo de taquizoitos e oocistos (DUBEY, 2009a). Em geral, a eliminacdo dos
oocistos ocorre em um curto periodo de tempo (1 a 2 semanas) ap0s a primeira
infecgcdo, e posteriormente estes animais desenvolvem imunidade, dificilmente
liberando oocistos novamente (DUBEY, 1996a). O gato é uma importante fonte de
infeccdo no ciclo de vida de T. gondii, pois estes animais estdo presentes em muitos
locais e, quando infectados, eliminam elevada quantidade de oocistos, podendo
chegar a milhdes (DUBEY, 2001); os gatos positivos também agem como
sinalizadores de contaminacdo ambiental, onde acredita-se que j4 ocorreu a
eliminacao (DUBEY, 2004).

2.3.3 Epidemiologia da toxoplasmose em animais silvestres

Um programa apropriado de monitoramento de patogenos em animais selvagens
de vida livre e a identificacdo precoce da ocorréncia de doencas emergentes é de
grande importancia ja que esses agentes podem apresentar potencial zoonético e
comprometer a conservacdo de espécies (MORNER et al., 2002). Diferentes
caracteristicas epidemiologicas e ecolégicas modificam a distribuicdo das infeccbes
em uma populagdo suscetivel, sendo neste caso o maior desafio para os profissionais

da saude identificar quais as condigbes que ocorrem para a disseminacdo de uma
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infecgao e que podem desencadear uma epidemia (JORGE et al., 2010).

Os levantamentos de patégenos na fauna silvestre permitem identificar a
situacdo sanitaria desses animais, sejam eles de vida livre ou criados em cativeiro.
Em condicbes modificadas de vida, os animais se tornam mais vulneraveis as
doencas, por isso, € importante o controle dos patdgenos para elaboracdo adequada
do manejo dos animais de cativeiro (HIDASI, 2010; QUEIROZ, 2008).

Na tabela 1 estdo descritos os trabalhos cientificos realizados em tatus, catetos

e cutias no Brasil.

Tabela 1. Referéncias sobre a deteccéo de anticorpos (IgG) anti-Toxoplasma gondii

em tatus, cutias e catetos silvestres no Brasil.

Nome cientifico Nome comum Técnica Frequencia Estado Referéncia
de positivos
Dasypus Tatu-galinha MAT 1/9 (11,11%) Sé&o Paulo Silva et al.
novemcinctus (2006)
Euphractus Tatu-peba MAT 2/3 (66,6%) Sédo Paulo Silva et al.
sexcinctus (2006)
D. novemcinctus Tatu-galinha MAT 4/31 (12,9%) S&o Paulo Silva et al.
(2008)
E. sexcinctus Tatu-peba MAT 1/1 (100%) Minas Gerais Vitaliano et al.
(2014)
E. sexcinctus Tatu-peba MAT 2/33 (6,06%) Rio Grande doBarbosa et al.
Norte (RN) (2020)
D. novemcinctus Tatu-galinha PCR 1/2 (50%) Mato Grosso Kluyber et al.
do Sul (2021)
Dasyprocta aguti Cutia MAT 21/118 Para e RN Minervino et
(17,79%) al. (2010)
D. aguti Cutia MAT 109/21 (19%) Pard e RN Soares et al.
RIFI 109/17 (18%) (2011)
Dasyprocta. Cutia MAT 9/36 (25%) Parana Yamakawa et
azarae al. (2020)
Pecari tajacu Cateto MAT 1/1 (100%) Parae RN Minervino et
al. (2010)
P. tajacu Caititu/cateto MAT 1/1 (100%) Paraiba Pena et al.
(2016)
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P. tajacu Queixada MAT 0/6 (0%) Parana Ullmann et al.
(2017)

P. tajacu Caititu/cateto MAT 22/22 (100%) Parana Ullmann et al.
(2017)

MAT: Teste de Aglutinagdo Modificado. RIFI: Reac¢édo de Imunofluorescéncia Indireta.

As infeccdes por T. gondii sdo relatadas desde a década de 70 em diversas
espécies de aves domeésticas e silvestres. Varios estudos relataram a presenca de
anticorpos anti-T. gondii em galinhas de criacdo extensiva em varios paises (DUBEY,
2002a; DUBEY et al., 2003a; DUBEY, 2010). Estudos também foram realizados em
aves silvestres de vida livre das ordens Columbiformes, Passeriformes,
Falconiformes, Accipitriformes e Gruiformes com prevaléncia variando de 5% a 79%
(CABEZON et al., 2011; TIDY et al., 2017).

No estudo realizado por Acosta et al. (2018), soros foram coletados de 145
pinguins para a deteccao de anticorpos anti-T. gondii no teste MAT 220 e 18 aves
foram positivas. O bioensaio em camundongos para o isolamento de T. gondii foi
realizado usando tecidos de 54 pinguins, mas nenhum isolado foi obtido. O DNA de
amostras de tecidos de 330 individuos foi amplificado por PCR e sequenciado para
detectar coccidios formadores de cistos teciduais usando primers direcionados para
todos os sarcocistideos (com base no gene 18S rDNA). As amostras positivas foram
amplificadas por PCR e sequenciadas com primers especificos do género Sarcocystis
e primers especificos para Sarcocystis falcatula/Sarcocystis neurona. Dezesseis
amostras (3,0%) de musculo peitoral foram positivas para todos os sete marcadores
moleculares e todas as amostras foram idénticas entre si. Organismos proximos a
Sarcocystis falcatula foram confirmados em todos os casos. Este foi o primeiro relato
de deteccdo molecular de infec¢cdo por organismos relacionados a S. falcatula e o
primeiro relato de soropositividade para T. gondii em pinguins-de-magalhaes
(Spheniscus magellanicus) de vida livre no Brasil (ACOSTA et al., 2018).

Castiglioni et al. (2021) analisaram 32 amostras (oito de aves e 24 de mamiferos)
pelo MAT para a detecgéo de anticorpos IgG anti-T. gondii em animais silvestres de
vida livre na regido noroeste do estado de Sao Paulo. Foi observada positividade em
25% (2/8) das aves, incluindo as espécies Rupornis magnirostris (gavido-carijé) e
Caracara plancus (carcard). Entre os mamiferos, 29,2% (7/24) foram soropositivos,

incluindo uma raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), dois lobos-guara (Chrysocyon
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brachyurus), um bugio-preto (Alouatta caraya), dois cachorros-do-mato (Cerdocyon
thous) e um veado-catingueiro (Mazama gouazoubira). Os resultados demonstraram
que a infeccao por T. gondii em varias espécies animais na regido noroeste do estado
de S&o Paulo indica a contaminacdo da area e a exposi¢cdo dos animais a T. gondii
(CASTIGLIONI et al., 2021).

Na regido nordeste do Brasil foram descritos genétipos nao clonais de T. gondii
em animais silvestres. Vitaliano et al. (2014) observaram alguns genétipos de T. gondii
(#231, #195, #238) na espécie Dasypus hovemcinctus (tatu-verdadeiro), e o genétipo
#241 em Euphractus sexcinctus (tatu-peba) e também identificaram os gendtipos
#232, #196, #233 em cateto (Pecari tajacu).

Almeida et al. (2017) descreveram o genétipo ToxoDB #13 em raposa Cerdocyon
thous de vida livre em estado critico de saude que foi atendida em um Hospital
Veterinario em Recife, Pernambuco. Ap6s o 6bito, fragmentos de tecido encefélico
foram utilizados para o isolamento, e na prova de viruléncia, este isolado foi
considerado avirulento.

Silva et al. (2018) relataram o gendtipo #13 em uma garca estriada de vida livre
(Butorides striata) e o genétipo Tipo Brlll em uma lontra em cativeiro (Lontra
longicaudis). Lima et al. (2019) identificaram os genétipos ToxoDB #78, #146, #163,
#260 e #291 em ratos pretos (Rattus rattus) na llha de Fernando de Noronha,

Pernambuco.

2.3.4 Diagnostico da toxoplasmose em animais silvestres

Para se obter um diagndéstico seguro da toxoplasmose animal é importante a
associagao dos sinais clinicos, informacgdes epidemioldgicas e a utilizacdo de exames
soroldgicos, histopatolégicos, moleculares e isolamento do protozoario (DUBEY,
1993). No diagnostico da toxoplasmose séo utilizadas técnicas indiretas (pesquisa de
anticorpos) que sdo as mais utilizadas nos animais silvestres, e as técnicas diretas
gue detectam o patdgeno que também sao utilizadas para os animais silvestres,
porém com menor frequéncia (DUBEY, 2010).

Os exames soroldgicos sao os mais utilizados e informam se o0 animal foi exposto
a T. gondii em algum periodo de sua vida (DUBEY, 2010). Um método bastante
empregado em animais silvestres € o MAT que ndo requer conjugado espécie-

especifico, é de baixo custo, ndo apresenta risco para o manipulador, sendo uma
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técnica simples com boa sensibilidade e especificidade (DUBEY, 2002; DUBEY,
2010).

Existem outras técnicas de diagnostico sorolégico como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) identificada como “padrdo ouro” e Ensaio de
Imunoadsor¢cdo Enzimatica (ELISA), pelos quais é possivel identificar anticorpos 1gG
e/ou IgM, porém essas técnicas ndo sdo utilizadas em animais silvestres pela
necessidade de um conjugado espécie-especifico (DUBEY, 2010; LIU et al., 2015).

No que concerne as técnicas diretas de diagnéstico da toxoplasmose, destacam-
se as moleculares, como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) que sao bastante
utilizadas para identificacdo de agentes infecciosos em tecidos e secre¢des. Estas
técnicas apresentam alta sensibilidade, especificidade e rapidez, tendo como
caracteristica importante a habilidade em detectar o parasito mesmo em
concentragdes muito baixas. Com o avancgo da tecnologia, hoje ja € possivel analisar
amostras por técnicas mais avancadas como a PCR em tempo real e Nested PCR
(HURTADO et al., 2001).

Para a identificacdo de T. gondii também pode ser utilizado o exame
histopatologico que pode ser feito com fragmentos de 6rgaos em formol a 10%, e
posterior confeccdo de laminas coradas com hematoxilina e eosina para pesquisa e
visualizacéo de cistos teciduais ou taquizoitos (SILVA, 2007).

A técnica de marcacédo por imunohistoquimica é feita com o material fixado em
formalina a 10%, embebidos em parafina para diferenciar os estagios infectantes do
parasito. Esta € uma técnica que ndo deve ser utilizada de forma isolada, sendo
espécie-especifica, porém pode ocorrer de ndo ser possivel identificar qual o estagio
do parasito (taquizoito ou bradizoito), contudo, acredita-se que pode ocorrer reacdo
cruzada com Sarcocystis, Neospora e Besnoitia. A identificacdo do parasito € feita
pela reacdo do material tratado com anticorpos policlonais anti-T. gondii (DUBEY,
2010).

Pesquisas realizadas empregando a técnica histopatologica e
imunohistoquimica para identificar T. gondii em primatas neotropicais de vida livre ou
de cativeiro foram desenvolvidas no Brasil (ANDRADE et al., 2007; CASAGRANDE et
al., 2013; EPIPHANIO et al., 2000; EPIPHANIO et al., 2003; GONZALES-VIERA et al.,
2013).
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Para isolar T. gondii utiliza-se a técnica de bioensaio em camundongos na qual
os tecidos suspeitos séo inoculados em animais de laboratério ou também pode ser
feita a pesquisa de T. gondii em cultura celular. O bioensaio tem baixo custo quando
comparado as outras técnicas de isolamento (DUBEY, 2010). Para avaliar a viruléncia
das cepas de T. gondii, o protocolo padrdo é a inoculagdo em camundongos que é
uma técnica que possui reconhecimento internacional (SARAF et al.,, 2017).
Pesquisas que relataram a estrutura populacional e analisaram a correlacéo entre o
genatipo do parasito e a toxoplasmose humana e animal, concluiram que a linhagem
do tipo | € a mais virulenta e letal para camundongos, desencadeando doenca clinica
aguda. A do tipo Il apresenta viruléncia intermediaria em camundongos e a do tipo Il
€ avirulenta. As linhagens Il e Il caracterizam o estado crbénico da infeccdo pela
caracteristica de formac&o de cistos (OLIVEIRA et al., 2016; SANCHEZ-SANCHEZ et
al., 2019).

Os isolados de T. gondii identificados na América do Norte e Europa séo
notavelmente clonais. A predominancia dos isolados pertence a um dos trés diferentes
genatipos dos tipos I, Il, Il (HOWE; SIBLEY, 1995). Estas linhagens diferem-se por
apresentar caracteristicas distintas de viruléncia em modelos murinos (SIBLEY et al.,
2009).

Também j& foram descritas outras linhagens clonais classicas, sendo esta a
quarta linhagem tipo 12 relatada na América do Norte a partir de isolados de animais
selvagens (KHAN et al.,, 2011). Essa nova cepa ndo estad presente em nenhuma
dessas linhagens clonais e foram descritas como cepas atipicas, exoéticas ou
recombinantes (RAJENDRAN; SU; DUBEY, 2012).

2.4 Género Sarcocystis

2.4.1 Aspectos gerais

O género Sarcocystis engloba protozoarios apicomplexas que compreendem
mais de 200 espécies com diferentes ciclos bioldgicos, patogenicidade e possibilidade
de infectar os animais, sendo o ciclo de vida conhecido em apenas 26 espécies
(DUBEY et al., 2015). A maioria dessas espécies esta descrita em hospedeiros
intermediarios, mas, de acordo com Prakas; Butkauskas (2012) ainda néo é conhecido
nem metade dos hospedeiros definitivos do género. As espécies do género acometem

o0 sistema digestivo e muscular de varias espécies animais e tém distribuicdo mundial.
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O ciclo normalmente ocorre entre os predadores e as presas. Os carnivoros (ou
onivoros) atuam como hospedeiros definitivos e excretam esporocistos nas fezes, que
podem contaminar alimentos ou agua e ser ingeridos pelos hospedeiros
intermediarios (herbivoros ou onivoros). Nesses, as espécies de Sarcocystis formam
cistos na musculatura (sarcocistos), contendo os bradizoitos que representam o
estagio assexuado que € infeccioso para os hospedeiros definitivos (DUBEY et al.,
2015; ROSENTHAL, 2021).

As aves também podem atuar como hospedeiros intermediarios e definitivos de
varias especies do género (PRAKAS et al., 2012; DUBEY et al., 2016). Os resultados
de investigagBes moleculares mais recentes demonstraram que varias espécies de
Sarcocystis ndo sao tdo especificos para hospedeiros intermediarios como se
acreditava anteriormente, seja porque nunca desenvolveram tal especificidade ou
porque recentemente se adaptaram a infectar parentes préximos de seus principais
hospedeiros devido a interferéncia humana nos ambientes naturais nos ultimos
séculos (GJERDE et al., 2017a; GJERDE et al., 2017b).

Algumas das espécies do género Sarcocystis possuem potencial patogénico
para o hospedeiro intermediario como Sarcocystis falcatula, Sarcocystis calchasi e
Sarcocystis neurona que tém elevada predilecdo por animais silvestres, podendo
causar infeccdo em Passeriformes, Psittaciformes e Columbiformes (KUTKIENE et al.,
2012).

O ciclo bioldgico de Sarcocystis ocorre com a presenca de dois hospedeiros: o
definitivo que sdo os carnivoros ou onivoros e os intermediarios que séo os herbivoros
ou onivoros. O hospedeiro intermediario se infecta ao ingerir os esporocistos ou
oocisto esporulado em alimentos contaminados (KARAKAVUK et al., 2018). Apos a
ingestao do oocisto, 0s esporozoitos sao liberados e seguem por via sanguinea até
as ceélulas endoteliais dos varios 6rgaos como figado e pulmdes. Em seguida, ocorre
0 processo de esquizogonia e 0Ss merozoitos se espalham, seguindo para a
musculatura estriada e cardiaca. Nestes locais, se desenvolvem em metrécitos que
se propagam por endodiogenia, resultando nos bradizoitos que se localizam em um
cisto septado na musculatura estriada (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Os hospedeiros definitivos se infectam por meio do consumo da musculatura dos
hospedeiros intermediarios infectados. Os bradizoitos contidos nos cistos séo
liberados e penetram na mucosa do intestino delgado onde ocorre a gametogonia,
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desencadeando a formacéo dos oocistos. A esporogonia acontece na luz do tubo
digestivo e 0 oocisto chega ao meio ambiente por meio das fezes em sua forma
esporulada (PRAKAS; BUTKAUSKAS, 2012).

Os sinais clinicos da sarcocistose aviaria nas aves muitas vezes ndo séo
observados. Contudo, em alguns casos pode ocorrer a morte subita, porém algumas
aves podem demonstrar fraqueza, dispneia, anormalidades neuroldgicas ou anorexia
parcial ou total. Também podem ser observadas lesbes como edema pulmonar,
congestdo, hemorragia, esplenomegalia e hepatomegalia, a necropsia (LLANO,
2019).

Estudos relatando a prevaléncia por meio de ferramenta molecular da infeccao
por varias espécies do género Sarcocystis em javalis, veados, gamos e alces foram
realizados na Europa (GUARDONE et al., 2022). No Brasil, pesquisa realizada por
Régo et al. (2021) identificou aves silvestres positivas para o género Sarcocystis com
prevaléncia de 11,4% (5/44) por PCR. Em um artigo de reviséo recente foi descrita a
presenca de espécies do género Sarcocystis (S. falcatula, S. neurona, S. lindsayi e S.
speeri) em varias espécies de gambas (Didelphis spp.) como hospedeiros definitivos
na Argentina e no Brasil (GONDIM et al., 2021).

Os animais selvagens podem abrigar espécies zoonéticas de Sarcocystis ainda
nao descobertas para as quais as pessoas podem servir de hospedeiros definitivos
(apbés a ingestdo de sarcocistos) ou mesmo como hospedeiros intermediarios
acidentais (apos a ingestdo de esporocistos) (ROSENTHAL, 2021, FAYER et al.,
2015). Surtos recentes de infeccdo apés o consumo de veado infectado por
Sarcocystis foram descritos no Japao (OTA et al.,, 2019; INOMATA et al., 2020),
sugerindo um potencial significado deste na salde publica pelo consumo de cervideos
infectados (CABAJ et al., 2020).

2.5 Género Isospora/Cystisospora

2.5.1 Aspectos gerais

Até a descoberta do ciclo de vida de Toxoplasma, os coccidios eram
considerados como tendo um ciclo fecal-oral direto. Frenkel e Dubey (1972) e Dubey
e Frenkel (1972a) encontraram estagios extra-intestinais de Isospora felis e |. rivolta
em gatos e camundongos. Um estagio encistado (cisto tecidual) de 1. felis e I. rivolta
foi encontrado em roedores (Frenkel e Dubey, 1972). Com base nessas observacgoes,
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Frenkel (1977) e Dubey (1977b) propuseram novos géneros (Cystoisospora e
Levineia) para as espécies de Isospora de gatos e cées, mas o0 género Levineia foi
considerado sindnimo de Cystoisospora. Posteriormente, baseados na filogenia
molecular, Barta et al. (2005) apoiaram a validacdo do género Cystoisospora.

As espécies do género Cystoisospora podem causar doengas em suinos, caes,
gatos, camelos e macacos e as espécies do género Isospora podem causar doencas
em aves. O género Isospora spp. possui dois ciclos biolégicos: um sistémico ou extra-
intestinal que acomete érgdos como rins, figado baco e linfonodos e o ciclo intestinal
que é realizado nas células intestinais onde ocorrem distarbios gastrointestinais como
diarreia em decorréncia das lesdes nas células intestinais pelas formas imaturas do
parasito (PEREIRA et al., 2013). Varias espécies de Isospora foram identificadas nas
fezes de passaros saltadores de asas verdes de vida livre e em cativeiro (COELHO et
al., 2013).

Normalmente a transmissao das espécies do género Isospora ocorre pela via
fecal-oral definida pelo ciclo de vida direto. S&o espécie-especificas e frequentemente
observados em Passeriformes (COELHO, 2012). A infec¢cdo ocorre por meio da
ingestdo de alimentos ou agua contaminados com oocistos esporulados do parasito.
No tubo digestivo do hospedeiro, os esporozoitos sao liberados dos oocistos e
penetram nas células epiteliais do intestino, onde se arredondam, e passam a ser
denominados de trofozoitos. A partir dai, se inicia a etapa proliferativa da reproducéo
(fase assexuada). Mdltiplas meioses déo origem a varios nucleos, que por sua vez
originam o0s merontes (ou esquizontes), que contém os merozoitos. As células
invadidas se rompem e liberam 0s merozoitos que se disseminam por dois caminhos:
penetram em novas células intestinais, iniciando outra fase assexuada, dando origem
a uma segunda geracdo de merozoitos, ou iniciam a etapa de diferenciacdo (fase
sexuada), onde os merozoitos dao origem aos macro e microgametocitos (HERRERA
et al., 2019).

Os microgametas que estdo nos microgametécitos saem das células parasitadas
e fecundam os macrogametas, formando o zigoto ou oocisto imaturo. Estes séo
eliminados nas fezes do hospedeiro e esporulam (esporogonia) no ambiente. A
esporogonia ocorre sob condicdes adequadas de temperatura, oxigenagdo e
umidade, quando o oocisto sofre divisdo, dando origem a dois esporocistos, que

contém quatro esporozoitos cada um. As espécies do género Isospora que infectam
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0s passaros tém ciclo biolégico classico, com os estadios enddgenos no epitélio
intestinal (PATTON, 1993).

A espécie Isospora serini que parasita canarios, realiza cinco merogonias em
fagdcitos mononucleares em diferentes visceras (especialmente figado, baco e
pulmdes), além de duas geracBes assexuadas finais e gametogonia no epitélio
intestinal, tendo, assim, um periodo patente longo, geralmente em torno de 7 meses.
Nas espécies de Isospora, a eliminacdo de oocistos que infectam passeriformes
ocorre de forma ciclica e a maior eliminacdo é desencadeada no periodo da tarde
(MONTEIRO, 2017).

Os oocistos de Isospora spp. contém dois esporocistos cada um com quatro
esporozoitos e as diferentes espécies podem ser diferenciadas pelo seu tamanho que
sao distintos e caracteristicos (GREINER, 2008). Esta forma infectante é bastante
resistente no ambiente e permanece viavel durante meses em locais frescos e imidos
(PEREIRA et al., 2009). Estes sao encontrados predominantemente em
passeriformes, sendo que as aves que excretam oocistos de Isospora de espécies
entéricas ndo demonstram sinais clinicos relevantes (GREINER, 2008).

Os Passeriformes muitas vezes se infectam por esses protozoarios que
colonizam os intestinos e se multiplicam nos enterécitos, causando sua destruicdo
(GODOY; MATUSHIMA, 2010; VASCONCELOS, 2012). Os parasitos sao carreados
pelos leucécitos e chegam por meio da corrente sanguinea até outros 6rgados como
figado, baco e rins. Os sinais clinicos estdo associados as situacdes de estresse do
hospedeiro, imunossupressao e idade, principalmente em aves jovens (GREINER,
2008). As aves infectadas por protozoarios do género Isospora sao acometidas por
doencas entéricas, enquanto os mamiferos s&o suscetiveis a Cystoisospora
(MONTEIRO, 2017).

Em canéarios infectados por Isospora serini foram observados sinais clinicos
como depresséo, perda de peso, penas palidas, dificuldade respiratoria, podendo
ocorrer o 6bito. E importante destacar que as espécies do género normalmente néo
infectam humanos, porém em individuos imunocomprometidos a infeccdo por
Isospora belli pode ocorrer (CUNHA, 2018).

As aves adultas geralmente sdo assintomaticas, mas a isosporose sistémica
resulta em alta mortalidade para aves jovens (2 a 9 meses de idade) em cativeiro
(ADKESSON et al., 2005; CUSHING et al., 2011; JAMRISKA et al., 2013). Os sinais
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clinicos descritos nas aves séo inespecificos, incluindo hiporexia, perda progressiva
de peso, reducdo da massa muscular peitoral, depresséo, desidratacdo, diarreia,
plumagem ericada, distens&o abdominal e perda de equilibrio (SANCHEZ-CORDON
et al., 2007; MASLIN; LATIMER, 2009).

No Brasil, de Oliveira et al. (2018) descreveram os achados patolégicos e
moleculares da isosporose sistémica em aves saltadores de asas verdes (Saltator
similis) mantidos em cativeiro no estado do Espirito Santo, Brasil. As aves
desenvolveram sinais clinicos inespecificos, incluindo penas ericadas, hiporexia,
perda de peso e apatia. Duas aves foram necropsiadas e macroscopicamente foram
observados hepatomegalia, esplenomegalia, necrose de foliculos linfoides, necrose
hepatica e enterite grave. Este relato indica que a isosporose sistémica
(atoxoplasmose) nesta espécie de ave é uma doenca que afeta o baco, figado e
intestino delgado, tem alta mortalidade para as aves jovens, resultando em perdas

significativas para criatérios comerciais.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Contribuir com dados epidemiol6égicos sobre a ocorréncia de protozoarios da

familia Sarcocystidae em aves e mamiferos silvestres de vida livre e mantidos em

cativeiro.

4.2 Objetivos Especificos
Estudar a ocorréncia de anticorpos (IgG) anti-T. gondii e o DNA de Toxoplasma

gondii em cutias, catetos de cativeiro e tatus de vida livre no bioma Caatinga por meio

do teste de Aglutinacdo Modificada e Nested PCR.
Identificar o DNA de protozoéarios da familia Sarcocystidae em amostras de

tecidos de aves e mamiferos silvestres do bioma Caatinga e animais mantidos no

Centro de Triagem de Animais Silvestres de Pernambuco.
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Resumo: Objetivou-se neste estudo pesquisar a ocorréncia de anticorpos e DNA da
familia Sarcocystidae em 29 tatus-peba (Euphractus sexcinctus), 16 catetos (Pecari
tajacu) e 10 cutias (Dasyprocta leporina), totalizando 55 animais de vida livre do bioma
Caatinga, regido nordeste do Brasil. A pesquisa de anticorpos anti-T. gondii foi feita
pela Técnica de Aglutinacdo Modificado (MAT), utilizando ponto de corte de 25 para
tatu-peba e 16 para as outras espécies. O DNA da familia Sarcocystidae foi detectado
em encéfalo por meio da Nested PCR, seguida do sequenciamento. Foram
encontrados anticorpos em 7/29 (24,13%) tatus-peba, 6/16 (37,5%) catetos e
auséncia de anticorpos nas cutias. Em 6/9 (31,57%) tatus-pebas positivos na sorologia
foi confirmada a presenca de DNA de Toxoplasma gondii no sequenciamento, porém
nenhum dos catetos foi positivo. A presenca de anticorpos e DNA de Toxoplasma
gondii confirma a infeccdo em Euphractus sexcinctus no bioma caatinga e em Pecari
tajacu mantidos em cativeiro em centro de conservacédo da espécie. Os resultados
alertam para o risco do consumo da carne crua ou mal cozida desses animais pela

populacao local.
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Palavras-chave: Nordeste do Brasil, Animais Silvestres, Toxoplasmose, Protozodrio.

Abstract: The objective of this study was to investigate the occurrence of antibodies
and DNA of the Sarcocystidae family in 29 giant armadillos ( Euphractus sexcinctus ),
16 collared peccaries ( Pecari tajacu ) and 10 agoutis ( Dasyprocta leporina), totaling
55 free-living animals from the Caatinga biome, northeastern Brazil. The search for
anti- T. gondii antibodies was performed using the Modified Agglutination technique
(MAT), using a cut-off point of 25 for armadillo and 16 for the other species.
Sarcocystidae family DNA was detected by Nested PCR, followed by sequencing.
Antibodies were found in 7/29 (24.13%) armadillos, 6/16 (37.5%) collared peccaries
and absence of antibodies in the agoutis. In 6/9 (31.57%) positive armadillos in
serology, the presence of Toxoplasma gondii DNA in the sequencing was confirmed,
but none of the collared peccaries were positive. The presence of Toxoplasma gondii
antibodies and DNA confirms the infection in Euphractus sexcinctus in the caatinga
biome and in Pecari tajacu kept in captivity in a conservation center for the species.
The results alert to the risk of consumption of raw or undercooked meat of these
animals by the local population.

Keywords: Northeast of Brazil, Wild animals, Toxoplasmosis, Protozoan.

Introducéao

O bioma Caatinga ocupa cerca de 11% do territdrio brasileiro, sendo exclusivo
do Brasil e abriga uma quantidade expressiva de vertebrados silvestres, dentre 0s
quais ja foram cadastradas aproximadamente 148 espécies de mamiferos. Além
destas, destacam-se as espécies consideradas cinegéticas que sao comumente
cacadas, e inclusive utilizadas para consumo humano, o que pode oferecer riscos de
propagacdo de enfermidades zoondticas (MARVULO e CARVALHO, 2014). A
Caatinga abriga ao todo 182 espécies de animais ameacados, e, destes, 46 existem
apenas nesse bioma. Um deles é a arara-azul-de-lear (Anodorhynchus leari), que é
alvo de acbes de preservacao e se tornou um simbolo da biodiversidade do sertdo
junto com felinos como a onca-parda e a onga-pintada. Essa Ultima quase
desapareceu do semiarido nos ultimos anos, principalmente devido a expanséo de
atividades agropecuarias que, segundo pesquisadores, jA devastaram mais de 50%
da vegetacéo nativa (FIGUEIREDO, 2019).
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Apesar de ser proibida pela Legislacdo Federal Brasileira (Lei n° 5197 de 03 de
janeiro de 1967), a ingestao de carne de animais silvestres ainda constitui uma fonte
alimentar frequente, especialmente nas areas rurais do Brasil. Tal pratica pode
contribuir para a disseminacao de patdégenos como Toxoplasma gondii causador da
toxoplasmose (CAPELLAO et al., 2015; DOMOZYCH et al., 2016).

A toxoplasmose é uma das protozoonoses mais propagadas no mundo e seu
agente etiolégico € um parasito intracelular obrigatorio de distribuicdo geografica
mundial e ciclo de vida heteroxeno facultativo. Os hospedeiros intermediarios sao
todos os animais homeotérmicos, e os hospedeiros definitivos sdo os membros da
familia Felidae (TENTER, 2009). T. gondii tem propensdo para infectar células
nucleadas de uma vasta variedade de espécies animais, incluindo aves, mamiferos
silvestres e humanos, o que desperta o interesse de estudos na area médica e
veterinaria (DUBEY, 2010; TAYLOR et al., 2010).

Os animais homeotérmicos incluidos na classe Mammalia como as cutias
(Dasyprocta leporina) Lichtenstein (1823) e os catetos (Pecari tajacu) Linnaeus (1758)
sdo comumente apreendidos pelo homem para o consumo, constituindo-se em uma
fonte alternativa de proteina (SILVA et al., 2010). A criacdo de animais silvestres em
cativeiro € uma alternativa para preservacao de espécies ameacadas de extincao e
isso favorece o interesse no desenvolvimento de pesquisas com o propésito de
garantir a sanidade e conservacdo (MENDONCA et al., 2006). Em virtude da boa
adaptacao a vida em cativeiro, a construcao de criatorios de cutias e catetos tem sido
disseminada no semiarido brasileiro (BATISTA et al., 2009; BATISTA et al., 2010),
sendo esta atividade comercial amparada pela Instrugdo Normativa n° 07/2015 do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA.

Os tatus (género Euphractus) pertencem também a classe Mammalia e das 21
espécies descritas globalmente, 11 ocorrem no Brasil. No Nordeste brasileiro, onde
predomina o bioma Caatinga, o tatu-peba (Euphractus sexcinctus) Linnaeus (1758) é
a espécie mais prevalente (MEDRI, 2008). Esses animais tém se destacado como
fonte de infeccdo de patdégenos para seres humanos, associados a transmissao de
doenca de Chagas (NOIREAU et al., 2009), leishmaniose (FORNAZARI, et al., 2014)
e toxoplasmose (VITTALIANO, 2012), sendo muitas vezes hospedeiros e

reservatorios, especialmente nas zonas rurais (CAPELLAO et al., 2015).
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As doencas infecciosas com potencial zoondtico ndo se limitam apenas aos
prejuizos que causam a vida silvestre, mas também acarretam graves problemas a
salde publica. Assim, estes animais podem constituir como fonte de infecc¢des virais,
bacterianas e parasitarias, podendo atingir os seres humanos (SEIMENIS, 2008) e
acredita-se que aproximadamente 75% das doencas que apareceram nos ultimos
anos tém origem na fauna silvestre (BENGIS, et al., 2004).

Objetivou-se neste estudo investigar a ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii em cutias e catetos mantidos em cativeiro e tatus-peba de vida além de
identificar o DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae em catetos e tatus-peba do
bioma caatinga.

Material e Métodos

Aspectos éticos

O estudo foi autorizado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), licenca numero 030/2019, e
pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO, licenca
ndmero 64186-1.

Area de estudo e amostras biolégicas

Os animais de vida livre foram capturados no Bioma Caatinga que corresponde
a uma grande area geogréfica, localizada em sua maior parte no Nordeste do Brasil.
Suas caracteristicas edafocliméticas, precipitacdes e temperaturas definem uma
vegetacao tropical com periodos de seca (ALBUQUERQUE et al., 2012), os quais
podem chegar até 11 meses por ano (AB’'SABER, 1974).

Para a sorologia foram analisadas 29 amostras de tatus-peba (Euphractus
sexcinctus) de vida livre, 10 cutias (Dasyprocta leporina) e 16 catetos (Pecari tajacu)
de cativeiro. Os tatus-peba foram provenientes de cinco municipios (Pendéncias,
Macau, Afonso Bezerra, Guamaré, Pedro Avelino) do estado do Rio Grande do Norte.

Para a pesquisa do DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae em catetos e
tatus-peba do bioma Caatinga foram utilizadas amostras dos animais que vieram a
Obito, sendo analisados 6 catetos e 19 tatus-peba. Nao foi utilizado tecido das cutias

para a PCR, pois nenhuma morreu durante o experimento.
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Estes animais foram resgatados pela policia ambiental, por maus tratos e por
estarem presos de forma ilegal para consumo de familias de baixa renda. As cutias e
catetos vivem em recintos separados de acordo com a espécie, e foram oriundos do
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal
Rural do Semi-arido (UFERSA), Campus Mossor0, Rio Grande do Norte, Brasil.

Para a coleta de sangue, os tatus-peba foram inicialmente submetidos a
medicacdo pré-anestésica com cloridrato de xilazina 2% (1m/kg) (Vetnil, part 003.17)
e cloridrato de cetamina 10% (10 mg/kg) (Vetnil, part 002.17) de acordo com 0 peso
de cada animal, sendo entdo coletados 3 mL de sangue na veia femoral ou caudal.
Em cutias e catetos foi realizada contencédo mecénica utilizando pucé procedendo-se
a coleta de aliquotas de 2 mL e 5 mL respectivamente na veia cefélica ou safena. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 1500xg por 10 minutos para obtencédo de
soro que foi aliquotado para microtubos armazenados em freezer - 20°C até o
momento das andlises. Todas as amostras de soro foram transportadas ao laboratorio

para as analises sorologicas.
Andlise sorologica

Para a pesquisa de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii empregou-se o Teste
de Aglutinacdo Modificado (MAT), utilizando-se como antigeno taquizoitos da cepa
ME49, de acordo com o protocolo descrito por Desmonts e Remington (1980). Foram
incluidos no teste controles positivos e negativos em todas as reacdes. Para os tatus-
peba foi utilizado ponto de corte 25 e diluicées 50, 100 e 200 (DUBEY; DESMONTS,
1987). J4 para as cutias e os catetos foi utilizado ponto de corte 16 e as diluicdes 32,
64 e 128 (ULLMANN et al., 2017; YAMAKAWA et al., 2020).

Deteccdo molecular de protozoarios da familia Sarcocystidae

A pesquisa de DNA da familia Sarcocystidae foi realizada em fragmentos de
encéfalo e coracdo dos animais que vieram a Obito. Inicialmente foram pesados e
macerados 25 mg de cada tecido e, em seguida, foram submetidos ao processo de
extracdo de DNA utilizando-se o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification
(Promega®). Apbs a extracdo, as amostras foram amplificadas por nested PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) para o gene 18s do DNA ribossomal (18S rDNA)

de protozoarios Apicomplexa, primeiramente usando 2uM dos primers externos
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Tg18s48F (5’-CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3") e Tg18s359R (5'-
GTTACCCGTCACTGCCAC-3'), seguido da amplificacgdo com 2uM dos primers
internos Tg18s58F (5-CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC-3') e Tg18s348R (5'-
TGCCACGGTAGTCCAATAC-3"), de acordo com protocolo descrito por Su et al.
(2010) e Melo et al. (2020). Os produtos da nested PCR foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com Blue Green (LGC®) e
fotodocumentados.

As bandas de gel dos produtos da nested PCR marcadas positivamente para o
gene 18S rDNA foram purificados utilizando-se o kit de purificagcdo QIAquick Gel
Extraction (Qiagen®), de acordo com o protocolo do fabricante. Os produtos foram
sequenciados bidirecionalmente, usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos utilizados para
sequenciamento foram os mesmos aplicados na segunda amplificacédo (Tg18s58F e
Tg18s348R). A reacdo de sequenciamento foi realizada por separacéo eletroforética
capilar no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados, utilizando-se o software Data
Collection (Applied Biosystems) e, em seguida, a inspecdo da qualidade foi realizada
usando o Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems). As sequéncias foram
analisadas pelo Staden Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA) e comparadas
com o banco de dados do GenBank usando o Basic Alignment Search Tools (BLAST)
no National Center for Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) para

a identificacdo de géneros ou espécies.
Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se andlise descritiva para

calculo de frequéncias absoluta e relativa (SAMPAIO, 2002).
Resultados e Discusséo

Detectou-se anticorpos anti-T. gondii em 7/29 (24,13%) tatus-peba e 6/16
(37,5%) catetos (Tabela 1). Nao foram detectados anticorpos nas cutias. O resultado
do sequenciamento do DNA da familia Sarcocystidae identificou 6/19 (31,57%)
positivos para os tatus-peba com 99% de similaridade com Toxoplasma gondii. Todos

os catetos foram negativos na PCR.
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Tabela 1. Frequéncia e titulo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em tatus-peba
(Euphractus sexcinctus), catetos (Pecari tajacu) e cutias (Dasyprocta leporina)
analisados pelo Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT). Identificacdo de protozoarios
Apicomplexa por nested PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) em amostras dos

tatus-peba (Euphractus sexcinctus).

Sorologia PCR

Especies Animais  Total de Titulos de anticorpos

Positivos animais  ,5 59 100 200

Tatu-peba
(Euphractus 7 (24,13%) 29 4 0 1 2 6/19 (31,57%)
sexcinctus)

Titulos de Anticorpos

_ 16 32 64 128 0/6 (0%)
Cateto (Pecari

tajacu) 6 (37,5%) 16 2 2 2 0

Cutia (Dasyprocta

, 0 10 - - - - NR
leporina)

NR: Néao realizado

Toxoplasma gondii € um dos parasitos mais disseminados no mundo e infecta
varias espécies de animais de sangue quente. Utilizou-se a técnica de MAT, pois
diferentemente de outros testes, este ndo necessita de um conjugado espécie-
especifico, possibilitando sua aplicacdo para diversas espécies animais, incluindo as
silvestres. Além disso, ndo requer equipamento para leitura, é de facil operacéo e
baixo custo (DUBEY, 2010).

Estudos anteriores que realizaram a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii por
MAT em tatus-peba no bioma Caatinga e detectaram frequéncia de 6% (2/33)
(BARBOSA et al, 2020). Em nosso estudo também analisamos animais deste mesmo
bioma, porém a frequéncia de animais positivos foi superior.

Em pesquisa realizada na regido Sul do Brasil com catetos do Zooldgico de
Curitiba-PR foi encontrada uma frequéncia de anticorpos 1gG anti-T. gondii de 31,8%
(7/122), com titulos variando de 16 a 1024 (ULLMANN et al., 2017). Outro estudo
realizado no Parque Zoobotanico de Jodo Pessoa-PB detectou um cateto positivo no
MAT com titulo elevado de anticorpo (400) (PENA et al., 2016), indicando uma
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infecc@o recente. Em nosso estudo, o maior titulo de anticorpos detectado para a
espécie foi 64, em dois animais, sugerindo infeccdo cronica.

Os resultados nos diferentes estudos podem variar por diversos fatores como a
temperatura, umidade, condicBes sanitarias, as caracteristicas dos animais
amostrados como idade, sexo e a presenca do hospedeiro definitivo (TENTER et al.,
2000). As caracteristicas ambientais podem interferir na ocorréncia, transmisséo e
distribuicdo de T. gondii em mamiferos selvagens e domésticos (YAN et al., 2016).
Outra pesquisa soroldgica realizada com varias espécies de mamiferos na regiao
sudeste do Brasil analisou apenas uma amostra de tatu-peba que foi positiva para
anticorpos contra T. gondii (VITALIANO et al., 2014).

Kluyber et al. (2021) realizaram estudo com o objetivo de diagnosticar a presenca
de parasitas zoondticos, incluindo Toxoplasma gondii em quatro espécies de tatus
capturados na natureza de dois ecossistemas brasileiros diferentes, o Cerrado
(savana brasileira) e o Pantanal (zona Uumida). Foram amostrados 43 tatus de vida
livre do Pantanal e sete tatus atropelados do Cerrado. Anticorpos anti-T. gondii foram
detectados em 13 dos 43 (30,2%) tatus. Os humanos tém uma relacéo direta com os
tatus, causando impactos negativos nas populagdes, geralmente matando-os por
crencas culturais, cacando remédios, principalmente na América Latina (Rodrigues et
al., 2020). Na América do Sul, os tatus sdo cacados para alimentacdo devido ao seu
sabor e alto teor de proteina, sendo considerados espécies relevantes para a saude
publica, pois podem transmitir varios agentes infecciosos por meio do contato ou
consumo de sua carne (Deps et al., 2008; Richini-Pereira et al., 2009).

O habito alimentar do tatu-peba, caracterizado por uma dieta variada com
produtos de origem vegetal, animal e até restos de animais mortos (CAJAIBA et al.,
2015) predispde a infecgao por T. gondii. Esses animais tém o habito de cavar tocas
e buracos, favorecendo o contato com oocistos presentes no solo e participam da
manutenc¢ao do ciclo do protozoario no ambiente silvestre. Destaca-se, ainda, que o
Brasil possui uma grande diversidade de fauna silvestre, inclusive de felideos, que
sao hospedeiros definitivos de T. gondii e podem contaminar o solo pela eliminacéo
de oocistos nas suas fezes. Aléem disso, as espécies analisadas no nosso estudo
podem ser fonte de alimento para os felideos silvestres (CAPELLAO et al., 2015) e

acreditamos que isso possa favorecer o ciclo silvestre de Toxoplasma gondii.
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O consumo de tatus infectados pelas familias da zona rural € um risco para a
saude, principalmente para individuos imunocomprometidos (ELBEZ-RUBINSTEIN et
al., 2009; LINDSAY, DUBEY, 2011). Estudo realizado em assentamentos rurais no
estado do Par4, regido da Amazonia Legal, investigou espécies de animais silvestres
utilizados como recurso alimentar, identificando 38 espécies que sao cacadas para
consumo. Dentre estas, Euphractus sexcinctus e Pecari tajacu foram as mais citadas
pelos entrevistados (154/163 e 137/163, respectivamente) em todos o0s
assentamentos. Além disso, também foi mencionado de forma significativa o consumo
de Dasyprocta spp. (117/163) (CAJAIBA et al., 2015). A presenca e a viabilidade de
cistos de T. gondii em tecidos de tatu-peba ja foi comprovada por Vitaliano et al.
(2014). Ainda, é importante destacar que a carne de animais silvestres utilizados para
consumo humano, muitas vezes nao sofre um processo de coccédo adequado, sendo
consumida mal passada (BARBOZA et al., 2016), o que representa um fator de risco
para a infeccdo por T. gondii (DUBEY; JONES, 2008).

No bioma Caatinga o habito do consumo de tatus é bastante difundido, assim
como em outras regides do pais. Os resultados obtidos no nosso estudo quanto a
presenca de DNA de T. gondii é preocupante do ponto de vista da saude dos
consumidores desta carne, pois esses nao tém acesso a informacdes sobre a cadeia
de transmissao deste protozoario.

Assim como nos estudos anteriormente mencionados, ndo foi possivel
determinar o momento e a fonte de infec¢do dos catetos soropositivos do centro de
animais silvestres. Os animais recebem alimentacdo comercial e agua a vontade, no
entanto relata-se a presenca de felideos domésticos e silvestres em areas proximas
aos recintos, o que pode levar a contaminacdo ambiental por oocistos de T. gondii e
assim favorecer a infeccéo.

As cutias analisadas neste estudo foram negativas. Esses animais se encontram
em um recinto exclusivo para a espécie, recebendo alimentacédo a base de racéo e
dgua de poco a vontade. Acredita-se que em decorréncia do manejo higiénico
sanitario adotado no centro de criagdo ndo foram encontrados animais positivos.

Outro aspecto importante de estudos que envolvem a identificagéo de patogenos
em animais silvestres € a medicina da conservagdo, onde os estudiosos tentam
assimilar o processo das doengas nas popula¢cées animais e sua consequéncia na

saude animal e humana (AGUIRRE et al., 2012). As pesquisas sobre a epidemiologia
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das zoonoses em animais silvestres, sejam de cativeiro ou vida livre, sdo de grande
importancia para ampliagdo do conhecimento dos focos naturais, permitindo indicar
0s principais fatores de risco presentes em cada ecossistema. Além de favorecer a
compreensao correta da cadeia epidemiolégica dos agentes zoonoéticos entre 0s
animais silvestres, e a importancia local, regional ou nacional das doencas, induz a
formacao e preparacdo para 0s servi¢os veterinarios e de saude publica (ALMEIDA,
2017).

Concluséao

A deteccdo de anticorpos e DNA de Toxoplasma gondii confirma a presenca
deste coccidio em tatu-peba no bioma caatinga e em catetos mantidos em cativeiro
em centro de conservacao da espécie. Estes resultados alertam para o risco do

consumo da carne crua ou mal cozida desses animais pela populacao local.
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Resumo: Os organismos da familia Sarcocystidae sdo protozoarios distribuidos
mundialmente e com grande capacidade de infectar animais endotérmicos. O estudo
destes protozoarios em aves silvestres no Brasil é escasso. Objetivou-se neste estudo
avaliar a ocorréncia de protozoarios Sarcocystidae em aves silvestres na regido
Nordeste do Brasil. No periodo de outubro a dezembro de 2019 foram coletadas
amostras bioldgicas de 71 aves de cativeiro do Centro de Triagem de Animais
Silvestres de Pernambuco (CETRAS-Tangara) e 25 aves de vida livre do bioma
Caatinga no Rio Grande do Norte, totalizando 96 animais pertencentes a 41 espécies.
Os fragmentos de encéfalo foram submetidos ao diagndstico molecular por nested
PCR para o gene 18s rDNA de protozoarios Sarcocystidae, seguido por
sequenciamento genético. Esse gene foi detectado em 25% (24/96) das amostras
analisadas, e destas foi possivel realizar o sequenciamento do DNA de 14 amostras,
confirmando-se trés géneros: Isospora spp., Sarcocystis spp. e Toxoplasma gondii em
amostras de oito espécies de aves (Amazona aestiva, Coereba flaveola, Egretta thula,
Paroaria dominicana, Sporophila nigricollis, Cariama cristata, Columbina talpacoti,
Crypturellus parvirostris). A ocorréncia de coccidios da familia Sarcocystidae nas aves
silvestres demonstra a necessidade de intensificar as pesquisas nessa area para a
conservacgao das aves silvestres nos biomas caatinga e mata atlantica.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Sarcocystis spp., Isospora spp., Aves silvestres.
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Abstract: Organisms of the Sarcocystidae family are distributed protozoa with a high
capacity to infect endothermic animals. The study of these protozoa in wild birds in
Brazil is scarce. The objective of this study was to evaluate the occurrence of the
Sarcocystidae family in wild birds in the Northeast region of Brazil. From October to
December 2019, biological samples were collected from 71 captive birds from the
Pernambuco Wild Animal Triage Center (CETRAS-Tangara) and 25 free-living birds
from the Caatinga biome in Rio Grande do Norte, totaling 96 animals belonging to 41
species. Brain fragments were subjected to molecular diagnosis by nested PCR for the
18s rDNA gene of the Sarcocystidae family, followed by genetic sequencing. This gene
was detected in 25% (24/96) of the analyzed samples, and from these it was possible
to perform DNA sequencing of 14 samples, confirming three genera: Isospora spp.,
Sarcocystis spp. and Toxoplasma gondii in samples from eight bird species (Amazona
aestiva, Coereba flaveola, Egretta thula, Paroaria dominicana, Sporophila nigricollis,
Cariama cristata, Columbina talpacoti, Crypturellus parvirostris). The occurrence of
coccidia of the Sarcocystidae family in wild birds demonstrates the need to intensify
research in this area for the conservation of wild birds in the Caatinga and Atlantic
Forest biomes.

Keywords: Toxoplasma gondii, Sarcocystis spp., Isospora spp., Wild birds.

Introducao

Os organismos da familia Sarcocystidae s&o protozoarios obrigatérios
intracelulares, de ampla distribuicdo mundial, que possuem a capacidade de infectar
uma ampla gama de animais endotérmicos, inclusive os humanos (DUBEY, 2010). Os
membros desta familia apresentam um complexo ciclo biolégico, com distintos
estagios infectantes, multiplicando-se de forma sexuada e assexuada (BESTEIRO,
2014). Destacam-se 0s protozoarios dos géneros Eimeria, Cystoisospora, Isospora,
Neospora, Sarcocystis e Toxoplasma que apresentam importancia clinico-
epidemioldgica para animais silvestres. Os rapinantes podem se infectar pela ingestao
de hospedeiros intermediéarios infectados como pequenos roedores (KARAKAVUK et
al., 2018), enquanto as aves nao carnivoras podem se infectar pela ingestdo de

oocistos presentes em agua, alimentos ou solo contaminados (LINDSAY et al., 2003).
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O género Sarcocystis e a espécie Toxoplasma gondii séo protozoarios da familia
Sarcocystidae mais prevalentes em aves (LLANO et al., 2022). Estudos realizados em
aves domeésticas (Gallus domesticus) relatam elevada prevaléncia da infeccao por
Toxoplasma gondii, sendo, em geral, hospedeiros assintomaticos (DUBEY et al.,
2010; MAGALHAES et al., 2016). Por outro lado, ja foram relatados casos de
toxoplasmose aguda em aves silvestres. Em canarios (Serinus canaria) foi reportado
quadro clinico severo de encefalite e toxoplasmose ocular, incluindo cegueira, no
Uruguai, Australia, Italia, Nova Zelandia e Reino Unido (DUBEY, 2002), sendo
descritos sinais clinicos compativeis com coriorretinite ndo supurativa com presenca
de macrofagos e taquizoitos de T. gondii no espaco subretinal, além de agregados de
taquizoitos nas fibras nervosas da retina e presenca de cistos nas meninges e no
cerebelo (WILLIAMS et al., 2001).

Outro protozoario que merece destague para aves silvestres é Sarcocystis spp.
Os hospedeiros definitivos deste género sdo os carnivoros predadores que se
infectam ao ingerir cistos teciduais (sarcocistos maduros) presentes na musculatura
dos hospedeiros intermediarios, enquanto estes, por sua vez, se infectam pela
ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com esporocistos eliminados nas fezes
dos hospedeiros definitivos (PRAKAS; BUTKAUSKAS, 2012; DUBEY et al., 2015). As
aves podem ser hospedeiras definitivas e/ou intermediarias de vérias espécies de
Sarcocystis, destacando-se algumas que possuem potencial patogénico. Mais de 25
espécies deste protozoario sdo capazes de formar cistos no tecido muscular de aves,
destacando-se S. falcatula e S. calchasi, que podem ser altamente patogénicas para
Passeriformes, Psittaciformes e Columbiformes (KUTKIENE et al., 2012; DUBEY et
al., 2015).

Outro género bastante estudado nas aves pelo impacto negativo a saude é
Eimeria, protozoario que acomete o0s enterdcitos, causando a eimeriose (coccidiose).
De acordo com Oliveira et al. (2017), aves em situacao ex situ podem se apresentar
assintomaticas em ambientes intactos, de modo que a manifestacdo de sinais clinicos
comuns a esta enfermidade, como caquexia e diarreia, pode sinalizar um desequilibrio
ambiental. Os protozoarios do género Isospora spp. geralmente parasitam enterocitos
de aves e sdo responsaveis por doencas entéricas. A transmissdo ocorre,
frequentemente, pela via fecal-oral e sdo caracterizados pelo ciclo de vida direto. Sao
espécie-especificas e frequentemente observadas em Passeriformes (COELHO,
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2012). A doenca clinica esté associada a situacdes de estresse, imunossupressao e
aves jovens (SATO et al., 2021).

Estudos sobre a ocorréncia de protozoarios da familia Sarcocystidae em aves
silvestres na regido nordeste do Brasil sdo de fundamental importancia devido ao
impacto no desequilibrio dos biomas desta regiio (NOBREGA ALVES et al., 2012).
Esses biomas apresentam mais de 800 espécies endémicas, das quais, cerca de 45%
das espécies da Mata Atlantica estdo em processo de extincdo, ameacadas pelo
trafico e desmatamento, o que, associado a urbanizacdo desordenada, facilita e
intensifica o estabelecimento de novas interacdes entre hospedeiros e parasitos
(SILVA, 2006).

Diante dessa problemética e da escassez de dados sobre a ocorréncia desses
protozoarios em animais silvestres no Brasil, objetivou-se neste estudo identificar
protozoarios da familia Sarcocystidae em aves silvestres de um centro de triagem e
reabilitagdo de animais silvestres e aves de vida livre na regido Nordeste do Brasil.

Material e Métodos
Amostras bioldgicas

Foram coletadas amostras de 71 aves silvestres de 27 espécies, procedentes do
Centro de Triagem e Reabilitacdo de Animais Silvestres de Pernambuco (CETRAS-
Tangara), vinculado a Agéncia Estadual de Meio Ambiente de Pernambuco (CPRH).
Essas aves foram encontradas mortas nos recintos e submetidas a necropsia para
coleta de fragmentos de encéfalo. Este Centro abriga centenas de aves silvestres de
diferentes espécies, provenientes de entrega voluntaria, apreensao de trafico e feiras
livres por agentes de fiscalizagdo. Além disso, também foram coletadas 26 amostras
de aves silvestres de vida livre de 14 espécies na regido semiarida do bioma Caatinga,
estado do Rio Grande do Norte. As informagdes sobre os animais analisados no

estudo estéo dispostas na tabela 1.
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Tabela 1. Ordem taxondmica, nome comum, nome cientifico, nimero de amostras e

procedéncia das aves silvestres analisadas no estudo.

Ordem Nome Comum Nome Cientifico Numero de Procedéncia
amostras
Caprimulgiformes Bacurau-chintd  Hydropsalis parvula 1 Rio Grande
do Norte
Cariamiformes Siriema Cariamidae 7 Rio Grande
do Norte
Columbiformes Rolinha picui Columbina picui 4 Rio Grande
do Norte
Rolinha roxa Columbina talpacoti 1 Rio Grande
do Norte
Rolinha-de-asa- Columbina minuta 1 Rio Grande
canela do Norte
Cuculiformes Anu-preto Crotophaga ani 1 Rio Grande
do Norte
Papa-lagarta- Coccyzus 1 Rio Grande
acanelado melacoryphos do Norte
Gruiformes Frango-d'dgua  Porphyrio martinicus 1 Pernambuco
Passeriformes Bem-te-vi Pitangus sulphuratus 4 Pernambuco
Bico de veludo  Schistochlamys 1 Pernambuco
ruficapillus
Coleirinho Sporophila 1 Pernambuco
caerulescens
Gralha-canca Cyanocorax 1 Rio Grande
cyanopogon do Norte
Coleirinho Sporophila 1 Rio Grande
caerulescens do Norte
Cralna Gnorimopsar chopi 3 Pernambuco
Galo de campina Paroaria dominicana 13 Pernambuco
3 Rio Grande
do Norte
Guriata Euphonia violacea 1 Pernambuco
Papa-capim Sporophila nigricollis 7 Pernambuco
Patativa Sporophila plumbea 1 Pernambuco
Sabié laranjeira  Turdus rufiventris 2 Pernambuco

68



Pelecaniformes

Piciformes

Procellariiformes

Psittaciformes

Strigiformes

Tinamiformes

Sanhaco
cinzento

Sabié laranjeira

Sanhaco
cinzento

Sibito
Tiziu
Trinca ferro

Garcga branca
pequena

Pica-pau-verde-
barrado

Bobo grande

Jandaia
gangarra

Jandaia
gangarra

Maracana
pequena

Maritaca

Papagaio do
mangue

Papagaio
moleiro

Papagaio
verdadeiro

Coruja caburé

Coruja das
torres

Corujinha da
mata

Tangara sayaca

Turdus rufiventris

Tangara sayaca

Coereba flaveola
Volatinia jacarina
Saltator maximus
Egretta thula
Colaptes
melanochloros
Calonectris borealis

Eupsittula cactorum

Eupsittula cactorum

Diopsittaca nobilis

Pionus maximiliani

Amazona amazonica
Amazona farinosa
Amazona aestiva
Glaucidium
brasilianum

Tyto furcata

Megascops choliba

Inhambu-chororé Crypturellus

parvirostris

R W N O

12

Pernambuco

Rio Grande
do Norte

Rio Grande
do Norte

Pernambuco
Pernambuco
Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco
Pernambuco
Rio Grande
do Norte

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Pernambuco

Rio Grande
do Norte
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Deteccdo molecular de protozoarios da familia Sarcocystidae

Os fragmentos de encéfalo foram macerados e pesados (25 mg), em seguida
foram submetidos ao processo de extracdo de DNA utilizando-se o kit comercial
Wizard Genomic DNA Purification (Promega®). Apds a extracdo, as amostras foram
amplificadas por nested PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) para o gene 18s do
DNA ribossomal (18S rDNA) de protozoéarios Sarcocystidae, primeiramente usando
2UM dos primers externos Tg18s48F (5-CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3) e
Tg18s359R (5'-GTTACCCGTCACTGCCAC-3"), seguido da amplificacdo com 2uM
dos primers internos Tgl8s58F (5'-CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC-3) e
Tg18s348R (5-TGCCACGGTAGTCCAATAC-3'), de acordo com protocolo descrito
por Su et al. (2010) e Melo et al. (2020). Os produtos da nested PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com Blue Green
(LGC®) e fotodocumentados.

As bandas de gel dos produtos da nested PCR marcados positivamente para o
gene 18S rDNA foram purificados utilizando-se o kit de purificacdo QIAquick Gel
Extraction (Qiagen®), de acordo com o protocolo do fabricante. Os produtos foram
sequenciados bidirecionalmente, usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos utilizados para
sequenciamento foram os mesmos aplicados na segunda amplificacéo (Tg18s58F e
Tg18s348R). A reacdo de sequenciamento foi realizada por separacéo eletroforética
capilar no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados, utilizando-se o software Data
Collection (Applied Biosystems) e, em seguida, a inspecdo da qualidade foi realizada
usando o Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems). As sequéncias foram
analisadas pelo Staden Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA) e comparadas
com o banco de dados do GenBank usando o Basic Alignment Search Tools (BLAST)
no National Center for Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) para

a identificagdo de géneros ou espécies.
Resultados

O DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae foi detectado em 26,7% (19/71)
das amostras de encéfalo de aves coletadas no CETRAS de Pernambuco. Com

relacdo as aves de vida livre, 19,23% (5/26) foram positivas. Nao foi possivel obter
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DNA amplificado em concentragdo e qualidade suficientes para sequenciamento e
analise em todas as amostras positivas na PCR. Desta forma, 14 amostras foram
sequenciadas, sendo nove amostras de aves do CETRAS e cinco amostras de aves
de vida livre, e foram identificados trés géneros: Isospora spp., Sarcocystis spp. e

Toxoplasma gondii (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacdo de protozoéarios da familia Sarcocystidae por nested PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) e sequenciamento genético em amostras de

fragmentos de encéfalo de 14 aves silvestres da regido nordeste do Brasil.

Nome comum Espécie Quantidade Protozoério Procedéncia
Siriema Cariama cristata 3 Toxoplasma gondii Rio Grande do
Norte
Rolinha roxa Columbina 1 T. gondii Rio Grande do
talpacoti Norte
Galo de campina Paroaria 2 T. gondii Pernambuco
dominicana
1 Isospora spp. Pernambuco
Gralha-canca Cyanocorax 1 T. gondii Rio Grande do
cyanopogon Norte
Papa-capim Sporophila 2 T. gondii Pernambuco
nigricollis
Sibito Coereba flaveola 1 Sarcocystis spp. Pernambuco
Garcga branca Egretta thula 1 T. gondii Pernambuco
pequena
Papagaio Amazona aestiva 2 T. gondii Pernambuco
verdadeiro

Toxoplasma gondii foi o protozoario identificado com maior frequéncia nas aves
do CETRAS-Tangara, detectado em dois galos de campina (Paroaria dominicana),
dois papa-capim (Sporophila nigricollis), dois papagaios verdadeiros (Amazona
aestiva) e uma garca branca pequena (Egretta thula). Isospora spp. também foi
identificado em um galo de campina e Sarcocystis spp. em um sibito, sendo este o
primeiro relato deste género na espécie Coereba flaveola no Brasil. Nas aves de vida
livre provenientes do bioma Caatinga no estado do Rio Grande do Norte, T. gondii foi
0 Unico protozoario identificado em uma rolinha roxa (Columbia talpacoti), uma gralha-

canca (Cyanocorax cyanopogon) e trés siriemas (Cariama cristata).
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Discusséo

No nosso estudo detectamos o DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae
em 24,74% (24/97) das amostras analisadas e identificamos T. gondii (12,37%;
12/97), Sarcocystis spp. (1,09%; 1/97) e Isospora spp. (1,09%; 1/97) em fragmentos
de encéfalo de 14 aves silvestres da regido Nordeste do Brasil. A concentracdo e
qualidade do DNA amplificado obtido limitou o sequenciamento genético de todas as
amostras positivas, que pode ser explicado por se tratar de amostras obtidas
diretamente de tecidos animais em que a concentracao e distribuicdo dos parasitos
sdo heterogéneas. Dubey (2010) também relatou que a PCR foi muito eficaz para o
diagndstico, mas nem tanto para a genotipagem, devido a pequena quantidade de
material genético encontrado nos tecidos.

No CETRAS, os Psitaciformes e Passeriformes foram as ordens com maior
namero de individuos analisados, pois essas aves sdo as mais capturadas para fins
de trafico no Brasil. P. dominicana é considerada a espécie mais comercializada
ilegalmente em Recife, Pernambuco (PEREIRA; BRITO, 2005). Isto ocorre
especialmente na regido Nordeste do Brasil NOBREGA ALVES et al., 2012), uma vez
que nesta regido, além da grande biodiversidade, ha problemas socioeconémicos que
impelem a captura e venda ilegal de animais, além da questdo cultural de caca e
criacdo doméstica.

No Brasil, ainda sdo raros os estudos sobre a prevaléncia e distribuicdo de
protozoarios da familia Sarcocystidae em animais silvestres pela deteccédo do gene
18S rDNA, destacando-se trés pesquisas. Na primeira, foi reportada a deteccéo de
Toxoplasma gondii em 17,9% (7/39) fragmentos de coracdo de saguis (Callithrix
jacchus) no estado de Pernambuco (MELO et al., 2020). Na segunda, foi relatada a
presenca Toxoplasma gondii (22,7%; 10/44) e Sarcocystis sp (11,4%; 5/44) em aves
silvestres de vida livre resgatadas no estado de Minas Gerais (REGO et al., 2021). Na
terceira, foram detectados 4,7% (91/1921) morcegos com tecidos positivos para o
gene 18S rDNA e identificados oito géneros de protozoarios da familia Sarcocystidae
(Besnoitia, Cystoisospora, Hammondia, Hyaloklossia, Neospora, Nephroisospora,
Sarcocystis e Toxoplasma) em 50 amostras de 16 espécies de quirépteros das
familias Phyllostomidae, Molossidae e Vespertilionidae) no estado de Sao Paulo
(CABRAL et al., 2021).
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Silva et al. (2018) isolaram e caracterizaram genotipicamente T. gondii de aves
silvestres de vida livre ou mantidas em cativeiro no estado de Pernambuco e
descreveram um isolado ndo virulento de T. gondii em um socozinho (Butorides
striata) de vida livre além disso identificaram o DNA de T. gondii em uma coruja de
oculos (Pulsatrix perspicillata), um peneireiro (Falco sparverius) e uma garca estriada
(B. striata) e alertaram para o risco da infeccdo em animais silvestres em extingao.

A identificacdo de T. gondii em aves mantidas nos recintos € um alerta para 0s
centros de conservacdo de animais silvestres, pois sinais clinicos respiratérios
severos podem ocorrer em passeriformes com toxoplasmose (MARTINEZ-SANCHEZ
et al., 2020), além de comprometer as a¢cdes do centro. Fatores como estresse de
captura, mudanca de ambiente e alimentacdo, imunossupressao, recintos
inadequados e presenca de individuos oriundos de localidades distintas favorecem a
disseminacgéo de agentes infecciosos (ANDRADE et al., 2016; SILVA et al., 2018). O
CETRAS recebe e abriga varias espécies de aves provenientes do trafico de animais
silvestres da Caatinga e Mata Atlantica, capturados ilegalmente e mantidos em
condicBes desfavoraveis como maus tratos, estresse alimentar e superpopulacéo,
tornando-as suscetiveis as doencas.

As aves de vida livre do bioma Caatinga positivas para T. gondii no nosso estudo
tém habitos alimentares diferentes como a gralha-cancd que é onivora e come
artrépodes, insetos e frutos, pequenos roedores, pequenas cobras, peixes e outras
aves menores. A siriema come desde insetos até pequenos vertebrados como
roedores, répteis e anfibios e outras espécies de aves, enquanto a rolinha come gréos
diretamente no chao. A provavel fonte de infeccéo para as aves de vida livre é o solo
ou agua contaminados com oocistos de T. gondii (LINDSAY et al., 2003) uma vez que
neste bioma existem felideos silvestres catalogados, a exemplo do gato-do-mato-
pintado (Leopardus tigrinus), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi), onga-parda (Puma concolor) (MARINHO et al., 2018) e
onga-pintada (Panthera onca) (MACHADO, 2020) que funcionam como hospedeiros
definitivos do parasito. As aves silvestres podem ser consideradas bioindicadores da
presenca de T. gondii e a detecgdo de aves soropositivas sugere que estas tenham
ingerido oocistos esporulados no solo, agua ou em alimentos contaminados (GONDIM
et al., 2010).
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A Caatinga é um bioma unicamente brasileiro que abriga 182 espécies de
animais ameacados de extingdo e 46 que existem apenas nesse bioma, e iSso ocorre
principalmente devido a expansao de atividades agropecuarias que ja devastaram
mais de 50% da vegetacao nativa. Dessa forma, estudar agentes infecciosos como os
da familia Sarcocystidae que causam impacto negativo a saude animal, contribui com
dados importantes que auxiliam na conservacdo das espécies ameacadas
(FIGUEIREDO, 2019).

A deteccdo de Isospora spp. hos animais do CETAS também representa um
risco a saude das aves silvestres. Sinais clinicos associados a infeccdo por este
género sao relatados frequentemente em aves jovens, imunossuprimidas ou
submetidas a estresse (MACWHIRTER, 1994; JOSEPH, 2003), como as mantidas em
cativeiro. Os Passeriformes podem desenvolver a forma assintomatica ou distarbios
gastrointestinais, diarreia. Existem relatos de coccidiose em diversas espécies de
Passeriformes como Carduelis magelanicus, Carduelis yarrellii, Gnorimopsar chopi,
Icterus icterus, Puccinia coronata, Paroaria dominicana, Cyanocompsa brissonii;
Sporophila albogularis, Sporophila caerulescens, Sporophila lineola, Sporophila
nigricollis e Thraupis sayaca (GODOY, 2010; MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2020).

Ainda, identificamos Sarcocystis spp. nas aves silvestres mantidas em cativeiro.
No Brasil, esse protozoario ja foi descrito em aves silvestres de vida livre (REGO et
al., 2021), destacando-se a espécie S. falcatula que ja foi associada a mortalidade de
38 psitacideos no Parque das Aves em Foz do Iguagu, Parand com quadro de
meningoencefalite e alteracbes pulmonares (GODOY et al., 2009). Recentemente,
Adao et al. (2021) relataram mal subito e ébito em um papagaio-do-congo (Psittacus
erithacus) que vivia com seu tutor e tinha contato com outras aves. Na necropsia foram
identificadas caracteristicas macro e microscopicas que concluiram o diagndstico de
sarcosporidiose por Sarcocystis falcatula.

Apesar de a infec¢do por protozodrios do género Sarcocystis geralmente ser
assintomatica, os estudos alertam sobre a presenca deste patégeno em aves de vida
livre e cativeiro como um importante indicador epidemiol6gico de desequilibrio
ambiental, além de destacar os riscos para as espécies das ordens Psittaciformes,
Columbiformes e Passeriformes, que sdo o0s grupos de aves mais comumente
relacionadas ao trafico e aos riscos de extingdo. De acordo com Dubey et al. (2015),

ainda que sejam escassos 0s estudos com S. falcatula e S. calchasi em aves
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silvestres, sabe-se que os sintomas causados por S. falcatula sdo geralmente
hiperagudos com grave lesdo pulmonar, enquanto S. calchasi e S. neurona podem
acarretar um quadro de meningoencefalite.

N&o é possivel determinar o momento da infec¢do por protozoarios da familia
Sarcocystidae nas aves do CETRAS, que pode ter ocorrido na natureza ou apos a
chegada das aves nos recintos. Também nao é possivel afirmar sobre as fontes de
infeccdo, mas sabe-se que o habito alimentar de cada espécie pode influenciar no
risco de infeccdo. As espécies de aves positivas para protozoarios da familia
Sarcocystidae neste estudo possuem habitos alimentares diversos na natureza. Os
animais da Familia Psittacidae, representados pelo papagaio verdadeiro e maracana
pequena se alimentam de sementes e frutos e o forrageio € feito em galhos de arvores.
Em ambientes restritos estes individuos permanecem em gaiolas ou viveiros e
costumam forragear no chao, sendo esta uma possibilidade de ingestao de oocistos.
Em relacéo aos passeriformes, a alimentacdo é composta por grdos, sementes, frutas
e insetos (SICK, 1997). Na natureza, devido a alimentacdo arbustiva/arboricola, a
ingestao de oocistos € minimizada, enquanto em viveiros, o forrageio é realizado em
comedouros e no solo, o que eleva o risco de ingestdo de oocistos. A garga branca
pequena (Egretta thula) € um animal de ambiente aquatico que vive perto de lagos e
rios e se alimenta hodiernamente de peixes, de modo que a infec¢do esta associada
a poluicdo e ao despejo inadequado de contaminantes que carreiam 00cCiStos
(GWYNNE, 2010). Em cativeiro sua alimentacdo costuma ser semelhante a da vida
livre, destacando-se os pescados, e nessas condi¢des o risco de infeccao se relaciona
a qualidade dos alimentos.

Aves que permanecem por tempo prolongado em ambientes fechados tendem a
se tornar mais suscetiveis as doencas infecciosas devido ao decréscimo da qualidade
do ar inalado, do acumulo de patdégenos restritos a um ambiente e da perda da
exposicao aos raios solares. Estes fatores agem para diminuir a resisténcia natural
das aves as enfermidades (SANTOS et al., 2008). Muitos destes animais morrem e
0s que sobrevivem podem apresentar infecgdes subclinicas que evoluem para sinais
clinicos graves e se disseminam entre as populacdes animais (MARIETTO-
GONCALVES et al., 2009; ROSEN; SMITH, 2010).
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Concluséo

Este é o estudo mais abrangente sobre a ocorréncia de protozoarios da familia
Sarcocystidae em aves silvestres mantidas em centro de reabilitacdo e em vida livre
na regido nordeste do Brasil. Os resultados obtidos fornecem informacdes
epidemiologicas importantes para adogdo de medidas preventivas visando a

conservagao das aves silvestres em cativeiro e no ambiente.
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Resumo

Objetivou-se investigar a ocorréncia do DNA de protozoarios da familia Sarcocystidae
em mamiferos silvestres de vida livre no bioma Caatinga e em animais mantidos em
cativeiro no Centro de Triagem de Animais Silvestres de Pernambuco (CETRAS-
Tangara), Recife, Pernambuco. Foram analisados 35 animais de vida livre do Bioma
Caatinga de dois municipios do estado do Rio Grande do Norte e 44 mamiferos de
cativeiro alojados no CETRAS, totalizando 79 animais de diferentes familias e ordens.
Fragmentos de encéfalo e/ou coragéo foram submetidos ao diagndstico molecular por
nested PCR para o gene 18s rDNA de protozoarios da familia Sarcocystidae, seguido
por sequenciamento genético. O DNA de Toxoplasma gondii foi detectado em 25,31%
(20/79) dos mamiferos pertencentes a cinco ordens (Didelphimorphia, Pilosa,
Carnivora, Primates e Rodentia) e 9 espécies (Conepatus semistriatus, Didelphis
albiventris, Tamandua tetradactyla, Bradypus variegatus, Sapajus libidinosus,
Thrichomys laurentius, Monodelphis domestica, Galea spix e Callithrix jacchus). Os
resultados demonstram a participagdo de algumas espécies de mamiferos silvestres
no Bioma Caatinga e mantidos no CETRAS-Tangara no ciclo silvestre deste coccidio.

Palavras-chaves: Coccidios; animais silvestres; Protozoarios; Caatinga
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Abstract

This study aimed to investigate the occurrence of DNA of protozoa belonging to the
family Sarcocystidae in free-living wild mammals in the Caatinga biome and in animals
kept in captivity at CETRAS-Tangara, Recife, Pernambuco. Thirty-five free-living
animals from the Caatinga Biome in two municipalities in the state of Rio Grande do
Norte and 44 captive mammals housed at the Pernambuco Wild Animal Triage Center
(CETRAS-Tangara) were analyzed, totaling 79 animals from different families and
orders. Brain and heart tissues were subjected to molecular diagnosis using nested
PCR for the 18S ribosomal DNA gene of Apicomplexa protozoa, followed by genetic
sequencing. Toxoplasma gondii DNA was detected in 25.31% (20/79) of mammals
belonging to five orders (Didelphimorphia, Pilosa, Carnivora, Primates, and Rodentia)
and nine species (Conepatus semistriatus, Didelphis albiventris, Tamandua
tetradactyla, Bradypus variegatus, Sapajus libidinosus, Thrichomys laurentius,
Monodelphis domestica, Galea spixii, and Callithrix jacchus). The results demonstrate
the participation of some species of wild mammals in the Caatinga biome and those
kept in captivity at CETRAS-Tangara in the sylvatic cycle of this coccidia.

Keywords: Coccidia; wild mammals; Protozoa; Caatinga

Introducéo

Toxoplasmose é uma das zoonoses mais estudadas no mundo, listada como
doenca negligenciada pela Organizacao Mundial de Saude (OMS). Existem poucos
estudos que determinam o impacto da fauna silvestre na transmissao de T. gondii para
os humanos, contudo os altos indices da infeccdo pelo protozoario em diversas
espécies de aves e mamiferos silvestres indicam que estes animais podem atuar
como fonte de infeccdo e via de transmissdo para os humanos (MARVULO;
CARVALHO, 2014).

Acredita-se em uma associagao entre o ciclo domeéstico e selvagem de T. gondii,
visto que 0s hospedeiros selvagens estdo se aproximando do ambiente urbano.
Animais como os mamiferos sdo encontrados em ambientes residenciais e estes
podem se infectar ao ingerir oocistos de T. gondii no ambiente provenientes dos felinos
domeésticos. A infeccdo também pode acontecer por meio dos gatos domesticos pelo
carnivorismo e a possibilidade de ingerirem animais selvagens infectados
(FORNAZARI; LANGONI, 2014). Caracteristicas ambientais podem interferir na
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ocorréncia, transmissdo e distribuicdo de T. gondii em mamiferos selvagens e
domésticos (YAN et al., 2016).

Os animais silvestres sdo bastante acometidos pela toxoplasmose em diversos
locais no mundo, em animais mantidos em cativeiro ou de vida livre, desencadeando
graves impactos sobre sua conservacao (SILVA et al., 2014; ONUMA et al., 2014,
VANWORMER et al., 2014). Os animais infectados tém problemas na reproducgéao, e
assim, dificulta o estabelecimento de novas populacbes ou o crescimento de
populacdes preexistentes (JESUS et al., 2017; LUO et al., 2017). Alguns animais
silvestres apresentam riscos mais elevados quando séo infectados por T. gondii, e
isso ocorre em algumas espécies de mamiferos aquaticos e marsupiais,
desencadeando uma infeccéo letal (INNES, 2010).

Para contribuir com os estudos sobre a as enfermidades parasitarias, entre elas
toxoplasmose, nas espécies silvestres, objetivou-se investigar a ocorréncia do DNA
de protozoarios da familia Sarcocystidae em mamiferos silvestres de vida livre no
bioma Caatinga e em animais mantidos em cativeiro no Centro de Triagem e
Reabilitacdo de Animais Silvestres de Pernambuco (CETRAS-Tangara), Recife,

Pernambuco.
Material e Métodos

Aspectos éticos

O estudo foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), licenca numero 030/2019, e
pelo Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade — SISBIO, licenca
namero 64186-1.

Area de estudo e amostras biolégicas

Neste estudo foram utilizados 79 mamiferos de vida livre e mantidos em
cativeiro. Os animais de vida livre (n=35) foram capturados no Bioma Caatinga que
corresponde a uma grande area geografica, localizada na regido Nordeste do Brasil.
Os animais foram procedentes de dois municipios do estado do Rio Grande do Norte:
Mossoré (n=24) e Pendéncias (n=11). O bioma Caatinga apresenta caracteristicas
edafoclimaticas, precipitacdes e temperaturas que definem uma vegetacao tropical
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com periodos longos de seca (ALBUQUERQUE et al., 2012), os quais podem chegar
até 11 meses por ano (AB’'SABER, 1974).

Os mamiferos alojados no CETRAS-Tangara totalizaram 44 animais. Esses

animais foram procedentes de entregas voluntarias ou resgatados pela policia

ambiental por maus tratos, consumo e trafico e neste estudo foram incluidos os

animais encontrados mortos nos recintos (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo dos 79 mamiferos silvestres utilizados neste estudo, segundo a

ordem taxon6mica, nome comum, espécie, quantidade amostral e procedéncia (Rio
Grande do Norte — RN; Pernambuco — PE).

Ordem Nome comum Espécie Quantidade Procedéncia
Rodentia Pre&a Galea spixi 3 RN
Didelphimorphia Catita Gracilinanus 3 RN
agilis
Didelphimorphia Cuica de rabo Monodelphis 3 RN
curto domestica
Rodentia Roedor Wiedomys 3 RN
cerradensis
Rodentia Punaré de sdo Thrichomys 6 RN
lourengo laurentius
Rodentia Rato preto Rattus rattus RN
Pilosa Tamandua mirim  Tamandua RN
ou tamandua de  tetradactyla
colete
Marsupialia Gamba de orelha  Didelphis 2 RN
branca albiventris
Primates Sagui de tufo Callithrix jaccus 1 RN
branco
Carnivora Jaritataca Conepatus 6 RN
semistriatus
Carnivora Raposa Dusicyon thous 1 RN
Carnivora Cachorro do mato Cerdocyon thous 1 PE
Carnivora Furdo Galictus cuja 1 PE
Chiroptera Morcego Pteropus 3 PE
livingstonii
Didelphimorphia ~ Gambéa-de- Didelphis 15 PE
orelha-branca albiventris
Pilosa Preguica- Bradypus 1 PE
garganta-marrom  variegatus
Pilosa Tamandua-mirim  Tamandua 1 PE
tetradactyla

83



Primates Macaco-prego- Sapajus 2 PE

amarelo libidinosus
Primates Sagui-de-tufo- Callithrix jacchus 20 PE
branco

Deteccédo molecular de protozoarios da familia Sarcocystidae

Fragmentos de encéfalo ou coracdo foram macerados e pesados (25 mg); em
seguida foram submetidos ao processo de extracdo de DNA utilizando-se o kit
comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega®). Ap0s a extracdo, as
amostras foram amplificadas por nested PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase)
para o gene 18s do DNA ribossomal (18S rDNA) de protozoarios da familia
Sarcocystidae, primeiramente usando 2uM dos primers externos Tg18s48F (5'-
CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3') e Tgl8s359R (5'-GTTACCCGTCACTGCCAC-
3), seguido da amplificacdo com 2uM dos primers internos Tgl8s58F (5'-
CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC-3") e Tg18s348R (5-
TGCCACGGTAGTCCAATAC-3"), de acordo com protocolo descrito por Su et al.
(2010) e Melo et al. (2020). Os produtos da nested PCR foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com Blue Green (LGC®) e
fotodocumentados.

As bandas de gel dos produtos da nested PCR marcados positivamente para o
gene 18S rDNA foram purificados utilizando-se o kit de purificagdo QIAquick Gel
Extraction (Qiagen®), de acordo com o protocolo do fabricante. Os produtos foram
sequenciados bidirecionalmente, usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos utilizados para
sequenciamento foram os mesmos aplicados na segunda amplificacdo (Tg18s58F e
Tg18s348R). A reacao de sequenciamento foi realizada por separagéo eletroforética
capilar no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados, utilizando-se o software Data
Collection (Applied Biosystems) e, em seguida, a inspecdo da qualidade foi realizada
usando o Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems). As sequéncias foram
analisadas pelo Staden Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation, EUA) e comparadas
com o banco de dados do GenBank usando o Basic Alignment Search Tools (BLAST)
no National Center for Biotechnology Information (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) para
a identificacéo de géneros ou espécies.
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Resultados

Neste estudo, 20/79 (25,31%) amostras de coracdo ou encéfalo foram positivas
para Toxoplasma gondii na nested PCR com confirmagdo por sequenciamento

genético. Na tabela 2 encontram-se os resultados por ordem e espécies analisadas.

Tabela 2. Relagdo dos 20 mamiferos silvestres positivos para Toxoplasma gondii,
segundo a ordem, espécie, numero de animais positivos na Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) por localidade.

Animais positivos na

Ordem Espécie Procedéncia
PCR
. Conepatus
Carnivora o 1 RN
semistriatus
Primates Callithrix jaccus 1 RN
Didelphimorphia  Didelphis albiventris RN
Rodentia Galea spixi 2 RN
. _ _ Monodelphis
Didelphimorphia ) 1 RN
domestica
_ Thrichomys
Rodentia . 1 RN
laurentius
Primates Sapajus libidinosus 2 PE
Bradypus
Pilosa _ P 1 PE
variegatus
_ Tamandua
Pilosa 1 PE
tetradactyla
Didelphimorphia  Didelphis albiventris 4 PE
Discusséo

No nosso estudo, a ocorréncia da infeccao por Toxoplasma gondii por meio da
deteccao do DNA foi de 25,31% (20/79) com animais positivos de diversas ordens e
espécies conforme a Tabela 2. De acordo com Dubey et al. (2021), a prevaléncia da
infecc@o por T. gondii pode variar de acordo com o método utilizado, a localidade e o

contato com hospedeiro definitivo de T. gondii. Quando se utiliza a PCR, tem -se como
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vantagem a elevada sensibilidade da técnica. O método da PCR, primers e quantidade
de tecido do hospedeiro usado podem afetar os resultados (Dai et al., 2019).

Verificamos a presenca do DNA de Toxoplasma gondii em roedores (Thrichomys
laurentius; Galea spixi; Monodelphis domestica, Dasyprocta leporina), carnivoro
(Conepatus semistriatus), primatas ndo humanos (Callithrix jacchus; Sapajus
libidinosus) e marsupial (Didelphis albiventris). As infec¢cdes por Toxoplasma gondii
foram relatadas em muitos animais de sangue quente em todo o mundo, incluindo os
quirépteros. Zamora-Vélez et al. (2020) relataram a primeira deteccdo de DNA de T.
gondii de 6rgaos de morcegos na Colémbia. De trés espécimes de morcego de cauda
curta (Carollia brevicauda) da reserva natural "La Montafa del Ocaso", 1/3 (33,3%) foi
positivo para a presenca de DNA de T. gondii em tecido renal. Kumari et al. (2021)
examinaram a frequéncia de Giardia intestinalis, Toxoplasma gondii e Leptospira spp.
em fezes de lontras eurasianas, leopardos e guaxinins na Coréia, usando Nested PCR
seguida de sequenciamento de DNA. T. gondii foi detectado apenas nos leopardos,
sugerindo que esses animais possam atuar como hospedeiro desse protozoario
zoondtico. Em uma extensa revisao feita por Dubey et al. (2021) sobre prevaléncia,
persisténcia da infeccdo, doenca clinica, epidemiologia e diversidade genética de
infeccbes por T. gondii em roedores selvagens em todo o mundo, ficou evidente que
existem grandes variacbes na prevaléncia da infec¢cdo por T. gondii em diferentes
espécies de roedores. Pouco se sabe sobre a epidemiologia natural deste coccidio
em camundongos e ratos e concluiram que outros pequenos animais podem ser mais
importantes que camundongos na epidemiologia natural da infeccao por T. gondii no
Brasil.

Alguns estudos foram realizados com mamiferos silvestres no Brasil. No estado
do Rio Grande do Norte, regido Nordeste, a presenca de Toxoplasma gondii foi
investigada em gatos de pelo curto, morcegos e pequenos mamiferos ndo voadores
em duas reservas ecoldgicas. Anticorpos anti-T. gondii foram observados em 22
(53,7%) mamiferos selvagens nao voadores, 11 (21,5%) morcegos e 28 (52,8%) gatos
no Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT = 25). O DNA de T. gondii foi detectado por
meio da amplificacdo molecular de um fragmento do gene B1 (155pb) em 92 amostras
de tecidos de animais silvestres, incluindo Didelphis albiventris, Monodelphis
domestica, Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e Glossophaga soricina e em 4/62

gatos examinados.
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Kluyber et al. (2021) realizaram estudo com o objetivo de diagnosticar a presenca
de parasitas zoonoticos, incluindo Toxoplasma gondii em quatro espécies de tatus
capturados na natureza de dois ecossistemas brasileiros diferentes, o Cerrado
(savana brasileira) e o Pantanal (zona umida). Foram amostrados 43 tatus de vida
livre do Pantanal e sete tatus atropelados do Cerrado. Anticorpos anti-T. gondii foram
detectados em 13 dos 43 tatus (30,2%). Em roedores e marsupiais, a toxoplasmose
também tem relevancia, pois estes animais tém um papel importante na epidemiologia
de T. gondii, porque séo fontes de infeccéo para os felideos domésticos e selvagens.
Em S&o Paulo, 151 roedores e 48 marsupiais, capturados na Mata Atlantica foram
analisados para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii no MAT (= 25), com 8,6%
(13/151) dos roedores e 10,4% (5/48) dos marsupiais soropositivos. Trés das oito
espécies de roedores (Akodon spp., Oligoryzomys nigripes e Rattus norvegicus) e
uma das quatro espécies de marsupiais (Didelphis aurita) apresentaram animais
positivos (GENNARI et al., 2015).

O DNA de Toxoplasma gondii também foi detectado em 17,9% (7/39) das
amostras de coragcdo de saguis (Callithrix jacchus) de vida livre no estado de
Pernambuco (MELO et al., 2020), empregando o mesmo protocolo molecular do
presente estudo. Ainda em Pernambuco, amostras de sangue foram coletadas de 21
lagartos-tegu (Salvator merianae), 12 preas (Kerodon rupestris) e 154 ratos-pretos
(Rattus rattus) analisados no MAT (cut-off 1:25) que detectou anticorpos anti-T. gondii
em 58,3% dos preas (7/12) e 22,7% dos ratos (35/154). Amostras de tecidos de
animais positivos no MAT foram coletadas para analise molecular e para bioensaio
em camundongos Swiss Webster, obtendo nove isolados de T. gondii de 35 ratos
pretos, demonstrando a importancia desse roedor no ciclo silvestre do coccidio (DE
LIMA et al., 2019).

Em outro estudo realizado em Sao Paulo, empregando a mesma metodologia de
PCR, foi detectado 4,7% (91/1921) de tecidos de morcegos positivos para o gene 18S
rDNA e foram identificados oito géneros de protozoarios da familia Sarcocystidae
(Besnoitia, Cystoisospora, Hammondia, Hyaloklossia, Neospora, Nephroisospora,
Sarcocystis e Toxoplasma) em 50 amostras de 16 espécies de quirépteros das
familias Phyllostomidae, Molossidae e Vespertilionidae) (CABRAL et al., 2021). Ao
longo da histéria, a vida selvagem tem sido uma importante fonte de doencas

infecciosas transmissiveis ao homem. Hoje, as zoonoses com reservatorio de vida
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selvagem constituem um grande problema de Saude Publica, afetando todos os
continentes.

A importancia das zoonoses é cada vez mais reconhecida, e a necessidade de
mais atencao nesta area esta sendo abordada (KRUSE; KIRKEMO; HANDELAND;
2004). A deteccdo de varias espécies de mamiferos silvestres positivos,
principalmente na Caatinga, traz informacgdes epidemioldgicas importantes para esta
regido do pais, pois trata-se de um bioma exclusivo do Brasil e com poucas

informacdes da epidemiologia deste coccidio em mamiferos silvestres.

Conclusao

Conclui-se que as espécies de mamiferos silvestres infectados por Toxoplasma
gondii no bioma Caatinga e animais de trafico (CETRAS-Tangara) participam do ciclo
silvestre deste coccidio e esta informacédo deve ser considerada nos estudos de

conservacao destas espécies animais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresenta resultados importantes do ponto de vista epidemiolégico
referentes a infeccdo por protozoarios da familia Sarcocystidae em aves e mamiferos
dos biomas da Mata Atlantica e Caatinga mantidos em cativeiro e de vida livre na
regido Nordeste do Brasil. Alguns protozoarios desta familia foram detectados pela
primeira vez nesta regido do pais.

Pesquisas realizadas com animais silvestres sdo importantes no sentido de
identificar patdgenos em aves e mamiferos selvagens que a cada dia estdo mais
proximos de areas urbanas, interagindo com as pessoas e animais domeésticos.
Estudos desta natureza devem ser encorajados, pois ainda sao escassos,
principalmente na regido nordeste do pais. Conhecer o status sanitario das diferentes
espécies, principalmente aquelas ameacadas de extin¢do, auxilia no planejamento de
acOes para a preservacao de espécies.

Apesar da proibicdo por lei, varias espécies continuam sendo capturadas para
o trafico e consumidas em areas rurais. Informacdes sobre a ocorréncia de patégenos
e 0 conhecimento dos riscos da infecgéo pelo consumo podem diminuir a procura dos

cacadores por estes animais.
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