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RESUMO

Os animais silvestres vém sendo reconhecidos como potenciais reservatorios de
patogenos transmitidos por vetores. A proximidade desses animais com a area urbana
aumenta a necessidade de conhecer quais sdo esses patogenos e se estes podem acometer os
animais domésticos e o ser humano. No Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte,
Minas Gerais, ha quatis da espécie Nasua nasua que apresentam uma grande proximidade
com a area urbana, principalmente com moradores e animais domésticos da comunidade Vila
Margola, adjacente ao parque. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi detectar, através de
métodos diretos e moleculares, a presenca de ecto ¢ hemoparasitos que possam estar
acometendo os quatis do Parque das Mangabeiras. Foram encontrados espécimes de
carrapatos (Amblyomma sp., A. ovale, A. sculptum e Rhipicephalus microplus), piolhos
(Neotrichodectes pallidus) e pulgas (Rhopallopsyllus lutzi lutzi € Ctenocephalides felis felis) e
foram detectadas infec¢des por Hepatozoon sp., Babesia sp., Sarcocystis neurona,
Trypanosoma evansi e microfilarias. As amostras foram negativas para os primers utilizados
para deteccdo de 7. cruzi, E. canis/A. platys e Ehrlichia granulocitica, mostrando que alguns
agentes zoonoOticos ndo estdo acometendo os quatis, contudo outros parasitos ainda devem ser
pesquisados. Assim, foi possivel mostrar que no parque hd uma grande variedade de
patdgenos acometendo os quatis. Sdo agentes que podem acometer uma grande diversidade de
espécie animal, tanto silvestres quanto domésticos, mostrando a necessidade de uma
vigilancia mais ativa dos animais que vivem no parque e¢ dos animais domésticos que vivem

em seu entorno.

Palavras-chave: Nasua nasua, ectoparasitos, hemoparasitos, diagnostico, Parque das

Mangabeiras.



ABSTRACT

The wild animals have been recognized as potential reservoirs of vector-borne
pathogens. The proximity of these animals with urban areas increases the need to know which
pathogens are these and if they can infect domestic animals and human beings. In the park
Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, there are coatis of the
species Nasua nasua that live very close to the urban areas, which is mainly composed by
residents and domestic animals from Vila Margola, a neighborhood adjacent to the park.
Accordingly, the objective of this study was to detect, through molecular and direct methods,
the presence of ectoparasites and hemoparasites that might be infecting the coatis from Parque
das Mangabeiras. There were found species of ticks (4dmbyomma sp., A. ovale, A. sculptum
and Rhipicephalus microplus), louses (Neotrichodectes pallidus) and fleas (Rhopallopsyllus
lutzi lutzi and Ctenocephalides felis felis) and there were detected infections by Hepatozoon
sp., Babesia sp., Sarcocystis neurona, Trypanosoma evansi and microfilariae. The samples
were tested negative for the primers used for the detection of 7. cruzi, E. canis/A. platys e
Ehrlichia granulocitica, showing that some of these zoonotic agents are not infecting the
coatis, though other parasites still must be researched. Consequently, it was possible to
demonstrate that there is a wide variety of pathogens infecting the coatis in the park. These
are parasites that can infect a wide diversity of animals, both wild and domestic, showing the
need of active surveillance of the wild animals that live in the park, and of the domestic

animals that live in the surrounding areas.

Keywords: Nasua nasua, ectoparasites, hemoparasites, diagnosis, Parque das Mangabeiras.
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1. INTRODUCAO
1.1 Quati (Nasua nasua)

Nasua nasua (Linnaeus, 1766), mamifero conhecido popularmente como quati, pertence
a ordem Carnivora (Bowdich, 1821) e a familia Procyonidae (Gray, 1825). E uma espécie
com ampla distribuicdo geografica na América do Sul, ocorrendo do centro da Colémbia ao
norte da Argentina e Uruguai (Figura 1) (Decker, 1991). No Brasil pode ser encontrada em
todos os biomas (Silveira, 1999) e nos locais onde estdo presentes, geralmente sdo os

carnivoros mais abundantes (Robinson & Redford, 1986).
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Figura 1 — Mapa da América do Sul demonstrando na parte destacada em vermelho a distribui¢@o dos

quatis pertencentes a espécie N. nasua. Fonte: ICMBio.




Esses animais apresentam um tamanho médio, variando de 40 a 60 cm de comprimento e,
muitas vezes, 0 macho possui tamanhos maiores que as fémeas (Gompper & Decker, 1998).
Apresentam habito gregario (Cullen et al. 2001; Wright et al. 1994) sendo que as fémeas
adultas e sua prole formam grupos sociais grandes e altamente estaveis. Porém, os machos
adultos se dispersam quando alcangam a maturidade e mantém-se solitarios ao longo de sua
vida adulta, exceto durante a época de acasalamento em que se aproximam das fémeas
(Gompper, 1997). Essa busca constante por fémeas durante o periodo de acasalamento faz
com que o quati macho alcance longas distancias podendo dispersar os parasitos que o
acometem através de ectoparasitos ou ao ser ingerido por seus predadores, além de poder se
infectar por parasitos que ndo estdo presentes em seu local de origem. As fémeas constroem
ninhos com emaranhados de galhos e folhas nas partes altas das arvores para parir seus
filhotes. Esses ninhos, além de serem os locais do nascimento e criacao de seus filhotes,
também servem para o descanso desses animais (Olifiers et al., 2009). Além disso, sdo
animais com habitos de vida diurnos (Gompper & Decker, 1998).

Os quatis sdo mesopredadores que possuem uma dieta bastante variada. Compreendem
como seus alimentos invertebrados, frutas, milipedes, aranhas, gastropodes, pequenos
vertebrados e bromélias (Alves-costa et al., 2004; Reis, 2011). Por possuir essa diversidade na
alimentagdo, quando proximos a areas urbanas € com acesso a lixos, acabam buscando

alimentos e ingerindo materiais oriundos desses dejetos (Alves-Costa et al., 1998).

1.2 Dindmica de patégenos entre populacées de animais silvestres, domésticos e

seres humanos

As doencas infecciosas sdo uma grande ameaga para a saude publica e 71,8% das
doencas emergentes infecciosas zoondticas sdo causadas por patdgenos de origem na vida
selvagem (Jones et al., 2008; Smith, 2009). Também pode ser observada a infec¢do de
animais silvestres por patégenos de animais domésticos, aumentando o risco de infec¢do das
populagdes de vida livre. Ao introduzir-se em ambientes naturais, por exemplo, como
visitante de parques, o ser humano torna-se exposto a ciclos silvestres de patdgenos para os
quais sdo susceptiveis, contribuindo para a emergéncia ou para a reintroducao de agentes
infecciosos (Acha & Szyfres, 2003; Dantas-Torres et al., 2010).

O risco de ocorréncia de doengas infecciosas pode estar ligado as pressdes antropicas
decorrentes da urbanizagdo, expansdo demografica, desmatamento, adaptagao dos micro-

organismos, dentre outras varidveis que determinam modificagdes nas relagdes entre
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patdgenos e hospedeiros. Essas alteragdes sdo potencializadas pela intensa mobilidade
humana e animal a qual facilita a dispersdo dos patdégenos (Marsh, 2003; Fowler & Miller,
2008; Montenegro, 2011).

O conhecimento dos agentes infecciosos e/ou parasitarios nos animais silvestres ¢
essencial para elaboracdo de projetos de manejo e de conservagdo. Apesar disso, no Brasil,
estudos relacionados a parasitos de mamiferos silvestres ainda sdo pouco numerosos (Metzger
et al., 2008; Almeida, 2013) mas vém crescendo com o passar dos anos.

A transmissao de agentes infecciosos de espécies domésticas para espécies de animais
silvestres ¢ denominada “spill-over” e pode levar a extingao local de populagdes silvestres,
sendo uma ameaga para espécies que ja estdo sob o risco de extingdo. Isso ocorre por serem
animais que nunca tiveram o contato com determinados patogenos de animais domésticos,
assim ndo possuem um sistema imunologico capaz de combater ou controlar as infec¢des. Tal
fato pode levar ao desequilibrio das populagdes silvestres.

Em um estudo avaliando patégenos com potencial zoondtico em animais pertencentes
a familia Procyonidae, a qual o quati faz parte, concluiu que doengas endémicas mantidas em
areas silvestres podem apresentar um papel crucial no controle populacional de procionideos,
uma vez que podem causar um reduzido, porém constante, nimero de Obitos. Porém, os
patogenos adquiridos de animais domésticos podem causar epidemias, levando a redugdes
significativas na populagdo desses animais (Guimaraes et al., 2012).

Ja a transmissdo de patdgenos de animais silvestres para animais domésticos
denomina-se “spill-back” (Daszak et al, 2000). Essa transmissdo pode ocorrer, por exemplo,
de ruminantes silvestres para bovinos, podendo causar uma perda econdmica para o produtor

rural. Além de poder levar também ao aparecimento de surtos de doengas emergentes.

1.3 Parque das Mangabeiras

O Parque das Mangabeiras estd localizado na zona Sul do municipio de Belo Horizonte
(19°56°S e 43°53°0), no estado de Minas Gerais (Figura 2). A area ocupada pelo parque ¢ de
236 hectares, considerado um dos maiores parques urbanos do Brasil, apresentando altitudes
que variam de 300 a 1000m. O Parque situa-se em uma area de transi¢ao entre os biomas
Cerrado e Mata Atlantica. As vegetagdes 14 encontradas sdo Floresta Estacional Semidecidua,
Cerraddo, Cerrado strictu senso e Campo Rupestre (Pedersoli, 1997). No entorno do Parque
sdao encontradas areas de vegetacao nativa como o Parque Estadual Mata da Baleia, areas de

mineracao de ferro, além de bairros residenciais (Hemetrio, 2007). Sao observadas duas
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estagdes bem demarcadas, uma seca com média de chuvas de 204mm (média de 34mm/més),
durante os meses de abril a setembro, e uma chuvosa com precipitagdo média de 1555,8mm

(média de 259,3mm/més), durante os meses de outubro a margo.

Figura 2 — Vista aérea do Parque das Mangabeiras, Belo Horizonte, MG.Fonte: Imagem Google, programa
Quantum Gis 1.8.0 Lisboa. Autor: (HEMETRIO, 2012)

O Parque serve de abrigo para muitos animais. Ja foram registradas no parque 168
espécies de aves, 16 espécies de mamiferos, distribuidas em seis ordens: Carnivora, Primatas,
Xenarthra, Marsupialia, Rodentia e Lagomorfa, 19 de anfibios e 20 de répteis (Camara &
Lessa, 1994; Hemetrio, 2007). Os mamiferos mais encontrados no parque s3o os quatis, 0s
quais acabam tendo uma aproximag¢do grande com os humanos que, ao visitarem o parque,
fornecem alimentos para eles, trazendo-os para perto. Esta proximidade acaba causando
acidentes como arranhdes e mordidas nos visitantes (Hemetrio, 2007). A densidade
populacional de quatis apresenta uma média alta em relagdo as médias encontradas em outras
regides. De acordo com Hemetrio (2011), este aumento na densidade populacional pode ser
pelo fato de os visitantes oferecerem alimentos aos animais e por nao haver predadores locais
para esta espécie, como por exemplo, ongas e lobos-guard. Os quatis que habitam o Parque
das Mangabeiras sdo, frequentemente, observados se alimentando em lixeiras do parque.
Além disso, hd uma proximidade grande do parque com a area urbana. Moradores da
comunidade Vila Margola, préxima ao parque, depositam lixos nas calgadas e, em busca de
alimentos, os quatis acabam tendo contato com esses residuos em areas exteriores aos limites
do parque (Hemetrio, 2011), podendo ingerir objetos que podem lesionar o

tratogastrointestinal, além de poderem contrair patdogenos através de materiais contaminados.



Os quatis sdo animais muito presentes no Parque das Mangabeiras, sendo o mamifero
mais encontrado na area (Hemetrio, 2007). Como a proximidade do parque e dos quatis com o
meio urbano ¢ grande, inclusive com os animais domésticos, ¢ importante investigar os
parasitos que os atingem, pois pode existir um transito de patogenos entre eles. O
conhecimento sobre as infeccdes em animais silvestres é fundamental para poder avaliar o
bem estar, a presenca de agentes zoondticos, além de contribuir para a conservagdo desses
animais (Simpson, 2000).

Relatos obtidos por Hemetrio (2011) revelam que moradores da comunidade Vila
Marcola, adjacente ao parque, costumam oferecer alimentos para os quatis, estreitando a
relacdo animal silvestre-homem. Muitos quatis também sdo vistos em casas do bairro
Mangabeiras, sendo as vezes mortos por caes dessas residéncias (dados ndo publicados). Essa
aproximagdo leva a um contato maior também dos quatis com os animais domésticos. Os
caes, por possuirem livre acesso ao parque, aumentam este contato. Além disso, os quatis, ao
irem em busca de alimentos em lixos depositados nas calgadas, que ndo tem uma frequéncia
regular de coleta, aumentam ainda mais as chances de contato entre esses animais, facilitando
a transmissao de patdgenos, incluindo os hemoparasitos, os quais sdo transmitidos, na maioria
das vezes, por ectoparasitos que podem acometer tanto os animais domésticos quanto os

silvestres.
1.4 Ectoparasitos

Em ambientes naturais, sem acao antropica, o papel dos parasitos em relagdo aos seus
hospedeiros ¢ resultado da coevolucdo entre ambos. E visto que, na maioria das vezes, essas
interagdes sdo bem complexas e equilibradas, como ¢ observado nos carrapatos, em seus
hospedeiros e os patdogenos transmitidos por eles (Cangado, 2008). O processo de urbanizagao
no Brasil, através de desmatamentos, proporciona o aumento do contato entre a populagdo
humana e a dos animais domésticos com a populacdo dos animais silvestres. Isso pode ser
visualizado também em parques presentes em areas urbanas. Desta forma, passa a existir uma
interacdo entre habitat silvestre e areas antropizadas. Os ectoparasitos podem intermediar essa
conexao, podendo atuar como vetores de agentes patogé€nicos (Maia, 2012). Esses parasitos
sdo importantes tanto pelo fato de apresentarem uma acdo espoliativa sobre o seu hospedeiro,
quando se alimentam de sangue, como também por algumas vezes serem vetores de

determinados patdgenos.



1.4.1 Carrapatos

Os carrapatos sdo artropodes pertencentes a ordem Acari. Esses parasitos se alimentam
de uma grande variedade de vertebrados. Pequenos mamiferos, usualmente, sao hospedeiros
dos estdgios imaturos de alguns carrapatos, levando em conta que os mamiferos jovens,
geralmente, sdo reservatdrios de inimeros patégenos tornam-se uma fonte rica de patdégenos
para os artropodes (Guglielmone & Nava, 2011; Saraiva et al., 2012, Szabo et al., 2013).
Vetores como os carrapatos, a medida em que se adaptam a ambientes antropizados, com
queda da abundancia de espécies silvestres e aumento da densidade de populagdes de animais
domésticos e humana, podem alterar sua orientagdo primdria zoofilica para antropofilica,
causando mudancas nos padrdes epidemiologicos de doengas (Coura et al., 1994; Patz et al.,
2000). Identificar e associar o carrapato com seu hospedeiro, entendendo a relagao parasito-
hospedeiro ¢ importante para, além de avaliar a ecologia de ambos, avaliar a importancia em
relacdo a saude publica, devido ao potencial de transmitir patégenos (Sponchiado et al.,
2015).

Ja foram realizados trabalhos que avaliaram a presenca de carrapatos em quatis no
Brasil. Foram descritas as espécies Amblyomma brasiliense ¢ A. ovale em N. nasua
capturados no Parand; 4. ovale e Amblyomma sp. capturados no Mato Grosso ¢ em Sao Paulo;
A. rotundatum no Pard e Amblyomma sp. em quatis de Goids. Neste trabalho realizado em
Goias foi feita uma associacdo dos dados obtidos pela captura dos animais de vida livre e
dados de colecdes e publicagdes anteriores (Labruna et al., 2005). Também ja foi descrito A.
ovale em quatis pertencentes ao CETAS (Centro de Triagem de Animais Silvestres) da

Universidade Federal de Vigosa (Maia, 2012).

1.4.2 Piolhos

Os piolhos pertencem a ordem Phthiraptera e sdo divididos em quatro subordens
Amblycera, Ischnocera, Rhynchophthirina e Anoplura. Piolhos das subordens Amblycera,
Ischnocera e Rhynchophthirina sdo conhecidos como malofagos ou piolhos mastigadores.
Esses ao hospedar algum vertebrado, ndo causam acdo espoliativa. Mas quando ha uma
consideravel infestacdo em seu hospedeiro animal, pode levar a queda de penas e de pelos,
irritagdo na pele, prurido, penas e pelos quebradigos e opacos (Freitas, 1978).

Em relagdo aos animais silvestres, muitos trabalhos estudam a presenca de piolhos em

aves, ja em mamiferos nao ha muitos estudos, assim, sao necessarias pesquisas nessa area da



parasitologia de mamiferos silvestres. Em um trabalho que avaliou a presenca de ectoparasitos
em N. nasua da mata do Imperador, em Juiz de Fora, foi registrada a ocorréncia de

Neotrichodectes pallidus (Rodrigues et al., 2006).

1.4.3 Pulgas

As pulgas pertencem ao Filo Arthropoda e a ordem Siphonaptera. A maioria das
espécies apresentam ctenideos, que sdo cerdas que auxiliam na fixagdo e na locomogao nos
pelos dos hospedeiros. O ciclo do ovo a adulto completa-se entre 25-30 dias que dependera
das condicdes de temperatura, umidade e alimentagdo das larvas. As pulgas que vivem sobre
o hospedeiro alimentam-se incessantemente, como por exemplo, espécies dos géneros
Ctenocephalides, Xenopsylla e Polygenis (Linardi, 2011).

As pulgas podem parasitar varias ordens de mamiferos, como Rodentia, Marsupialia,
Lagomorpha, Carnivora, dentre outras. Esses ectoparasitos podem mudar para uma espécie
diferente de hospedeiro, caso o seu preferencial ndo esteja acessivel. Elas podem causar em
seus hospedeiros agdo irritativa, espoliadora e inflamatoria, além de atuar como vetores de
alguns patogenos (Sloss et al., 1999; Linardi, 2011).

Alguns trabalhos ja descreveram a presenca de pulgas em mamiferos silvestres, como
por exemplo, Rhopallopsyllus lutzi lutzi em quatis de um parque em Juiz de Fora, Minas
Gerais (Rodrigues et al., 20006), Leptopsylla segnis e Xenopsilla cheops em gambas em Santa
Catarina (Salvador et al.,2007).

1.5 Hemoparasitos

Muitos sao os hemoparasitos que infectam os animais selvagens, incluindo a familia
Procyonidae, causando ou ndo sinais clinicos nesses animais. Esses patdgenos podem ser
mantidos nas populagdes de procionideos de forma endémica através da transmissdo de
agentes entre seus individuos ou ser adquiridas através do contato com os animais domésticos
ou vetores. Os hemoparasitos podem afetar a saide de seu hospedeiro, além de influenciar em

varios aspectos de sua vida, como sobrevivéncia e acasalamento (Vandergrift et al, 2008).

1.5.1 Hepatozoon

O protozodrio do género Hepatozoon pertence ao filo Apicomplexa e a familia

Hepatozoidae (Wenyon, 1926). O ciclo desse parasito ¢ heteroxeno, sendo que invertebrados



hematofagos, como os carrapatos, sdo os hospedeiros definitivos e os hospedeiros
intermedidrios se infectam ao ingerir carrapatos contendo oocistos maduros em sua hemocele
(Smith, 1996). Os esporozoitos sao liberados dos oocistos no trato gastrintestinal, penetram na
parede do intestino. Através da corrente sanguinea alcancam 6rgaos como bago, medula 6ssea
e ganglios linfaticos onde ha formacdo dos merontes. Os merozoitos sdo liberados dos
merontes, invadem linfécitos e se desenvolvem transformando em gametéceitos (O’Dwyer &
Massard, 2001). Os gamet6dcitos podem ser visualizados no interior de leucdcitos e,
geralmente, comprimem o nucleo da célula hospedeira. Ao realizarem o repasto sanguineo, o
hospedeiro definitivo ingere os gametocitos, que sdo liberados dos leucdcitos e se diferenciam
em gametas para ocorrer a fecundagdo e a formacao do zigoto, este processo ¢ chamado de
esporogonia, a partir dai sdo formados os oocistos na hemocele do carrapato. Os hospedeiros
intermediarios, ao ingerirem o hospedeiro invertebrado contendo os oocistos ddo continuidade
ao ciclo do parasito (Baneth et al., 2001, Baneth et al., 2007). E descrito também um ciclo
alternativo em que algumas espécies de hospedeiros intermedidrios podem atuar também
como hospedeiros paraténicos, desta forma, o ciclo apresenta dois hospedeiros vertebrados.
No tecido do hospedeiro paraténico ha a forma infectante quiescente, esta forma ¢ descrita em
espécies de Hepatozoon que acometem serpentes, lagartos e anuros. Ao ingerir o hospedeiro
paraténico o hospedeiro intermediario se infecta com o parasito (Viana et al., 2012; Pereira et
al., 2014).

No Brasil ha algumas espécies de carrapatos que estdo mais associadas a transmissao
de Hepatozoon spp., como por exemplo, A. sculptum, A. ovale, A. aureolatum e
Rhipicephalus sanguineus (Forlano et al., 2005, Rubini et al., 2009). Essas espécies de
carrapatos podem acometer animais da espécie N. nasua (Rodrigues et al., 2008).

Sdo muitos os animais silvestres que j& foram demonstrados infectados com
Hepatozoon, tanto de vida livre quanto de cativeiro. Em 1978 foi descrito um caso de um
coiote (Canis latrans) infectado naturalmente por Hepatozoon sp. no Aransas National
Wildlife Refuge, no Texas (Davis et al., 1978). Mais recente, no Brasil, foi demonstrada,
através de PCR, a infec¢do por Hepatozoon sp. em carnivoros neotropicais de vida livre do
Parque Nacional das Emas, Goids. Estavam infectados lobo-guard (Chrysocyon brachyurus),
cachorro do mato (Cerdocyon thous), raposinha do campo (Lycalopex vetulus) e quati (N.
nasua) (Metzger, 2008). Esse parasito também foi descrito em carrapatos que parasitam
cobras de diferentes regides da Tailandia (Sumrandee et al., 2015). Esses trabalhos

demonstram que o género Hepatozoon podem acometer diversificadas espécies animais.



Hepatozoon canis é a espécie com maior numero de estudos, pois acomete caes,
causando patologias e podendo leva-los a 6bito. Em caes a infec¢ao pode ser desde subclinica,
quando h4 uma baixa parasitemia, a casos graves que podem levar a 0bito, quando ha alta
parasitemia. Geralmente estao associados os sinais clinicos, anorexia, mucosas palidas, apatia,
hipertermia, diarreia, vOmito e alteragdes hematoldgicas (Mundim et al., 2008). Em um
cachorro do mato (C. thous) atendido no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da UNESP (Sao Paulo) os sinais clinicos apresentados foram apatia e hiporexia e as
alteragdes do hemograma foram anemia regenerativa, anisocitose € policromasia e aumento
nos leucdcitos devido a neutrofilia, monocitose e eosinofilia (Alencar et al., 1997). Tem sido
descrita em animais pertencentes a familia Procionidae a espécie H. procyonis, que apresenta
uma morfologia diferente da H. canis. Hepatozoon procyonis ja foi descrita, no Brasil, em
mao-pelada (P. cancrivorus) e em quatis (Rodrigues et al.,2007).

Ainda sdo necessarios mais estudos para avaliar os sinais clinicos e as patologias

causadas pelo Hepatozoon em espécies de animais silvestres.

1.5.2 Babesia

Protozoarios do género Babesia sao classificados como pertencentes ao Reino Protista,
Filo Apicomplexa, Subfilo Sporozoa, Classe Sporozoasida, Ordem Piroplasmida e Familia
Babesiidae. Sdo parasitos intraeritrocitarios de vertebrados e se multiplicam por divisdo
binaria. Podem-se encontrar formas livres no plasma e no interior de macrofagos que contém
hemacias fagocitadas, como esporozoitos € merozoitos. As hemdcias podem apresentar
quatro, oito ou mais parasitos (O’Dwyer & Massard, 2002).

A transmissdo de Babesia para o hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto
sanguineo, através da inoculagdo de esporozoitos infectantes pela saliva do carrapato. Porém,
para que a transmissdao ocorra, ha a necessidade de que o mesmo permanega em repasto
sanguineo durante, aproximadamente, trés dias. A parasitemia no hospedeiro vertebrado
ocorre aproximadamente de dez a 14 dias apds a inoculagdo do protozoario. Os esporozoitos
penetram as hemadcias e se diferenciam em trofozoitos, estes sofrem divisdo bindria
(reproducao assexuada), formando de dois a quatro merozoitos. Apos a multiplicagdo, ha
ruptura da célula hospedeira, liberando os merozoitos que penetram em novos eritrocitos ou
sdo ingeridos por carrapatos (Jojima et al., 2008). A babesiose pode ser desde subclinica a
casos graves da doenca. O tipo de patogenia depende da intensidade da parasitemia e da

espécie que esta infectando o animal.



Babesia pode ser transmitida por varias espécies de carrapatos como R. sanguineus,
R. microplus, Dermacentor nitens, Amblyomma sp.. Atualmente foi descrita a presenga de
Babesia sp. no carrapato Ornithodoros guaporensis parasitando catita (Monodelphis
domestica) e rato boiadeiro (Thrichomys pachyurus) no Pantanal, foi o primeiro registro desse
carrapato no Brasil (Wolf et al., 2016).

No Brasil, ha muitos casos de babesiose em animais domésticos, tanto em animais de
companhia quanto em animais de producdo, levando a grandes perdas economicas. Em
animais silvestres muitos casos de deteccao de Babesia sp sdo descritos em canideos como
cachorro-vinagre (Speothos venaticus), cachorro-do-mato (C. thous), lobo-guara (C.
brachyurus) e também ja foi descrito em cervideos (André et al., 2011; Silveira et al., 2011).
Com relagdo a familia Procionidae, guaxinins capturados na Florida estavam infectados com a
espécie B. microti (Clark et al., 2012). Em outro trabalho realizado na Carolina do Norte,
também detectaram-se espécies de Babesia em guaxinins (Birkenheur et al., 2008). No Brasil,

ainda nao foi descrita a presenca de Babesia em quatis.

1.5.3 Trypanosoma

1.5.3.1 Trypanosoma cruzi

Protozoarios do género Trypanosoma pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. A espécie 7. cruzi tem como hospedeiro invertebrado insetos da ordem
Hemiptera que sdo os triatomineos. O ciclo deste parasito € heteroxeno, envolvendo o
hospedeiro invertebrado e o vertebrado. O hospedeiro invertebrado, ao realizar o repasto
sanguineo, ingere o sangue contento tripomastigotas e essas formas se diferenciam no interior
do vetor — em epimastigotas e depois em tripomastigotas metaciclicas — e serdo,
posteriormente, eliminadas pelas fezes durante o repasto sanguineo € penetrardo no
hospedeiro vertebrado através de solucdes de continuidade que podem ter formado pela
alimenta¢do do vetor ou alguma ferida ja existente. No hospedeiro vertebrado, as formas
tripomastigotas penetram nos tecidos como o coracdo e se transformam em amastigotas, as
quais se multiplicam por divisdo bindria, rompendo a célula quando repleta, liberando
tripomastigotas que caem na corrente sanguinea e podem infectar novas células ou infectar o

vetor caso ele se alimente no hospedeiro infectado (Rey, 2002).
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Sdo parasitos transmitidos por triatomineos e seus principais hospedeiros sdo
humanos, roedores, caes e gatos no ciclo doméstico e peridoméstico e os edentatos, roedores,
marsupiais e carnivoros no ciclo silvestre (Schofiled et al.,2006).

Trypanosoma cruzi pode infectar mais de 180 espécies de mamiferos e pode causar
alta morbidade e mortalidade tanto em humanos quanto animais domésticos e silvestres
(Guedes et al., 2007, Noireau et al., 2009). Na Costa Rica, sete quatis da espécie N. narica
foram descritos infectados com 7. cruzi (Mehrkens et al., 2013). Quatis do Pantanal também
foram encontrados parasitados com 7. cruzi, nestes animais foram realizadas avaliagdes
hematologicas para saber a influéncia desse parasito sobre os animais. Nao houve associagao
entre a infecg¢do por 7. cruzi e alteragdes no sangue total ou no volume celular, mas o total de

células brancas e de neutrofilos estava mais baixo nesses animais (Olifiers et al., 2015).
1.5.3.2 Trypanosoma evansi

Como o T. cruzi, o T. evansi ¢ um protozoario do género Trypanosoma pertencente a
ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, ¢ um parasito monomorfico e sua forma
encontrada ¢ a tripomastigota. No Brasil, sua disseminacdo ocorre através de insetos
hematofagos, como Tabanus sp. e Stomoxys sp, durante o repasto sanguineo. A transmissao €
mecanica, ou seja, o parasito ndo se multiplica ou se transforma no vetor e quanto menor o
espaco de tempo entre um repasto sanguineo e outro, maiores as chances do parasito infectar
um novo hospedeiro. Pode ocorrer também a transmissdo iatrogénica, através de materiais
contaminados com sangue infectado, como por exemplo, agulhas reutilizadas nos animais
(Silva et al., 2002).

Este parasito pode infectar varias espécies de animais, desde domésticos como
cavalos, bovinos, caprinos, suinos, caes e gatos; como silvestres, capivaras, tatus, marsupiais,
cervideos e quatis (Herrera et al., 2002; Silva et al., 2002). O primeiro caso relatado de
infecgdo por 7. evansi em humanos foi em um fazendeiro na India (Joshi et al., 2005).

Ao avaliar as alteragcdes hematoldgicas em quatis (V. nasua) infectados com 7. evansi,
observou um menor numero de glébulos vermelhos e menor volume celular, contudo sem
muita diferenca para um quati sem infec¢do; houve anemia, mas sem alteragcdes morfoldgicas

nas hemacias e foi observada uma redu¢do no niamero de plaquetas (Olifiers et al., 2015).
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1.5.4 Familia Anaplasmataceae
1.5.4.1 Anaplasma platys

O género Anaplasma pertenca a familia Anaplasmataceae. S3o bactérias gram-
negativas, intracelulares obrigatdrias e sdo transmitidas por carrapatos, que se replicam dentro
de vacuolos parasitéforos no citoplasma de células hospedeiras (Dumler et al., 2001).

Anaplasma platys infecta plaquetas levando a episddios ciclicos de trombocitopenia,
em cdes ¢ a doenga causada por esse parasito ¢ conhecida como trombocitopenia ciclica
infecciosa canina (Ferreira et al., 2008). Em caes, quando ha sinais clinicos eles aparecem
como anorexia e alteracdes hematologicas, mas, geralmente, sdo sinais clinicos brandos.
Contudo, quando hé coinfeccdo com Ehrlichia canis, pode haver agravamento do caso
clinico.

A infecgdo por A. platys em animais silvestres ndo ¢ muito descrita. Ha relatos de
infeccdo por esse hemoparasito em alguns animais, como foi descrito em Bufalos (Machado
et al., 2016), contudo, o alvo utilizado no diagndstico molecular para a deteccdo ¢ muito
estavel dentro do género Anaplasma. Talvez sejam necessarios estudos com alvos mais

especificos para confirmar a infecg¢do por este parasito em animais silvestres.
1.5.4.2 Ehrlichia canis

Ehrlichia canis ¢ um microrganismo riquetsiano pequeno, pleomorfico e € um parasito
intracelular obrigatorio de células sanguineas maduras ou imaturas, principalmente do sistema
mononuclear fagocitario como, macréfagos e mondcitos. Pertence a Ordem Rickettsiales,
Familia Anaplasmatacae e ao Género FEhrlichia (Dumler, 2001; Accetta, 2008). Esses
microrganismos multiplicam-se dentro de vacuolos parasitoforos no interior de células
monociticas, formando morulas que podem ser observadas no citoplasma dessas células em
esfregacos sanguineos (Ettinger & Feldman, 2000).

Ehrlichia canis € o agente etiologico da erliquiose monocitica canina (Dumler et al.,
2001). Além disso, adquire importancia para a saide publica por ocasionalmente poder
infectar seres humanos (Bichard & Sherding, 2008).

E um agente transmitido pelo carrapato R. sanguineus, também conhecido como
carrapato vermelho ou marrom do cdo. A infeccdo ocorre através da saliva do carrapato
contaminada no ponto de fixacao durante a ingestdo em um repasto sanguineo. A transmissao

de E. canis pelo R. sanguineus pode ocorrer pela ninfa e pelo carrapato adulto. Também pode
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ocorrer através de transfusdes sanguineas, assim, animais doadores de sangue devem ser
selecionados através de testes soroldgicos negativos para a infec¢do (Meyer et al., 1995).

Os achados clinicos e laboratoriais podem variar de acordo com a fase em que a
doenca se encontra, podendo ser aguda, subclinica ou cronica. Durante a fase aguda, a E.
canis multiplica-se no interior das células mononucleares circulantes e dos tecidos
fagocitarios mononucleares, linfonodos, figado e baco (Ettinger & Feldman, 2000). Com
frequéncia sdo observados sinais clinicos como letargia, anorexia, febre, linfoadenomegalia,
esplenomegalia, trombocitopenia, distrbios hemorragicos e hipergamaglobulinemia (Harrus
et al., 2002).

Recentemente foram registrados casos de E. canis em carnivoros silvestres. Em 2013
foram registrados casos em raposas em Portugal e na Italia (Torina et al., 2013, Cardoso et al.,
2015). Assim, ¢ importante a pesquisa desse hemoparasito em carnivoros silvestres,

principalmente em locais onde pode haver contato ou proximidade com caes domésticos.

1.6 Filarideos

Os filarideos sdo vermes nematddeos, pertencentes a superfamilia Filaroidea e sdo
distribuidos entre as familias que agrupam as espécies desses parasitos. Podem parasitar o
sistema circulatorio, linfatico, tecido conjuntivo e muscular de seus hospedeiros vertebrados e
sempre necessitam de um hospedeiro invertebrado hematdfago para que o ciclo se complete
(Smith, 1994). Os ciclos desses parasitos podem variar um pouco, mas a maioria tem um
ponto em comum que sdo as larvas de primeiro estadio — microfilarias — na circulagdo
sanguinea ou linfatica do hospedeiro vertebrado. Sdo parasitos que podem levar seus
hospedeiros vertebrados a quadros debilitantes e algumas espécies podem acometer o0 homem
(Basano et al., 2011).

Sao descritas em humanos, animais domésticos e silvestres varias espécies de
filarideos. Considerando os animais silvestres, em um trabalho realizado na América do
Norte, foram encontrados alces e outros cervideos parasitados com o filarideo Rumenfilaria
andersoni (Grunenwald et al., 2016), em aves de um arquipélago do Pacifico e em aves do
Cerrado brasileiro também foram encontrados filarideos que foram classificados apenas como
microfildrias por serem as formas imaturas do parasito e ndo ser possivel aprofundar mais na
classificagdo pela morfologia (Silveira et al., 2010; Clark et al., 2016). No Brasil,
recentemente, foram descritas microfilarias parasitando quatis das espécies Dirofilaria immits,

D. repens, Acanthocheilonema reconditum, Mansonella sp. e Brugia (Moraes, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Monitorar a presenca de patdogenos em animais silvestres ¢ primordial para conter as
doengas infecciosas emergentes e re-emergentes, uma vez que essas doencas, além de
impactarem na saide animal, podem consistir em um agravo para a satde publica. Pouco se
conhece sobre os parasitos que acometem os quatis do Parque das Mangabeiras, que sdo
animais silvestres que possuem um intimo contato com animais domésticos € com o homem.
Assim, identificar os ectoparasitos e avaliar a presenca de hemoparasitos nos quatis
capturados no Parque das Mangabeiras torna possivel o conhecimento dos parasitos
circulantes nesses animais e se 0s ectoparasitos encontrados sdo provaveis vetores dos
patogenos detectados ou vetores de outros agentes infecciosos. Justifica-se, portanto, a
importancia deste estudo, visto que podera contribuir de forma relevante para estabelecer - a
partir da aplicabilidade das propostas de intervengdes que apresenta - uma convivéncia
harmoniosa e sauddvel ndo s6 para visitantes ¢ moradores do entorno do Parque das

Mangabeiras, mas também para os quatis e demais animais que ali frequentam.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Pesquisar ectoparasitos € hemoparasitos em quatis (N. nasua) do Parque Municipal das

Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar, com auxilio de chaves de identificagdo taxondmicas, os ectoparasitos
presentes nos quatis capturados do Parque das Mangabeiras.

e Pesquisar através de leitura de laminas de esfregagos sanguineos a presenca de
hemoparasitos intra ¢ extracelulares;

e Pesquisar através de PCR (Polymerase Chain Reaction) a presenga de hemoparasitos dos
géneros: Babesia, Hepatozoon, Anaplasma, Ehrlichia e Trypanosoma em quatis da
espécie N. nasua presentes no Parque das Mangabeiras;

e Sequenciar as amostras positivas para hemoparasitos obtidas através da PCR;

e Pesquisar através de PCR a presenca de microfilarias de amostras que apresentaram
laminas positivas para filarideos;

e Sequenciar as amostras positivas para microfilarias obtidas através da PCR.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Consideracoes éticas

Este trabalho possui licenga e autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio0) através do Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade
— SISBIO ¢ Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), fazendo parte de dois

projetos multidisciplinares:

- “Levantamento Populacional e Manejo de Quatis (Procyonidae: Nasua nasua) no Parque
das Mangabeiras e em Cinco Unidades de Conservacdo de Minas Gerais”: Coletas executadas
entre 2007 a 2011, sob coordenacdo do Prof. Flavio Guimardes Rodrigues

(ECMVS/ICB/UFMG) (Autorizagao Sisbio: 13599-1; 15292-1);

- “A populacdo de quatis (Nasua nasua - Linnaeus, 1766) do Parque das Mangabeiras:
convivéncias, adaptagdes e riscos sanitarios”. Coletas executadas entre 2012 a 2014 sob
coordenacao do Prof. Pedro Lucio Lithg Pereira e da Profa. Danielle Ferreira de Magalhaes

Soares (Escola de Veterinaria/UFMG) (Autorizag¢do Sisbio: 39817-1).
4.2 Local e realizacao das coletas

Os quatis foram capturados através de armadilhas distribuidas em varios pontos do Parque
das Mangabeiras. O periodo amostral foi do ano de 2007 ao ano de 2014, sendo as capturas
realizadas em campanhas ocorridas cinco dias por més, sendo as armadilhas checadas no
inicio da manha e a tarde. No ano de 2007 as capturas eram realizadas através de brete ou
armadilhas. No brete, varios animais do bando eram capturados ao mesmo tempo. Este era
constituido de um cercado de tela de metal lisa de dimensdes 5 m x 5 m x 2,20 m, com vigas
de madeira e por¢ao superior vedada para impedir a fuga dos animais € uma porta. Com esta
estrutura, objetivou-se capturar os quatis que frequentavam a Praga das Aguas. Em relagio as
armadilhas, foram utilizadas 50 armadilhas de ferro galvanizado com dimensdes 70 cm
x30cm x 20cm para capturar os animais. Estas foram distribuidas procurando-se abranger a
maior area possivel e levando-se em consideracao os locais frequentados pelos visitantes para
que nao houvesse interferéncia destes. As mesmas eram fixadas em arvores com arames para

impedir que os animais as movimentassem quando capturados, evitando, dessa forma, sua
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fuga e lesdes nos mesmos. Foram usadas bananas como isca por se mostrarem bastante
atrativas para os animais (Hemetrio, 2007).

Nos anos de 2008 e 2009 foram utilizadas 25 gaiolas em dois modelos de armadilha: uma
em que o sistema de desarme ¢ engatilhado quando o animal pisa em um pedal (do tipo
Tomahawk®) e a outra que desarma quanto o animal tenta morder a isca em um gancho.
Ambas confeccionadas em ferro galvanizado e possuem dimensdes 70 cm x 30 cm x 20 cm. A
partir de 2010 iniciou-se a utilizagdo apenas de armadilhas do tipo Tomahawk, que
minimizava o risco de fuga. Durante todo o periodo de captura realizou-se também o
georreferenciamento, localizando onde cada armadilha era colocada (Figuras 3, 4, 5, 6)
(Hemetrio, 2011). Nao foram obtidas as imagens de georreferencimanto entre os anos de 2011

a2014.

Figura 3 - Pontos em que foram colocadas armadilhas para as capturas dos quatis, Parque das Mangabeiras, no
ano de 2007. Fonte: Imagem Google, programa Quantum Gis 1.8.0 Lisboa. Autores: Luis Diego Alfaro Alvarado
e Hemetrio, 2011.

Figura 4 - Pontos em que foram colocadas armadilhas para a captura dos quatis, Parque das Mangabeiras, no
ano de 2008. Fonte: Imagem Google, programa Quantum Gis 1.8.0 Lisboa. Autora: Hemetrio, 2011.
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Figura 5 - Pontos em que foram colocadas armadilhas para as capturas dos- quatis, Parque das Mangabeiras, no
ano de 2009. Fonte: Imagem Google, programa Quantum Gis 1.8.0 Lisboa. Autora: Hemetrio; 2011.

o, W - e

Figura 6 - Pontos ernue foram colocadas armadilhas paa as capturas- dos quatis, Parque das Mangabeiras,
no ano de 2010. Fonte: Imagem Google, programa Quantum Gis 1.8.0 Lisboa. Autora: Hemetrio; 2011.

4.3 Captura e contencio para a coleta de material

Ao serem capturados, os quatis eram submetidos a sedagdo intramuscular de tiletamina e
zolazepan (Zoletil50®, Virbac do Brasil) na dose de 0,2 mL/Kg, a fim de se realizar os
procedimentos de avaliagdo clinica, biometria, estimativa da faixa etaria e coleta de materiais
bioldgicos (amostras de sangue e ectoparasitos).

Apos a sedacdo completa, os animais eram retirados da gaiola e pesados com auxilio de
uma balancga portatil. Posteriormente, eram acomodados em uma mesa em uma sala adaptada
montada no parque, ou sobre a propria gaiola de contengdo quando o procedimento era
realizado no local de captura. Os quatis eram marcados por microchips, aplicados via
subcutanea na regido interescapular (Figura 7A), e com brincos numerados colocados nas

orelhas (Figura 7B) (Hemetrio, 2011).
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Figura 7- Exemplar de quati durante os procedimentos realizados apds a conten¢do quimica em uma sala
adapatada no Parque das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais, no ano de 2013. (A) A seta mostra
regido interescapular, local onde eram inoculados os microchips para posterior identificagdo dos animais;
(B) Brincos numerados colocados nas orelhas para facilitar a identificacdo. Fonte: Lara Ribeiro de
Almeida.

Para complementar os dados sobre esses animais, foram preenchidas fichas, nomeadas
como “Protocolo de captura — Projeto Quatis” (Anexo 1), com dados sobre cada um dos
animais capturados. As fichas foram preenchidas com o niimero do brinco e do microchip do
animal, o sexo e as observagdes sobre o clima no momento da coleta. Também eram
registrados os resultados obtidos através do exame clinico, que foi realizado para avaliar a
saude do animal e identificar ou associar possiveis patologias. Assim, foram mensuradas a
frequéncia cardiaca, a temperatura corporal (°C), grau de hidratagdo, coloracdo das mucosas,
condi¢do corporal, aspecto da pelagem, condi¢do reprodutiva, palpa¢do abdominal e dos
linfonodos. Além disso, estimava-se a faixa etaria e o peso do animal avaliado. Porém, nao
foram preenchidas fichas de todos os animais que foram capturados ao longo de todos os
anos.

O sexo foi determinado segundo critérios utilizados por Hemetrio (2011) através da
analise da regido entre uretra e anus, presenca de bolsa escrotal e tamanho da cabega. A
avaliacdo da sexagem ¢ simples e a presenca da bolsa escrotal pode ser observada em todas as
faixas etarias dos machos.

Para determinar a faixa etaria foi utilizado o peso dos animais, que ¢ considerado um bom
indicador de idade para mamiferos de médio porte (Kunz et al., 1996). Os animais foram
pesados em balanca com capacidade para pesar até¢ 10Kg. Foram considerados como filhotes
0s quatis que apresentaram até 2Kg (até 12 meses), subadultos os animais com mais de 2Kg
até 3Kg (13 a 24 meses) e adultos os quatis com mais de 3Kg (>24 meses) (Hemetrio, 2011).

Ap6s a realizagdo de todos os procedimentos necessarios para a identificacdo do quati, da
avaliacdo de sua saude e das coletas das amostras bioldgicas, era aguardado o retorno
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anestésico do animal. Assim que ele voltava da anestesia, o quati era solto no local em que

havia sido capturado.

4.4 Coleta de materiais biologicos

As coletas das amostras biologicas foram realizadas da seguinte forma: todo o corpo do
animal era inspecionado para a localizagdo de ectoparasitos. Os ectoparasitos de um mesmo
animal eram coletados e colocados em um tnico microtubo de 1,5mL contendo alcool 70%,
identificado com o niimero de marcagdo do quati. Todas as pulgas e carrapatos presentes no
animal eram coletados, contudo, quando havia infestagdo por piolhos ndo era possivel a coleta
total devido ao intenso parasitismo.

Quando possivel, o sangue era coletado na ponta da cauda para a realizagdao de esfregacos
sanguineos no momento da coleta. Também era coletado sangue na veia jugular para obter
maior quantidade para ser utilizado para a extragdo de DNA e outros procedimentos. Esse
sangue era colocado em tubos identificados, contendo EDTA para impedir a coagulacdo e
mantido refrigerado até chegar ao laboratorio. Quando ndo era possivel coletar sangue
periférico e o sangue total chegava a tempo no laboratorio, era realizado o esfregaco
sanguineo deste sangue. No laboratorio esse sangue era mantido a -20°C para posterior
extracao de DNA.

Os procedimentos dolorosos como, por exemplo, aplicagdo do microchip, colocagdao do
brinco e coleta de sangue eram realizados durante o periodo em que a anestesia estava mais

aprofundada.

4.5 Analises laboratoriais

4.5.1 Locais de realizacio dos experimentos

Os experimentos para a realizagdo deste trabalho foram realizados nos Laboratorios de
Protozoologia Veterinaria e de Parasitologia Molecular do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB/UFMG) e os sequenciamentos foram realizados nos
Laboratérios Myleus Biotecnologia e Lanagro/MG (Laboratério Nacional Agropecuario —

Minas Gerais).
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4.5.2 Identificacio dos ectoparasitos

Os ectoparasitos foram primeiramente analisados em microscopio Olympus BX 40 e
microscopio estereoscopico SZ 40. A identificagdo dos carrapatos foi realizada com o auxilio
de chaves de identificacdo: Camargos e Neves (2004); Aragdo e Fonseca (1961), Barros-
Battesti et al. (2006). As pulgas foram identificadas de acordo com a chave de identificacao

proposta por Linardi e Guimaraes (2000) e os piolhos com a chave Tuff (1977).
4.5.3 Leitura de lAminas de esfregaco sanguineo

Os esfregacos sanguineos produzidos foram secos a temperatura ambiente e corados com
Pandtico Rapido® (Laborclin, Brasil). Assim, além das técnicas moleculares, foi realizada a
busca direta de hemoparasitos através da leitura das laminas em microscopio optico Olympus
BX40, utilizando objetiva de 20X para busca de microfilarias e objetiva de imersdao (100X)
para busca de outros hemoparasitos. Foi utilizado o microscopio Opticam Microscopy
Technology e programa OPT DH 3.7 (Microscopy Imaging Software) no Laboratorio de
Parasitologia Molecular (ICB/UFMG) para obten¢do das imagens das laminas que foram

publicadas neste trabalho.
4.5.4 Analises moleculares
4.5.4.1 Extracao de DNA

A extragdo de DNA de sangue total foi realizada com o “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega®’ USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante para
300puL de sangue. Apods a extracdo a qualidade e a concentracdo das amostras foram
determinadas através da andlise em NanoDrop (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Biotek™), ¢ os DNAs foram armazenados em freezer -20°C para a posterior amplificagdo

génica através da técnica de PCR.
4.5.4.2 Primers utilizados (Nested, Semi-nested, Multplex PCR)

A partir das amostras obtidas foram realizadas PCRs utilizando iniciadores para os
seguintes hemoparasitos: Babesia, Hepatozoon, Trypanosoma, Ehrlichia, Anaplasma. Para

realizacdo da PCR para nematoda, foram selecionadas 15 amostras positivas para microfilaria
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no esfregaco sanguineo. Os primers utilizados nas reacdes e os produtos de amplicon obtidos

apos a amplificacdo estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Sequéncia de iniciadores utilizados para identificagdo dos hemoparasitos.

Hemoparasito Sequéncia (5’ 3°) Iniciador Alvo  Produto (pb) Referéncia
Babesia/ Hepatozoon | CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC RIB-19 18S rRNA 1700 Zahler et
1 reag@o CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC RIB-20 al., 2000
2% reacao ACCTCACCAGGTCCAGACAG BAB-rumF 18S rRNA 430 Silveira et
GTACAAAGGGCAGGGACGTA BAB-rumR al., 2011
Anaplasma platys/
Ehrlichia canis AGAACGAACGCTGGCGGCAAG ECC 16S rRNA 478 Dawson et
1% reacdo CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA ECB al., 1996
2% reacao GTCGAACGGATTTTTGTCGT APYS-F 16S rRNA 212 Rufino et
TAGATCACCGCCTTGGTAGG APYS-R al. 2013
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA ECANS 16S rRNA 389 Dawson et
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT HE3 al., 1996
Ehrlichia CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC GE3a 16S rRNA 932 Massung et
Granulocitica TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC GE10r al., 1998
1* reacdo AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT GE9f 16S rRNA 546
2% reagdo GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG GE2
T. evansi GCACAGTATGCAACCAAAAA TelF ITS 280 Silveira et
1% reagdo GTGGTCAACAGGGAGAAAAT TelR al., 2013
2% reacdo CATGTATGTGTTTCTATATG Te2F ITS 219
TelR
T. cruzi/ AAATAATGTACGGGTGGAGATGCATGA S35 kDNA 760 Vallejo et
T. rangeli al., 1999
GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT S36 kDNA  300-450
Nematoda GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT NC5f ITS Zhu et al.
1? reagdo TTTAGTTTCTTTTCCTCCGCT NC2r ITS 700-1000 1998.
22 reacdo

4.5.4.3 Amplificacio do DNA

As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme padronizado por Silveira et al.
(2014), utilizando o reagente GoTaq Green Master Mix (Promega®, EUA), iniciadores
especificos e DNA-amostra (volume final de 15pL: 13,5uL mix e 1,5uL (10-20ng) DNA-
amostra). Amostras de DNA sabidamente positivas e negativas para os alvos analisados foram
utilizados como controles. As amostras de controles positivos estdo descritas no Quadro 2 e
os controles negativos das reacdes foi utilizada 4gua de milli-Q ultra-pura DNase e RNase

free que acompanha o kit do reagente GoTaq Green Master Mix. As PCRs foram realizadas
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em aparelho termociclador automatico (Bio-Rad®, USA) com os programas especificados no
Quadro 3.

Os produtos amplificados foram misturados ao revelador GelRed (Biotium®, USA)
diluido em 4gua milli-Q ultra-pura DNase e RNase free, na propor¢cdo de 1:400 e
posteriormente submetidos a eletroforese (30 minutos, 100V) em gel de agarose 1%, 1,5% ou
2%, de acordo com o tamanho dos amplicons gerados, utilizando o tampado de corrida TAE
0,5%. Para a determinac¢do dos pesos moleculares foi utilizado marcador molecular de 100 ou
de 10.000 pb (Promega®, USA), variando de acordo com o tamanho das bandas investigadas.
Os resultados obtidos apo6s a eletroforese foram visualizados através de um transiluminador de
luz ultravioleta, ¢ as amostras foram consideradas positivas apos analise comparativa com a

banda referente ao controle positivo.

Quadro 2 — Controles positivos utilizados durante as reagdes de PCRs.

Iniciador Controle positivo Origem

Bezerro
Babesia bigemina experimentalmente
infectado
Cao positivo com
sequenciamento
confirmado
Cao positivo com
GE3a/10r — GE9{/2 Anaplasma sequenciamento
phagocytophilum confirmado — MSP4 e
MSP2
Camundongos
experimentalmente
infectados (cedido pelo
TelF/1R — Te2F/1R Trypanosoma evansi Laboratério de
Trypanosoma cruzi e
Doengas de Chagas -
ICB/UFMGQG).
Camundongos
experimentalmente
infectados (cedido pelo
S35/S36 Trypanosoma cruzi Laboratério de
Trypanosoma cruzi €
Doengas de Chagas
Chagas —ICB/UFMG).
Hamsters
experimentalmente
infectados (cedido pelo
Laboratorio de
Parasitologia
Molecular Chagas —
ICB/UFMG)

Rib19/20 —
BabRumF+R

ECC/ECB APYSF+R Anaplasma platys e
— ECAN5/HE3 Ehrlichia canis

Ancylostoma
ceylanicum

NCSf/NC2r
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Quadro 3 — Programas utilizados para a realizagdo das PCRs (nested e semi-nested) para a amplificagdo

dos alvos pesquisados.

PASSOS DA MULTIPLEX E. canis e A. platys
1 ~ Passos 2% reac¢io - Multiplex
Desnaturacao Inicial reacao
1 94°C (3") 1 94°C (3")
2 Desnaturacao 94°C (1" 2 94°C (1"
3 62°C (1")
3 Anelamento dos Primers 65°C (2"
4 72°C (1)
N° Repeti¢io 9x
4 Extensao da Fita 72°C (1Y)
2 94°C (1)
N° Repeticiao (passos 2 a 4) 29x 3 60°C (1"
4 72°C (1)
5 Extensao Final 72°C (5"
N° Repeti¢io 34x
5 72°C (5")
6 Hold 10°C
6 10°C
Babesia sp. e
PASSOS DA PCR/nPCR Ehrlichia granulocitica| T. evansi | T. cruzi | Nematoda
Hepatozoon sp.
1%/2° reacao 1 reaciio | 2* reacdio |1%/2" reaciio| 1% reaciio| 17 reacio
1| Desnaturacao Inicial 94°C (5') 95°C (2) | 95°C () | 94°C (5 |95°C (50| 94°C(5)
2 Desnaturacao 92°C (1) | 94°C (30" | 94°C (30" | 92°C (1) | 95°C (1) | 94°C (307)
3| Anelamento dos Primers s4°C (1Y | 55°C (30" | 55°C (30m) | 56°C (1) | 60°C (17 | 50°C (307)
4 Extensdo da Fita 72°C (2') 72°C (19 | 72°C (1) | 72°C (2)) |72°C (17 | 72°C (457)
N° Repeti¢do (passos 2 a 4) 29x 40x 30x 29x 29x 39x
5 Extensdo Final 72°C (8') 72°C (5 | 72°C (5 | 72°C (8) |72°C (5| 72°C(¥)
6 Hold 12°C 12°C 12°C 12°C 10°C 12°C
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4.5.4.4 Sequenciamento e analise filogenética

Amostras positivas na PCR/nPCR foram purificadas pelo QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN), segundo as recomendagdes do fabricante, ou através de Polietilenoglicol (PEG)
(www.icb.ufmg.br/Ibem). Posteriormente, cada amostra purificada foi dosada no NanoDrop
(Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek®™), para mensuragdo da quantidade e qualidade
do material genético obtido. Apds a etapa de purificagdo, as amostras foram sequenciadas a
fim de verificar a identidade do produto amplificado.

O sequenciamento nucleotidico foi realizado conforme Silveira et al. (2016), utilizando os
modelos Applied Biosystems ABI3130 Genetic Analyzer (Life Technologies, EUA) e o 3500
Life Techonologies (Thermo®) e o kit de sequenciamento Applied Biosystems BigDye®
Direct Cycle (v.3.1), utilizando o POP-7TMpolymer como matriz de separagdo e os primers
utilizados nas reacdes da PCR. As sequéncias obtidas do sequenciador foram analisadas
quanto a qualidade e os Contigs foram formados com o auxilio do programa
Electropherogram quality analysis, desenvolvido pela Embrapa Genetic Resource and
Biotechnology (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Em seguida, as sequéncias
foram submetidas a procura de homologia com as sequéncias depositadas em banco de dados,
utilizando o  software = BLAST  (Basic  Local  Alignment  Search  Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Apds a comparacdo da identidade, a classificagdo das
sequéncias analisadas foi realizada de acordo com o grau de similaridade com os dados ja

depositados no Genbank.
4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica a partir dos dados obtidos foi realizada utilizando o software Graph
Pad Prism 5.0. A andlise foi realizada utilizando uma tabela de contingéncia entre animais
positivos e negativos, uma vez que h4 apenas um Unico dado para cada analito, tornando
inviavel o uso de média e desvio-padrao. As diferencas obtidas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor que 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho serdo apresentados a seguir seguindo uma ordem de
apresentacdo. Apos os resultados da identificagdo e a classificagdo dos ectoparasitos dentro da
faixa etaria e sexo dos quatis, serdo sempre demonstrados os resultados obtidos para as
fémeas, os machos e respectiva faixa etaria e, posteriormente, apresentados os resultados para

aqueles animais que nao tiveram a ficha preenchida.

5.1 Classificacio dos quatis quanto ao sexo e a faixa etaria

Durante o periodo amostral (2007 a 2014), foram coletadas um total de 216 amostras,
sendo 209 amostras de primeira captura e sete amostras de recapturas, ou seja, animais que
tiveram amostras de sangue coletadas duas vezes ao longo do periodo de coleta. Sabe-se que
na ultima avaliagdo da populacdo de quatis do parque foi estimada em 163,9 animais
(Hemetrio, 2011). De acordo com as informagdes obtidas através das fichas de captura, das
209 amostras dos animais capturados, 36,8% (77/209) foram obtidas de quatis fémeas, 35,4%
(74/209) de machos e os outros 27,8% (58/209) ndo tiveram as informagdes preenchidas, ndo
sendo possivel diferenciar o sexo e obter outras informacgdes, tais como a faixa etaria e o
estado clinico desses animais.

Para a avaliagdo da faixa etaria foi utilizado como pardmetro o peso dos animais no
momento da captura. A Tabela 1 apresenta os dados de faixa etdria dos quatis que tiveram as
informagdes preenchidas nas fichas de captura (n=151). Considerando o sexo e a idade dos
animais capturados, fémeas adultas tiveram um maior nimero de capturas 42,8% (33/77),
enquanto que as subadultas e filhotes representaram 28,5% (22/77) das fémeas capturadas.
Em relacdo aos quatis machos observou-se o inverso: machos adultos representaram a minoria
dos animais capturados (17,5% - 13/74), enquanto que os subadultos e filhotes apresentaram

uma maior taxa de captura, 44,5% (33/74) e 37,8% (28/74), respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Faixa etaria dos quatis (fémeas e machos) determinada através das informagdes presentes nas
fichas “Protocolo de captura — Projeto Quatis”. Animais capturados no Parque das Mangabeiras — Belo
Horizonte, durante os anos de 2007 a 2014.

Fémeas Machos
Total % (total Q) % (total) Total % (total ) % (total)
Filhotes 22 28,5 (22/77) 14,5 (22/151) 28 37,8 (28/74) 18,5 (28/151)
Subadultos 22 28,5 (22/77) 14,5 (22/151) 33 44,5 (33/74) 21,8 (33/151)
Adultos 33 42,8 (33/77) 21,8 (33/151) 13 17,5 (13/74) 8,6 (13/151)
TOTAL 51,0% (77/151) 49,0% (74/151)

5.2 Avaliacao clinica dos animais capturados

Além dos parametros sexo ¢ faixa etaria, foram realizados exames clinicos nos quatis
capturados, com objetivo de avaliar o estado de saide dos animais. A maioria dos quatis,
88,3% (68/77) das fémeas e 90,5% (67/74) dos machos, apresentou boas condi¢des corporais,
mucosas normocoradas e pelagem integra. Porém, 11,7% (9/77) das fémeas e 9,5% (7/74) dos
machos apresentaram pelos opacos e ressecados, algumas cicatrizes e, durante a avaliagdo

clinica, foram observadas a presenga de ectoparasitos e linfonodos aumentados.

5.3 Identificacio e avaliacido dos ectoparasitos

Os ectoparasitos coletados foram classificados a partir de chaves taxonomicas. A partir da
identificacdo foram encontrados os parasitos descritos na tabela 2. Todos os carrapatos e as
pulgas encontrados eram coletados, perfazendo um resultado quantitativo. Contudo, em
relacdo aos piolhos ndo foi possivel coletar todos que eram visualizados devido a intensidade
da infestagdo. Foi coletado um total de 182 ectoparasitos em todos os quatis, considerando os
animais identificados e os sem identifica¢ao.

Foram coletados 36 carrapatos em 32 animais. Dentre os carrapatos, o género
Amblyomma foi o que apresentou maior nimero de espécimes, com 94,4% (34/36), sendo
que, dentro desses, dois eram adultos, 4. ovale e A. sculptum, 83,3% (30/36) eram ninfas e
5,6% (2/36) eram larvas, ndo sendo possivel chegar a espécie. Foram descritos também 5,6%
(2/36) de Rhipicephalus microplus, sendo que os dois espécimes eram ninfas (Tabela 2). Foi
coletada uma fémea da espécie 4. ovale, esse parasito apresenta algumas caracteristicas como
conformacgdo ovoide, o escudo tende a ser pentagonal com sulcos cervicais curtos, quase reto,
em geral, largo, a face ventral ¢ lisa, sem pontuagdes, o orificio genital estd ao nivel do
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intervalo entre as coxas II e III, peritrema largo. Gnatossoma mais longo que nos machos,
com palpos delicados, ndo nodosos. Base do capitulo com bordo posterior ligeiramente
concavo. Coxa I com dois espinhos grandes caracteristicos dessa espécie (Aragdo & Fonseca,
1961). As caracteristicas que diferenciam a fémea da espécie A. sculptum sdao escudo castanho
escuro com manchas esbranquicadas ou acobreadas ndo interrompidas na por¢do média
posterior, o apice dos festdes possui um pequeno tubérculo quitinoso no angulo interno e a
face dorsal ¢ pilosa. A espécie R. microplus possui como principais caracteristicas escudo sem
manchas e sem pontuagdes, hipostomio mais longo que os palpos, com quatro a cinco fileiras
de dentes de cada lado, peritremas circulares. Os machos possuem duas placas adanais longas,
bem distintas, de cada lado do corpo, terminando posteriormente em ponta curta e aguda
(Aragdo & Fonseca, 1961).

Foram coletados 61 piolhos de 51 animais e todos pertencentes a espécie Neotrichodectes
pallidus (Tabela 2). O numero de piolhos coletados ndo corresponde ao numero total de
piolhos encontrados nos animais, pois quando havia infestagao por piolhos, esta era intensa,
nao sendo possivel a coleta de todos os espécimes. As caracteristicas da espécie N. pallidus
que auxiliam a chegada a sua classificagcdo sdo cabec¢a mais larga que o torax, aparelho bucal
mastigador, antenas curtas e expostas, filiformes, constituidas de trés ou cinco articulos,
palpos maxilares ausentes. Todos os tarsos com uma garra, seis pares de espiraculos
abdominais, machos com o segundo segmento antenal mais curto que o primeiro. Cabe¢a com
a largura maior que o comprimento (Furman & Catts, 1982).

Em rela¢do as pulgas foram encontrados dois géneros dentre as 85 coletadas em 75
quatis, Ctenocephalides € Rhopalopsyllus. Destas, o género Rhopalopsyllus foi o mais
encontrado, apresentando 85,9% (73/85) do total de pulgas e 14,1% (12/85) pertencia a
espécie C. felis felis (Tabela 2). Foram preparadas cinco pulgas do género Rhopalopsyllus sp
para montagem de ldmina para a identificacdo de espécie, estas foram descritas como
Rhopalopsyllus lutzi lutzi. A partir das pulgas clarificadas e identificadas, os outros espécimes
foram comparados um a um de acordo com as caracteristicas morfologicas dos espécimes
identificados. A espécie C. felis felis tem como caracteristicas ctenideos presentes no tdrax,
cabega, por vezes no abdome, ctenideo genal com quatro ou mais dentes, horizontal. Presenga
de cerdas espiniformes na coxa posterior, metepistermo com uma ou duas cerdas. As
caracteristicas morfologicas da espécie R. lutzi lutzi sdo auséncia de ctenideos, os trés tergitos
toracicos reunidos mais longos que o primeiro tergito abdominal, sensilium com mais de 16

fossetas de cada lado. Coxas posteriores sem cerdas espiniformes, tergitos abdominais com
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duas fileiras de cerdas, prosterno saliente inserido entre as coxas e as unhas do primeiro e

segundo pares de pernas assimétricas (Linardi e Guimaraes, 2000).

Tabela 2 — Ectoparasitos identificados a partir de chaves taxonomicas. Parasitos coletados dos quatis capturados
no Parque das Mangabeiras — Belo Horizonte, no periodo entre 2007 e 2014.

Carrapatos
Amblyomma sp. R. microplus
94,4% (34/36) 5,6% (2/36)
Piolhos
Neotrichodectes pallidus
100,0% (61/61)
Pulgas
R. lutzi lutzi C. felis felis
85,9% (73/85) 14,1% (12/85)

De maneira geral, foi observado que os quatis machos 63,5% (47/74) estavam mais
parasitados do que as fémeas 58,4% (45/77) (Tabela 3), sendo que 47,8% (87/182) dos
ectoparasitos coletados foram encontrados nos machos em comparagdo com 41,8% (76/182)
para as fémeas, os outros 10,4% (19/182) dos ectoparasitos estavam em animais sem
identificacao.

Visando avaliar a taxa de infestagdo em relagdo ao sexo dos animais, considerou-se o
numero total de cada um dos ectoparasitos € o numero deste ectoparasito coletado em cada
um dos sexos. Foi possivel observar que os machos apresentaram maior infestagdo por
piolhos 58,8% (30/51) e pulgas 53,2% (41/77) em comparagdo com as fémeas 41,2% (21/51)
de piolhos e 46,8% (36/77) de pulgas; em relagdo aos carrapatos, as fémeas estavam mais
infestadas 52,8% (19/36) do que os machos 47,2% (17/36) (Tabela 3).

Tabela 3 — Relagdo de ectoparasitos coletados em quatis fémeas ¢ machos capturados no Parque das
Mangabeiras entre os anos de 2007 e 2014.

Total Fémeas Machos
ectoparasito
Carrapatos 36 52,8% (19/36) 47,2% (17/36)
Piolho 51 41,2% (21/51) 58,8% (30/51)
Pulgas 77 46,8% (36/77) 53,2% (41/77)
Total quatis parasitados 58,4% (45/77) 63,5% (47/74)

Para avaliar a relacdo entre o sexo do quati e o tipo de infestacdo (por espécie de
ectoparasito), foi considerada a quantidade de animais ectoparasitados em cada sexo, o tipo de
infestacdo (somente carrapato, pulga ou piolho) e a presen¢a de multiparasitismo. Conforme

os dados apresentados na Tabela 4, 58,4% (45/77) das fémeas apresentaram algum tipo de
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ectoparasito, enquanto que 63,5% (47/74) dos machos capturados estavam ectoparasitados.
Contudo, os dados relativos ao monoparasitismo foram superiores nas fémeas ectoparasitadas,
tais como: 8,9% (4/45) das fémeas apresentaram infestacdo somente por carrapatos contra
6,4% (3/47) nos machos; fémeas infestadas apenas por piolhos representaram uma taxa de
26,7% (12/45) contra 12,8% nos machos (6/47); e o monoparasitismo por pulgas foi de 26,7%
(12/45) nas fémeas e 10,6% nos machos (5/47) (Tabela 4).

J& o multiparasitismo por dois ectoparasitos foi superior nos quatis machos 59,6% (28/47)
em relagdo as fémeas 31,1% (14/45). Contudo, quando foi avaliada a presenga de carrapato e
piolho, os machos ndo apresentaram parasitismo simultaneo por estes ectoparasitos, enquanto
6,7% (3/45) das fémeas apresentaram este tipo de infestagdo. J4 na infestagdo por
carrapato/pulga e piolho/pulga os machos apresentaram maiores taxas de infestacdo em
compara¢do com as fémeas. Enquanto os machos tiveram uma taxa de parasitismo de 19,1%
(9/47) para carrapato e pulga e de 40,4% (19/47) para piolho e pulga, as fémeas tiveram taxas
de 17,8% (8/45) para carrapato e pulga e de 6,7% (3/45) para piolho e pulga. Ambos os sexos
apresentaram uma baixa taxa de multiparasitismo para trés ectoparasitos, mas os machos
estavam mais parasitados pelos trés ectoparasitos 10,6% (5/47) do que as fémeas 6,7% (3/45)

(Tabela 4).

Tabela 4 — Relacdo entre sexo e o tipo de infestagdo (mono ou multiparasitismo) em quatis pertencentes ao
Parque das Mangabeiras — Belo Horizonte, avaliados nos anos de 2007 a 2014.

Fémeas Machos
N° de animais infestados 45/77(58,4%) 47/74(63,5%)
Somente carrapato 8,9% (4/45) 6,4% (3/47)
Somente piolho 26,7% (12/45) 12,8% (6/47)
Somente pulga 26,7% (12/45) 10,6% (5/47)
Com 2 ectoparasitos 31,1% (14/45) 59,6% (28/47)
- Carrapato e piolho 6,7% (3/45) 0
- Carrapato e pulga 17,8% (8/45) 19,1% (9/47)
- Piolho e pulga 6,7% (3/45) 40,4% (19/47)
Com 3 ectoparasitos 6,7% (3/45) 10,6% (5/47)

Em relagdo a faixa etaria dos quatis e a presenca de ectoparasitos, observou-se que os
filhotes apresentaram maior infestacdo por piolhos 68,6% (24/35), seguidos por pulgas
65,7% (23/35) e carrapatos 37,1% (13/35). Os subadultos e os adultos exibiram uma
maior taxa de infestacdo por pulgas, tendo os subadultos uma taxa de 75,9% (22/29) e os
adultos de 60,7% (17/28). Contudo, foi observado um maior nimero de subadultos com
carrapatos 44,8% (13/29), seguido por piolhos 41,4% (12/29). J& nos adultos foi
observado o contrario, maior numero de individuos com piolhos 50,0% (14/28), seguido

por carrapatos 28,6% (8/28) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Quantidade de quatis infestados por ectoparasitos de acordo com sua faixa etaria e com o tipo de
ectoparasito. Animais capturados entre os anos de 2007 a 2014 no Parque das Mangabeiras — Belo

Horizonte.
Filhote (n=35) Subadulto (n=29) Adulto (n=28)
Carrapato 37,1% (13/35) 44,8% (13/29) 28,6% (8/28)
Piolho 68,6% (24/35) 41,4% (12/29) 50,0% (14/28)
Pulga 65,7% (23/35) 75,9% (22/29) 60,7% (17/28)

Ao avaliar a relacdo entre o sexo dos animais, a faixa etaria a qual pertencem e o tipo
de infestacdo, se mono ou multiparasitismo, encontraram-se os resultados descritos na tabela
6.

Analisando os valores relativos referentes aos filhotes, pode-se observar que as fémeas
apresentaram infestacdo de 11,8% (2/17) por carrapatos, enquanto esse parasitismo nao foi
encontrado nos filhotes machos. Em relagdo a coinfestagdo por carrapato/pulga e piolho/pulga
houve uma inversdo nos valores das fémeas ¢ dos machos. Enquanto foi observado 29,4%
(5/17) das fémeas filhotes infestadas por carrapato/pulga, apenas 5,5% (1/18) dos machos
apresentaram esse tipo de infestagdo. J4 na coinfestacdo piolho/pulga, os machos
apresentaram maior prevaléncia, com 55,5% dos animais infestados, enquanto nas fémeas
foram apenas 5,9% (1/17). Em relagdo as fémeas filhotes, a maior taxa de infestagcdo foi
somente por piolho 41,2% (7/17), nos machos filhotes, a infestacdo somente por piolhos
apresentou a mesma taxa da coinfestacdo por trés ectoparasitos 17,6% (3/18). Nas fémeas a
infestacdo por trés ectoparasitos foi baixa 5,9% (1/17). Com relagdo a infestacdo somente por
pulga e carrapato/piolho, ndo houve tanta diferenca nos valores relativos entre fémeas e
machos filhotes.

Analisando os animais subadultos observou-se que na maioria dos tipos de infestacao
havia mais fémeas parasitadas do que machos. Na infestacdo somente por carrapato, somente
piolho e carrapato/piolho as fémeas apresentaram uma taxa de infestagdo de 11,1% (1/9),
enquanto os machos apresentaram uma taxa de 5,0% (1/20) para infestacdo somente por
piolho e de 10,0% (2/20) somente para piolho e somente pulga, para o multiparasitismo
carrapato e piolho os machos ndo apresentaram infestacdo. Nas infestagdes carrapato/pulga,
piolho/pulga e pelos trés ectoparasitos concomitantemente, os machos apresentaram uma
prevaléncia maior, 35,0% (7/20), 30,0% (6/20) e 10,0% (2/20), respectivamente. Enquanto a
infestacdo nas fémeas por carrapato/pulga foi de 22,2% (2/9) e nelas ndo foram observadas

infestagdes por piolho/pulga e pelos trés ectoparasitos.

Diferente do que foi observado nos filhotes e nos subadultos, nos adultos havia mais

machos 22,2% (2/9) infestados somente por carrapatos do que fémeas 5,3% (1/19). Seguindo
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a linha de machos com maiores infestagdes que fémeas, no parasitismo carrapato/pulga a taxa
foi de 11,1% (1/9) nos machos e de 5,3% (1/19) nas fémeas, no parasitismo por piolho/pulga
a porcentagem dos machos foi de 33,3% (3/9) enquanto nas fémeas foi de 10,5% (2,/19). Em
todas as outras infestacdes as fémeas adultas apresentaram maior taxa de infestagdo que os
machos. O parasitismo somente por piolho foi de 21,1% (4/19), somente pulga 36,8% (7/19),
carrapato/piolho e pelos trés ectoparasitos 10,5% (2/19), para os machos a infestagdo somente
por piolho foi de 11,1% (1/19) e somente pulga 22,2% (2/9). As infestagdes por

carrapato/piolho e pelos trés ectoparasitos nao foram observadas nos machos adultos.

Tabela 6 - Relagdo entre sexo, idade e o tipo de infestagdo (mono ou multiparasitismo) em quatis avaliados nos
anos de 2007 a 2014 pertencentes ao Parque das Mangabeiras — Belo Horizonte.

Fémea Macho
N° de animais infestados 58,4% (45/77) 63,5% (47/74)
Filhote  Subadulto Adulto Filhote = Subadulto  Adulto
Somente carrapato 11,8% 11,1% 5,3% 0 5,0% 22.2%
Q/17) (1/9) (1/19) (1/20) (2/9)
Somente piolho 41,2% 11,1% 21,1% 17,6% 10,0% 11,1%
(7/17) (1/9) (4/19) (3/18) (2/20) (1/9)
Somente pulga 5,9% 44.,4% 36,8% 5,5% 10,0% 22.2%
(1/17) (4/9) (7/19) (1/18) (2/20) (2/9)
Com 2 ectoparasitos
0, o,
- Carrapato e piolho 0 1(11’ /19?) 1((2)/’?9? 0 0 0
- Carrapato e pulga 29,4% 22.2% 5,3% 5,5% 35,0% 11,1%
(5/17) (2/9) (1/19) (1/18) (7/20) (1/9)
- Piolho e pulga 5,9% 0 10,5% 55,5% 30% 33,3%
(1/17) (2/19) (10/18) (6/20) (3/9)
Com 3 ectoparasitos 5,9% 0 10,5% 17,6% 10,0% 0
(1/17) (2/19) (3/18) (2/20)

Nos resultados obtidos a partir das andlises estatisticas avaliando o nimero de animais
ectoparasitados, a faixa etdria e o tipo de parasitismo, apenas a infestacdo por pulgas nas
fémeas apresentou diferenca significativa entre as faixas etarias, ou seja, a taxa de infestagao

por pulgas esta associada com a faixa etaria (p<0,05) (Grafico 1).
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Grafico 1 — Avaliagdo da relagdo entre ectoparasitos e faixa etdria acometida nas fémeas. Dentre todas as
faixas etarias e as infestagdes pelos diferentes ectoparasitos, foi observada uma diferenga significativa nas faixas
etarias apenas na infestag@o por pulgas (p<0,05).

Com relagdo aos machos, ao analisar a infestacdo por ectoparasitos dentro das faixas-
etarias, foi observado um aumento significativo nas infestagdes concomitantes para carrapato
e pulga ocorrendo nos subadultos (p<0,05). As outras infestacdes ndo apresentaram diferenca
significativa entre filhotes, subadultos e adultos (Gréfico 2).
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Grafico 2 — Avaliacdo da relagdo entre ectoparasitos ¢ faixa etaria acometida nos machos. Dentre todas as
faixas etarias e as infestagdes pelos diferentes ectoparasitos, foi observada uma diferenga significativa entre as
faixas etarias apenas na infestagcdo concomitante por carrapatos e pulgas (p<0,05).

Ao avaliar os quatis que ndo tiveram suas fichas preenchidas e, com isso, ndo sendo
possivel colocé-los dentro das classificagdes, observou-se que 41,4% (24/58) destes animais

estavam com algum tipo de infestacdo por ectoparasitos. Dentro das coinfestagdes nenhum
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quati apresentou parasitismo para carrapato/piolho. O maior nimero de animais infestados foi
somente com pulga, atingindo 45,8% (11/24) deles, seguido por 29,7% (7/24) infestados
somente por piolhos e 12,5% (3/24) com piolho/pulga. A mesma prevaléncia de quatis 4,2%
(1/24) foi encontrada nos animais parasitados somente por carrapatos, com a coinfestagcao
carrapato/pulga e para os trés ectoparasitos concomitantemente. Esses resultados estdo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7 — Prevaléncia de animais sem identificagdo infestados por ectoparasitos. Animais capturados
durante os anos de 2007 a 2014 no Parque das Mangabeiras — Belo Horizonte.

Quatis sem identificagdo (n=58)

N° de animais infestados 41,4% (24/58)
Somente carrapato 4,2% (1/24)
Somente piolho 29,7% (7/24)
Somente pulga 45,8% (11/24)
Com 2 ectoparasitos
- Carrapato e piolho 0
- Carrapato e pulga 4,2% (1/24)
- Piolho e pulga 12,5% (3/24)
Com 3 ectoparasitos 4,2%(1/24)

5.4 Analises dos esfregacos sanguineos

Foram realizadas laminas de esfregaco sanguineo de 47,2% (102/216) dos animais
capturados. A partir dos esfregacos sanguineos, realizados durante ou apos as coletas das
amostras, foi possivel verificar a presenca de Hepatozoon procyonis. Chegou-se a esta espécie
pelo fato de as médias calculadas do tamanho e a morfologia dos gametocitos e de suas
organelas terem sido proximas aos padrdes encontrados em outros trabalhos. Os gametocitos
apresentavam um formato alongado, com uma projec¢ao citoplasmatica oposta ao nicleo, com
nucleo alongado e localizado centralmente. Foi observado que eles possuiam 11,33pum de
comprimento, 3,69um de largura, os ntcleos 4,9um de comprimento e 1,78um de largura e as
projecdes citoplasmaticas apresentaram uma média de 3,75um. Esses tamanhos se aproximam
dos tamanhos citados por Richards (1961), Schneider (1968), Clark (1973) e Rodrigues
(2007) (Figura 8). No presente trabalho os gametdcitos foram visualizados principalmente em
neutrofilos.

Também foram visualizadas microfilarias nas ldminas com as seguintes caracteristicas:
presenca de bainha, uma cauda pontiaguda e espago cefalico arredondado com os nucleos
distribuidos em forma de gancho (Figura 9). Contudo ainda ndo foi realizada uma analise

mais profunda para identificagdo desses filarideos.
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Destas laminas, 65,7% (67/102) eram de animais com fichas preenchidas e 34,3%
(35/102) de animais sem identificacdo. Avaliando o total de laminas lidas, 27,5% (28/102)

foram positivas para um dos hemoparasitos citados.

i

Figura 8 — A - Esfregaco sanguineo de N. nasua contendo gametdcitos de H. procyonis no interior de
neutrofilos. B — Medidas de largura (3,91pum) e comprimento citoplasmaticos (11,37um); C — Medidas de
largura (1,26 pm ) e comprimento do nucleo (4,50 pm); D — Medida da projecdo citoplasmatica (3,97 pm).
Aumento de 40X. . —

Figura 9 — Microfilarias observadas em lamina de esfregago sanguineo de N. nasua. A — Aumento de 100X
(Microfilarias apresentaram comprimento médio de 131,0 = 9,9 um, presenca de bainha, cauda pontiaguda e
espaco cefalico arredondado com os nucleos distribuidos em forma de gancho).

Dos animais identificados que tiveram suas laminas analisadas, 22,4% (15/67)
apresentaram microfilarias e 6,0% (4/67) H. procyonis. Foi observada uma maior prevaléncia

de microfilarias nas fémeas 29,4% (10/34) ao comparé-las aos machos 15,2% (5/33), para H.
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procyonis houve mais machos 9,1% (3/33) do que fémeas 2,9% (1/34). Contudo, ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa entre os sexos para infec¢ao por H. procyonis e

para microfilarias (p>0,05) (Grafico 3A e B).
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Grafico 3 — Avaliagdo das laminas positivas para H. procyonis ¢ microfilarias em relagdo ao sexo dos
animais. A. Avaliacdo das laminas positivas para H. procyonis ndo apresentou diferenca significativa ao
comparar o sexo dos animais. B. Laminas positivas para microfilarias, comparando machos ¢ fémeas, também
ndo houve diferenca significativa.

Analisando a relagdo entre sexo e faixa etaria, nenhum filhote, tanto de fémea quanto de
macho, apresentou parasitemia para H. procyonis. Ja para microfilaria, um filhote fémea
estava parasitado (10,0% - 1/10) e nenhum filhote macho. Em relagdo aos subadultos, os
machos apresentaram uma prevaléncia de 26,7% (4/15) para microfilarias enquanto para as
fémeas foi de 10,0% (1/10). Nao foi encontrada parasitemia para H. procyonis em fémeas
subadultas, nos machos a prevaléncia foi de 13,3% (2/15). Avaliando os quatis adultos, foram
encontrados tanto as fémeas quanto os machos apresentando infec¢do por H. procyonis e
microfilaria. As fémeas apresentaram uma prevaléncia de infeccdo de 7,1% (1/14) e os
machos de 25,0% (1/4) para H. procyonis, ja para microfilarias, a infec¢ao foi de 57,1%
(8/14) nas fémeas e de 25,0% (1/4) nos machos (Tabela 8).

Nas analises estatisticas nao houve diferenca significativa entre as faixas etarias, tanto nos
machos quanto nas fémeas, para infeccdo por H. procyonis. Ja na infec¢do por microfilarias
foi observado um aumento significativo na taxa de infeccdo das fémeas adultas com relagdo
as fémeas filhotes e subadultas (p<0,05), os machos, contudo, ndo apresentaram resultados

significativos entre as faixas etarias (Grafico 4A e B).
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Tabela 8 — Relagdo entre sexo e faixa etaria na prevaléncia de hemoparasitos nos esfregagos sanguineos de
quatis capturados entre os anos de 2007 a 2014 no Parque das Mangabeiras — Belo Horizonte.

Fémea (n=34) Macho (n=33)
H. procyonis Microfilaria H. procyonis Microfilaria
Filhote 0 10,0% (1/10) 0 0
Subadulto 0 10,0% (1/10) 13,3% (2/15) 26,7% (4/15)
Adulto 7,1% (1/14) 57,1% (8/14) 25,0% (1/4) 25,0% (1/4)
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Grafico 4 — Avaliagdo das taxas de infec¢do por H. procyonis e microfilarias dentro das faixas etarias em
cada sexo. A. Andlise das laminas positivas para H. procyonis. Nao foi observada diferenca estatistica
significativa entre as faixas etarias das fémeas e também dos machos. B. Nas analises das laminas positivas para
microfilarias foi observada uma diferenca significativa entre fémeas filhotes, subadultas e adultas (p<0,05),
contudo, os machos ndo apresentaram essa diferenga entre as faixas etarias.

Dos animais sem identificacdo, 20,0% (9/45) apresentaram infeccdo por esses
hemoparasitos. A prevaléncia de infecgdo somente por H. procyonis foi de 6,7% (3/45) e de
microfilarias foi de 11,1% (5/45). Houve um caso de coinfecgdo por estes dois hemoparasitos
(2,2% - 1/45). O animal mais parasitado foi um macho subadulto capturado em abril de 2007

e apresentou 71 microfilarias/lamina.

5.5 Avaliacao molecular de hemoparasitos

A fim de verificar a presenca de hemoparasitos nos quatis, amostras de DNA extraidas de
sangue total foram utilizadas para a realizacdio de PCR, seguido de sequenciamento
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nucleotidico das amostras que apresentaram bandas proximas ao tamanho esperado, utilizando
iniciadores especificos para cada alvo.

Da avaliagdo realizada para pesquisa de hemoparasitos dos géneros Babesia, Hepatozoon,
Anaplasma, Ehrlichia, Trypanosoma e para nematddeos (microfildrias), foram encontradas
amostras positivas utilizando os iniciadores para o filo Apicomplexa (Babesia e Hepatozoon)
78 amostras (Figura 10), especificos para 7. evansi 33 amostras e para nematodeos (ITS) 6

amostras.
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Figura 10 — Gel de agarose em que ¢é possivel observar amostras positivas para os iniciadores RIB 19/20 ¢
BabRumF/R utilizado para a pesquisa de determinados parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa. Linha 1:
Controle positivo (B. bigemina); Linhas 2, 4 a 8, 11, 12, 15, 16, 18 e 30: amostras positivas; Linhas 32 e 33:
branco da primeira e segunda reagio, respectivamente.

Das 101 amostras positivas com os iniciadores RIB 19/20 e BabRumF/R, 78 obtiveram
sucesso no sequenciamento. Dessas, 69 apresentaram identidade Hepatozoon spp, quando
comparadas com amostras depositadas no GenBank, seis com Sarcocystis neurona e trés com
B. bigemina.

Das amostras similares com o género Hepatozoon, 12 obtiveram similaridade com
Hepatozoon sp. (98-99% de identidade com amostras de sequéncia isolada de Amblyomma
americanum dos EUA- KC162913.1); sete amostras com similaridade para Hepatozoon sp.
(95 2 98% de identidade com sequéncia advinda de Dromiciops gliroides do Chile (marsupial

conhecido popularmente como colocolo - FJ719814.1) e seis amostras com similaridade para
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Hepatozoon sp. (97% de identidade de sequéncia isolada C. thous do Pantanal brasileiro
(KT881508.1).

Seis amostras que foram positivas com os iniciadores RIB 19/20 ¢ BabRumkF/R, ao
serem sequenciadas e comparadas com amostras depositadas no GenBank, apresentaram
resultados diferentes de Hepatozoon. Duas amostras demonstraram similaridade com B.
bigemina (99-100% de identidade com amostras isoladas de Boophilus annulatus da Turquia -
KP745624.1) e quatro amostras foram similares a S. neurona (99% de identidade com
amostras de guaxinins (P. lotor) - KT184371.1).

Das 33 amostras positivas para 7. evansi, todas obtiveram sucesso no sequenciamento,
sendo que sete amostras obtiveram similaridade com 7. evansi (97-99% de identidade com
sequéncia advinda de camelo da India - KR858268.1) e seis amostras com similaridade (98 —
100% de identidade de sequéncia isolada da cepa STIB 821 (KU552353.1).

Em relagdo aos resultados moleculares associados ao sexo, a faixa etdria e ao
ectoparasitismo dos quatis, a tabela 9 apresenta a relagdo de fémeas positivas para
Hepatozoon sp., T. evansi, Babesia sp. e S. neurona. Das 77 fémeas avaliadas neste estudo,
46,8% (36/77) apresentaram-se positivas para Hepatozoon sp. , T. evansi, Babesia sp., S.
neurona ou coinfec¢do para Hepatozoon sp. e T. evansi. Destas amostras, 47,2% foram de
fémeas adultas (17/36), 33,3% subadultas (12/36) e 19,4% filhotes (7/36) (Tabela 9).

A infec¢do por Hepatozoon sp. foi confirmada em 77,8% das amostras (28/36), enquanto
que 27,8% (10/36) foram positivas para 7. evansi e 2,8% (1/36) para Babesia sp. e para S.
neurona. A taxa de coinfecgdo foi de 11,1% (4/36) para Hepatozoon sp e T. evansi..

Ao avaliar a presenca da infeccdo de fémeas por Hepatozoon sp. dentro de cada faixa
etaria, foi observado que fémeas adultas apresentaram a maior taxa de infeccdo 46,4%
(13/28), seguida pela classe subadulta 32,1% (9/28), e filhote 21,4% (6/28). Em contraste,
nas analises para 7. evansi as fémeas subadultas apresentaram maior prevaléncia na infec¢ao
por esse hemoparasito 40,0% (4/10), enquanto que filhotes e adultas apresentaram 30,0%
(3/10) cada. Apenas uma fémea subadulta mostrou-se infectada por B. bigemina e uma adulta
para S. neurona. E importante ressaltar que 52,8% (19/36) das fémeas infectadas por
Hepatozoon sp. e T. evansi apresentaram algum tipo de infestagdo por ectoparasito, sendo que
todas as fémeas ectoparasitadas por carrapato foram positivas para Hepatozoon sp. (Tabela 9).

Nas andlises dos quatis machos, 59,5% (44/74) foram positivos na PCR para Hepatozoon
sp, T. evansi, Babesia sp., S. neurona ou coinfeccdo para Hepatozoon sp. e T. evansi ou T.

evansi e S. neurona. Ao avaliar a faixa etaria na qual os machos apresentaram a maior taxa de
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infeccdo, foi observado que 52,3% (23/44) eram subadultos, 27,3% (12/44) eram filhotes e
20,5% (9/44) eram adultos (Tabela 10).

Foi confirmada a infeccdo por Hepatozoon sp. em 65,9% (29/44) das amostras dos
machos, por 7. evansi em 45,5% (20/44), por S. neurona em 6,8% (3/44) e por B. bigemina
em 2,3% (1/44). A taxa de coinfec¢do foi de 20,5% (9/44), sendo que 15,9% (7/44) foram
coinfeccdo para Hepatozoon sp e T. evansi € 4,5% (2/44) foram para T. evansi e S. neurona.

Analisando as faixas etarias dos machos e a prevaléncia das infec¢des dentro de cada uma,
foi observado que os subadultos obtiveram uma maior taxa de infeccdo por Hepatozoon sp.
62,1% (18/29), seguido pelos adultos 20,7% (6/29) e pelos filhotes 17,2% (5/29). Na infecgao
por T. evansi foi observado uma inversdo na taxa de infeccdo entre filhotes e adultos, os
subadultos apresentaram maior taxa de infec¢do 45,0% (9/20), seguido pelos filhotes 35,0%
(7/20) e pelos adultos 20,0% (4/20). Nos animais infectados por S. neurona, os filhotes foram
os mais infectados, com 66,7% (2/3), seguido pelo tnico subadulto infectado 33,3% (1/3).
Apenas um macho subadulto apresentou infec¢do por B. bigemina. Avaliando os quatis
machos infectados por hemoparasitos que sao transmitidos por ectoparasitos foram

encontrados 75,0% (33/44) desses animais infestados por algum tipo de ectoparasito (Tabela

10).
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Tabela 9 - Relagdo de fémeas positivas para Hepatozoon sp., T. evansi, B. bigemina e S. neurona de acordo
com a faixa etéria e a presenca de ectoparasitos em quatis capturados entre os anos de 2007 a 2014 no Parque das
Mangabeiras — Belo Horizonte.

Fémeas
Amostras Filhote Subadulto | Adulto Ectoparasito Hepatozoon T . . B. . .
sp. evansi bigemina | neurona
B.012 X * +
B.030 X R. lutzi lutzi +
B.033 X * +
B.055 X N. pallidus +
B.061 X N. pallidus e R. +
lutzi lutzi
B.062 X * +
B.093 X N. pallidus R. +
lutzi lutzi
B.103 X Amblyomma sp. +
(larva)
B.104 X Amblyomma sp. +
(ninfa) e V.
pallidus
B.129 X Amblyomma sp. +
(ninfa) e R. lutzi
lutzi
B.132 X * +
B.133 X R. microplus, N. + +
pallidus e R. lutzi
lutzi
B.144 X Amblyomma sp. e +
R. lutzi lutzi
B.146 X N. pallidus + +
B.159 X R. lutzi lutzi +
B.160 X * + +
B.161 X * +
B.175 X * +
B.182 X * +
B.186 X * +
B.189 X * +
B.195 X Amblyomma sp. +
(ninfa)
B.196 X * +
B.197 X * +
B.198 X R. lutzi lutzi +
B.203 X * +
B.204 X * +
B.216 X * +
B.224 X * +
B.225 X C. felis felis + +
B.350 X N. pallidus +
B.402 X Amblyomma sp. e +
N. pallidus
B.957 X Rhopalopsyllus +
sp.
288622 X * +
294622 X Amblyomma sp. +
(ninfa)
295657 X Rhopalopsyllus +
sp.
TOTAL 7 (19.4%) | 12 (33.3%) (471.27%) 19/36 (52.8%) 28 (77.8%) (271;;)%) 1(2,8%) 1(2,8%)

+ = Amostras positivas para Hepatozoon sp., T. evansi, B. bigemina e S. neurona na PCR.

* = Auséncia de ectoparasito
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Tabela 10- Relagdo de machos positivos para Hepatozoon sp., T. evansi, B. bigemina e S. neurona de

acordo com a faixa etaria e a presenca de ectoparasitos em quatis capturados entre os anos de 2007 a 2014 no
Parque das Mangabeiras — Belo Horizonte.

Machos
Amostras Filhote Subadulto | Adulto Ectoparasito Hepatozoon T. evansi . B. . .
sp. bigemina | neurona
B.014 X * +
B.032 X * +
B.045 X * +
B.050 X * +
B.052 X Amblyomma sp +
(ninfa) e C. felis
felis
B.069 X N. pallidus +
B.109 X N. pallidus e C. +
felis felis
B.110 X Amblyomma sp., +
N. pallidus e R.
lutzi lutzi
B.121 X N. pallidus e R. +
lutzi lutzi
B.128 X * +
B.130 X R. microplus +
(ninfa) e R. lutzi
lutzi
B.131 X N. pallidus +
B.135 X R. lutzi lutzi +
B.137 X N. pallidus e R. +
lutzi lutzi
B.138 X N. pallidus +
B.140 X * + +
B.141 X N. pallidus e R. + +
lutzi lutzi
B.142 X * + +
B.143 X * +
B.145 X Amblyomma sp +
(ninfa) e R. lutzi
lutzi
B.148 X N. pallidus +
B.151 X * +
B.157 X * +
B.164 X R. microplus e R. +
lutzi lutzi
B.165 X * +
B.166 X N. pallidus e R. + +
lutzi lutzi
B.172 X * +
B.173 X * +
B.180 X N. pallidus + +
B.187 X * +
B.190 X C. felis felis +
B.192 X * +
B.206 X * +
B.208 X R. lutzi lutzi + +
B.209 X * + +
B.212 X N. pallidus +
B.213 X N. pallidus e R. +
lutzi lutzi
B.215 X * +
B.220 X C. felis felis +
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Continuagdo Tabela 10 Machos
Amostras Filhote Subadulto | Adulto Ectoparasito Hepatozoon T. evansi , B. , .
sp. bigemina | neurona
B.221 X * +
B.414 X N. pallidus e R. +
lutzi lutzi
B.548 X N. pallidus e R. + +
lutzi lutzi
291662 X * + +
299718 X * +
Total (27{; %) 23 (52,3%) (20’95%) 23/44 (52,3%) 29 (65,9%) ( 45?3% ) 1(2,3%) 3 (6,8%)

+ = Amostras positivas para Hepatozoon sp, T. evansi, B. bigemina e S. neurona na PCR.
* = Auséncia de ectoparasito

Foram selecionadas 15 amostras a partir de laminas positivas para microfilarias para a
PCR para nematddeos. Dessas amostras, 40,0% (6/15) foram positivas na PCR. Das seis
amostras positivas, 33,3"% (2/6) eram de machos suabadultos, 16,7% (1/6) de fémea filhote,
16,7% (1/6) de fémea subadulta e 33,3% (2/6) de fémeas adultas. No sequenciamento apenas
uma amostra de macho subadulto (B181), apresentou similaridade com Mansonella ozzardi
da Argentina - AF228561.1 (71% de identidade, porém cobrindo apenas uma pequena parte
da sequéncia) e outra (B61) apresentou similaridade com Ancylostoma caninum (99% de
identidade com amostra oriunda de um cdo dos EUA -JQ812694.1).

Com relagdo aos animais sem identifica¢do, foram encontrados os seguintes resultados
na avaliacdo molecular dos hemoparasitos: 20,7% (12/58) dos animais estavam infectados por
Hepatozoon sp., 5,2% (3/58) por T. evansi, 1,7% (1/58) por Babesia sp. e 3,4% (2/58) por S.
neurona.

Foram realizadas andlises estatisticas para os resultados das PCRs para o primer
BabRum e para 7. evansi. Avaliando todos os animais positivos para BabRum, fémeas e
machos, ndo houve associa¢do entre a porcentagem de animais infectados e o sexo (p>0,05)
(Grafico 5A). Avaliando a relacao entre o sexo e a faixa etaria, houve diferenga estatistica
significativa entre todas as faixas-etarias das fémeas e foi observado um aumento na taxa de
infec¢do de acordo com o aumento da idade do quati (p<0,05). J& nos machos foi observada
uma diferenga significativa na taxa de infec¢ao dos subadultos com relagdo as outras faixas-

etarias, que ndo apresentaram diferenca estatistica (Grafico 5B).
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Grafico 5 — Analise dos resultados obtidos na PCR para o primer BabRum. A. Comparagdo entre
machos e fémeas positivos. N2o foi observada diferenga significativa entre as amostras. B. Avaliagdo da taxa de
infec¢do entre as faixas-etarias dentro do mesmo sexo. Foi observada diferenga significativa entre as faixas-
etarias das fémeas, sendo observado um aumento na taxa de infec¢do de acordo com o aumento da idade. Nos
machos foi observado um aumento significativo na taxa de infecgdo dos subadultos. Entre os filhotes e adultos
ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05).

No resultado estatistico obtido para as PCRs para 7. evansi que avaliou a taxa de
infeccdo nas fémeas e nos machos foi observado uma correlagdo entre o sexo e a taxa de
infec¢do, sendo que os quatis machos sdo os animais mais acometidos (p<0,05) (Grafico 6A).
Avaliando as taxas de infecgdes entre as faixas-etarias dentro do mesmo sexo, ndo houve

nenhuma associacao entre os animais positivos e o sexo/faixa-etaria (p>0,05) (Grafico 6B).
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Grafico 6 — Andlise dos resultados obtidos na PCR para T. evansi. A. Ao comparar a taxa de infecg@o
entre machos e fémeas para 7. evansi, foi observado um aumento significativo no niimero de quatis machos
infectados. B. Ao comparar as taxas de infec¢des entre as faixas-etarias dentro do mesmo sexo nao foi observada
diferenca significativa entre as fémeas e entre os machos.

5.5.1 Analises moleculares de animais recapturados

Foram recapturados sete animais e foram realizadas PCRs para as amostras desses
quatis como todos das capturas. Destes animais, 57,1% (4/7) foram negativos no BabRum
nas amostras de captura e positivas nas recapturas. Um animal foi positivo em ambas as
analises (captura e recaptura). Na pesquisa para 7. evansi, 28,6% (2/7) foram negativas na

captura e se mostraram positivas na recaptura.
5.6 Analises moleculares x Esfregacos sanguineos

A analise dos resultados moleculares e dos esfregacos sanguineos mostrou que apenas
trés quatis foram positivos para Hepatozoon sp tanto no esfregaco sanguineo quanto nas
analises moleculares. Estes animais foram uma fémea adulta e dois machos subadultos. Em
relagdo as microfilarias, as amostras que foram selecionadas para PCR foram as amostras que

ja sabidamente positivas nas laminas.

5.7 Resultados negativos

As reagdes de PCR realizadas para 7. cruzi, A. platys/E. canis e Ehrlichia
granulocitica foram negativas. Também ndo foram encontrados 7. evansi nas laminas de

esfregacos sanguineos.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, muitos trabalhos em todo o mundo pesquisam a presenga de parasitos em
animais silvestres. Isso se deve pela importancia que hd nas transmissdes de patdégenos de
animais silvestres para animais domésticos e para o homem e também a transmissdo inversa,
do homem e dos animais domésticos para os animais silvestres. Sabe-se que 60% das
enfermidades infecciosas humanas sao de origem animal, tanto animais domésticos quanto
animais silvestres (OIE, 2015). A vigilancia de doengas e patdégenos em animais silvestres ¢
um componente que pode auxiliar programas de monitoramento, prevencao e controle, além
da conservacdo desses animais no meio ambiente. Esse acompanhamento pode fornecer
informagdes sobre morbidade e mortalidade de animais selvagens e detectar alteragdes nos
padrdes de ocorréncia de determinados patdgenos ao identificar precocemente surtos de
doengas, incluindo as emergentes (OIE, 2015). De acordo com a lista de agentes patogénicos
da Organizacdo Mundial de Saude Animal — OIE- (2015), a maioria destes agentes pode
infectar os animais selvagens e ser mantidos por eles por periodos variados de tempo. Como
existem muitas espécies de animais silvestres, ha riscos variados de transmissao de patdgenos
em diferentes regides ou areas. Essa transmissao dependera das espécies de animais silvestres
e domésticos presentes no local.

Associando a quantidade de animais capturados, 77 fémeas e 74 machos, com a ecologia
desses animais, pode-se inferir que o nimero de machos adultos e os resultados dos animais
desse sexo e dessa faixa etaria podem estar subestimados. Foram capturados 33 fémeas
adultas e 13 machos adultos. Os machos, quando atingem a maturidade, tendem a se afastar
do bando e a ter uma vida solitaria, aproximando-se das fémeas durante os periodos de
acasalamento. Dessa forma, talvez seja mais dificil capturar esses animais. Como podem
percorrer longas distancias, pode ser que os machos adultos sejam os mais susceptiveis a um
maior nimero e variedade de patogenos. Além disso, no ano de 2007 a 2010 as capturas
foram realizadas através de bretes, desta forma eram capturados animais de um bando de uma
s6 vez, como geralmente quem estd no bando sdo as fémeas adultas, com os subadultos e
filhotes fémeas e machos, a chance de capturar fémeas adultas € maior que de machos adultos.

Neste trabalho foi possivel descrever a presenca de ecto e hemoparasitos infectando quatis
que vivem no Parque das Mangabeiras, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Este parque esta
localizado dentro de uma zona urbana e ¢ proximo a muitas residéncias, o que permite o
contato direto com animais domésticos, com visitantes do parque e moradores dos bairros

proximos, além de o local também fazer divisa com uma area de mata protegida, facilitando o
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contato dos quatis com outros animais silvestres. H4, ainda, uma ligacdo do Parque das
Mangabeiras com outras areas de fazendas e de criagdo de animais de produgdo.

Assim como outros mamiferos silvestres, os quatis servem de hospedeiro para uma grande
diversidade de parasitos, principalmente quando ha um equilibrio entre hospedeiro-parasito.
Avaliando a infestagdo por ectoparasitos associando apenas o sexo, os machos apresentaram
uma maior taxa de parasitismo que as fémeas. Esse resultado pode estar associado ao fato de
os machos andarem distancias maiores que as fémeas. Contudo, houve diferenga significativa
somente na infestagdo dos machos subadultos na coinfestagdo por carrapato e pulga. Nas
fémeas somente a infestacdo por pulgas apresentou diferenca significativa entre as faixas-
etarias, havendo um aumento na taxa de infestagdo com o aumento da idade. Além disso, a
faixa etaria de fémeas adultas foi a que apresentou infestagao por todos os tipos de mono e
multiparasitismo, talvez seja pelo fato de terem contato com os quatis adultos machos durante
o periodo de acasalamento e também por irem atrds de comida e ao entrarem em contato com
uma presa infestada, esses parasitos podem passar para a fémea, além disso, as fémeas sao
altamente gregarias, facilitando o transito de ectoparasitos entre elas.

Carrapatos pertencentes a géneros e espécies variadas ja foram descritos parasitando
quatis do Brasil. Dentre esses ectoparasitos ja foram descritos 4. ovale (Koch, 1844), A.
cajennense (Fabricius, 1787) e A. parvum (Aragao, 1908) (Aragdo e Fonseca, 1961;
Figueiredo et al., 1999). Em um trabalho realizado por Rodrigues (2006), as ninfas coletadas
que sofreram muda foram identificadas como A. cajennense. No presente trabalho, a maioria
dos carrapatos encontrados sdo do género Amlyomma 94,4% (34/36) e em dois desses
parasitos foi possivel chegar em espécie, 4. ovale e A. sculptum. Como o género Amblyomma
tem como caracteristica ser trioxénico, ele necessita de trés hospedeiros para realizar suas
mudas, desta forma, apresentam baixa especificidade parasitaria, principalmente durante os
instares imaturos (Labruna, 2000). Essa caracteristica faz com que seja um carrapato de
grande importancia na transmissao de patogenos, pois facilita o intercdmbio de agentes entre
diferentes espécies de animais, inclusive o homem. Nao ¢ comum a espécie 4. ovale parasitar
quatis, mas ja foi descrita a presenga em quatis que tiveram amostras coletadas no CETAS da
Universidade Federal de Vigosa (Maia, 2012). Amblyomma sculptum tem seus hospedeiros
preferenciais quando adultos, o cavalo, a capivara e anta, contudo, quando nas fases imaturas
podem variar bastante os hospedeiros, inclusive parasitar o homem.

Além dos carrapatos pertencentes ao género Amblyomma, também foram encontrados

dois carrapatos pertencentes a espécie R. microplus, a qual ¢ comumente encontrada em
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ruminantes, principalmente em bovinos, podendo ser encontrados em equinos criados com
bovinos (Labruna et al., 2001). Esse carrapato € o vetor da B. bigemina, contudo ele nao foi
encontrado em quatis que foram positivos para Babesia, mas como ele foi encontrado
parasitando um quati, percebe-se que esta presente no parque das Mangabeiras. Ja foi descrita
a presenca desse carrapato em veado campeiro (Ozotoceros bezoarticus) (Massard & Fonseca,
2004) e em varias outras espécies silvestres encontradas no Pantanal, como, cachorro-do-mato
(C. thous), lobo-guara (C. brachyurus), jaguar (Pantera onca) e cachorro-vinagre (Speothos
venaticus), sendo os cervideos os mais acometidos (Pereira et al., 2000; Labruna et al., 2005).
Além disso, ha registros proximos ao parque das Mangabeiras de locais com bovinos e
equinos, regides que fazem divisa com a area de mata preservada. Como os quatis,
principalmente os machos, sdo animais que podem andar longas distancias, podem chegar
bem proximos a locais onde esses animais domésticos estdo presentes € ao retornarem para
seu local de origem levam consigo esses parasitos. Além de serem vetores de patdgenos, os
carrapatos causam prurido nos locais em que se alimentam e em uma infestacdo intensa
podem causar anemia. Sabe-se que o género Amblyomma ¢é de grande importancia no ciclo de
alguns hemoparasitos, pois como esse carrapato necessita de mais de um hospedeiro durante
seu ciclo de vida, facilita a transmissdo de hemoparasitos. Além disso, Amblyomma possui
ampla distribuigdo geografica (Massard e Fonseca, 2004).

Em um estudo realizado em uma floresta urbana em Juiz de Fora, Minas Gerais, foram
encontrados piolhos pertencentes a espécie Neotrichodectes pallidus em 52,6% dos quatis. No
presente estudo, foram coletados 61 piolhos e todos pertencentes a espécie N. pallidus,
assemelhando com trabalhos que também demonstraram a presenca de piolhos em N. nasua.
No Maranhao foram encontrados piolhos em 100% (8/8) dos quatis avaliados, nesse estudo a
espécie encontrada foi 7. canis (Figueiredo, et al. 2010). Os piolhos podem levar o hospedeiro
a um desconforto pelo prurido, atrapalhando para se alimentar e para repousar, € ao se
cocarem, em arvores, pedras, acabam danificando seus pelos, tornando-os quebradigos e
opacos (Freitas, 1978).

Ap6s a identificagdo das pulgas, foram encontradas duas espécies diferentes parasitando
os quatis do parque das Mangabeiras. As pulgas podem causar acdes irritativas, que podem
levar a pruridos intensos, podem causar agdes espoliadoras e quando hd uma infestagdo
grande em seus hospedeiros, podem torna-los anémicos. Além disso, podem atuar como
vetoras ou hospedeiras intermedidrias de patdégenos (Linardi, 2011). Detectou-se parasitismo

por R. lutzi lutzi e C. felis felis. A pulga R. lutzi lutzi foi a de maior prevaléncia entre os

48



quatis, chegando a 85,9%. Provavelmente foi a mais encontrada por parasitar diversos animais
silvestres brasileiros, inclusive os quatis. Infestacdes por este parasito ja foram descritas em
varios hospedeiros silvestres além dos quatis, como nas ordens Marsupialia, Edentata,
Rodentia e Carnivora, em alguns hospedeiros como rato-do-chdo (Akodon serrensis), tatu
(Dasypus novemcintus), gambas (Didelphis albiventris), cachorro-do-mato (C. thous),
jaguatirica (Leopardus pardalis), entre outros (Linardi, 1985; Barros-Battesti & Arzua, 1997),
além de poderem ser encontradas livres em ninhos de quatis. Um aspecto importante em
relagdo ao parasitismo por essa pulga € que ele esta associado a habitos predatorios dos
carnivoros que acabam disseminando esse parasito (Linardi & Guimaraes, 2000). Como o
quati se alimenta de pequenos vertebrados, isso pode estar facilitando a infestacdo por essa
espécie de pulicideo nesses animais. Em um trabalho mais recente (Rodrigues et al., 2006) foi
descrita a presenga de R. lutzi lutzi em quatis de um parque urbano, mata do Morro do
Imperador, na cidade de Juiz de Fora.

A espécie C. felis felis apresentou uma prevaléncia de 14,0% nos quatis deste trabalho.
Tanto Linardi & Guimaraes (2000) quanto Rodrigues (2006) descreveram a presenca deste
pulicideo parasitando quatis. Também foi descrita esta espécie de pulga em N. nasua em um
trabalho realizado no estado do Maranhdo (Figueiredo, et al. 2010). Como sdo pulgas
comumente encontradas parasitando caes e gatos, € possivel justificar a presenca desses
ectoparasitos nos quatis desse trabalho. Pois como os quatis do parque das Mangabeiras
acabam tendo um contato direto com os cdes das residéncias proximas e com os cdes que
adentram o parque, aumentam as chances de parasitos que acometem os animais domésticos
parasitarem os quatis e vice-versa, destacando a importancia do transito de patdgenos entre
espécies domésticas e silvestres.

Em relag¢do aos hemoparasitos foi diagnosticado Hepatozoon, Babesia sp., S. neurona,
T. evansi e microfilarias. Nos esfregacos sanguineos foram visualizadas microfildrias e foram
obtidas seis PCRs positivas, sendo que no sequenciamento uma amostra apresentou certa
similaridade com M. ozzardi. Essa pequena quantidade de amostra que apresentou identidade
com amostras depositadas no Genbank deve-se a pequena quantidade de DNA obtidas apos a
purificacdo das amostras. A baixa concentracdo de DNA pode ser pelo fato de ser um parasito
que passa apenas uma pequena parte de seu ciclo no sangue de seu hospedeiro. Alguns
trabalhos tem demostrado a presenca de microfilarias em quatis. Na Argentina o quati ja foi
descrito como hospedeiro silvestre de D. immitis (Vezzani et al.,2006), na Guiana Francesa

como hospedeiro de Brugia guyanensis (Orihel et al., 1964) e, no Brasil, j& foram encontrados
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em quatis D. repens, D. incrassata, D. immitis, Acanthocheilonema reconditum, Mansonella
sp., Brugia sp. e duas espécies ndo determinadas (Vieira et al., 2008; Moraes, 2016). De
acordo com Olifiers et al. (2015), ainda ndo ¢ sabido quais sdo os impactos desses filarideos
em espécies silvestres. No presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre o nimero
de fémeas e machos infectados com microfilarias, contudo, foi observado um aumento
significativo na taxa de fémeas adultas parasitadas. Além disso, ndo foi possivel classificar os
parasitos encontrados nas laminas. Estudo posterior serd realizado para a identificacdo e
classificagdo morfoldgica com o auxilio de chaves taxondmicas.

Além das microfilarias foram observados nos esfregacos sanguineos parasitos do
género Hepatozoon. Foram encontrados em laminas de fémeas e machos, contudo, ndo houve
diferenga significativa nas taxas de infeccdo entre os sexos e entre as faixas etarias do mesmo
sexo. Pertencente ao filo Apicomplexa, Hepatozoon ¢ um hemoparasito que ja foi descrito em
alguns grupos de vertebrados, animais domésticos e silvestres, e em grupos de invertebrados
hematofagos (Smith, 1996). Esse género de hemoparasito vem sendo bastante descrito em
caes domésticos, sendo no Brasil a principal espécie H. canis (O’Dwyer, 2011). No Brasil ja
foi encontrado Hepatozoon sp. em jaguatirica (L. pardalis), no Mato Grosso do Sul (Braz &
Umeda, 2015), Hepatozoon sp. em cachorro-do-mato (C. thous) em Minas Gerais. Também ja
foi descrito Hepatozoon sp. em carrapatos coletados de cobras na Tailandia. Essa questao de
parasitar répteis, como cobras, lagartos e outros pequenos vertebrados ¢ importante, pois eles
podem atuar como hospedeiro paraténico tendo em seus tecidos a forma infectante quiescente
e, ao serem ingeridos por um hospedeiro intermediério, transmitem a eles o Hepatozoon sp
(Viana et al., 2012; Pereira et al., 2014). A infeccao por esse patdogeno da-se pela ingestao do
hospedeiro definitivo, que € o carrapato, contendo oocistos maduros em sua hemocele
(Almosny, 2002; Dantas-Torres. 2008). No Brasil, as espécies de carrapatos associadas a
transmissdo de H. canis sdo R. sanguineus, A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum (O’Dwyer
et al., 2001, Forlano et al., 2005; Rubini et al., 2008). Alguns géneros como Amblyomma,
Ixodes, Rhipicephalus, Dermacentor e Haemaphysalis servem de vetores para Hepatozoon
spp. (Otranto e Wall, 2008). E importante ressaltar que a maior parte dos carrapatos
encontrados nos quatis desse trabalho pertence ao género Amblyomma.

A primeira descricdo em animais pertencentes a familia Procyonidae foi na América do
Norte em animais conhecidos popularmente como guaxinins (Procyon lotor). Foi entdo
denominada a nova espécie Hepatozoon procyonis que infecta procionideos (Richards, 1961).

A partir dai, novos registros foram feitos desta nova espécie. Como os procinideos apresentam
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uma ampla distribui¢do nas Américas, desde os Estados Unidos até o Brasil, Schneider (1968)
descreveu H. procyonis em P. cancrivorus no Panamd, nos Estados Unidos esse parasito foi
encontrado em P. lotor (Clark et al., 1973, Schaffer et al., 1978 e Hanion et al., 1989) e no
Brasil o primeiro relato de H. procyonis foi feito por Massard & Massard (1978) em P.
cancrivorus.

Atualmente, outros trabalhos realizados no Brasil com procionideos também
demonstraram a presenca deste hemoparasito. Rodrigues (2007) caracterizou os gametdcitos
de H. procyonis em laminas de esfregago sanguineo coradas com Giemsa de mao-pelada (P.
cancrivorus) do zoologico de Campo dos Goitacazes e de quatis capturados em uma floresta
urbana. No presente trabalho, foi possivel identificar os gametdcitos de H. procyonis em
laminas de esfregaco sanguineo coradas com pandtico. Os gametocitos apresentaram as
caracteristicas da espécie descrita por Richards (1961), uma aparéncia alongada, com uma
projecdo citoplasmatica alongada oposta a regido nuclear. As médias calculadas do tamanho
dos gametocitos e de suas organelas foram proximas aos padrdes encontrados nos trabalhos de
Richards (1961), Schneider (1968), Clark (1973) e Rodrigues (2006a). As ldminas ndo
estavam muito boas para visualizagdo, pois j4 haviam sido coradas desde as primeiras
capturas dos quatis, em 2007, mas foi possivel visualizar e caracterizar os gametocitos
encontrados.

Neste trabalho os gametdcitos foram visualizados principalmente em neutrofilos, como foi
descrito por Rodrigues et al. (2007) em quatis e nos mao-pelada, raramente sendo observados
em monocitos. Em contrapartida, Richards (1961) e Schneider (1968) descreveram somente
em monocitos de guaxinins € mao-pelada, enquanto Clark (1973), em guaxinins, encontrou
monocitos parasitados e raramente neutrofilos estavam infectados.

Nos testes moleculares, 33,0% (69/209) dos quatis foram positivos para Hepatozoon sp.,
sendo que houve mais machos positivos que fémeas. Essa maior positividade dos machos
pode ser pelo fato de serem animais que, ao atingirem a idade adulta, tendem a se dispersar do
grupo e viver sO, percorrendo longos caminhos, aproximando dos bandos somente durante o
periodo de acasalamento (Goomper, 1997). Um exemplo das andangas desses animais ¢ de
um quati que havia sido capturado no Parque das Mangabeiras e, posteriormente, foi
capturado no Parque Estadual Serra da Piedade, Caeté/MG, apresentando uma distancia entre
essas localidades de 60Km em linha reta (Lima, 2013). Nas anélises realizadas no GenBank,

ndo foi encontrada nenhuma similaridade com a espécie H. procyonis, em todas as amostras
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chegou-se ao resultado Hepatozoon sp.. Ao procurar amostras no GenBank observou-se que
nao ha amostra depositada no GenBank para H. procyonis.

Foram detectados, também nos testes moleculares, animais positivos para a espécie 7.
evansi. Estes pertencem a familia Trypanosomatidae. E considerado um importante
hemoparasito por causar em equinos uma patologia conhecida popularmente como “mal das
cadeiras”, além de causar doencas significativas em animais, como por exemplo, em caes e
bovinos, que vivem em areas de clima tropical, como a Africa ¢ a América Latina (Lun &
Desser, 1995; De La Rue, 2000; Colpo et al., 2005; Silva et al., 2007). Nas Américas este
parasito pode ser mantido ndo sé pelos equinos, mas também por outros animais domésticos,
como bovinos, caes, ¢ por animais silvestres, como capivaras, morcegos e quatis (Shaw, 1977;
Nunes, 1993 e Herrera, 2004). A transmissao de 7. evansi da-se por transmissao mecanica, ou
seja, o vetor, como Stomoxys sp. e tabanideos ao se alimentar de um animal infectado ingere
tripomastigotas juntamente com o sangue, essas formas permanecem na regido bucal dos
vetores, que ao se alimentarem novamente em outro animal, inoculando essas mesmas formas
do parasito na corrente sanguinea do hospedeiro. Como o parque ¢ uma area com grande
diversidade de fauna, e como no Brasil s3o comuns os insetos vetores desses parasitos,
provavelmente no parque ha insetos que podem estar transmitindo esse parasito para os
animais susceptiveis, principalmente Tabanus e Stomoxys. Além dos insetos, ainda ha os
morcegos (Desmodus rotundus) que também podem participar da transmissao do 7. evansi € a
transmissdo iatrogénica que pode ocorrer ao utilizar materiais contaminados de um animal
infectado em outro ndo infectado, por exemplo, agulhas.

Animais silvestres como capivaras, quatis, pequenos roedores, bufalos, marsupiais,
morcegos ¢ tatus ja foram registrados infectados com 7. evansi no Pantanal (Franke et al,
1994 e Herrera et al., 2004). Minas Gerais ndo ¢ area endémica para 7. evansi, contudo em
2010 houve um registro de ocorréncia de 7. evansi em equinos de uma fazenda na cidade de
Itabira. Os animais foram avaliados e houve dois cavalos positivos na PCR (Nunes et
al.,2012). Esta € a primeira descri¢do de 7. evansi em quatis de vida livre em Minas Gerais.
Foram encontrados 15,8% (33/209) de animais positivos utilizando a semi-nested PCR para a
deteccao.

Uma questdo relacionada ao comportamento dos quatis € o fato de serem espécies
gregarias e por sempre haver brigas entre esses animais, podendo ser entre animais infectados
e ndo infectados. Desta forma, a infec¢do oral torna-se importante devido as mordeduras,

mantendo a infeccdo cronica dentro do grupo social (Herrera et al., 2004). Dos quatis
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positivos para T. evansi, 6,6% (10/151) eram fémeas e 13,2% (20/151) machos, representando
um aumento significativo na taxa de infeccdo dos machos. Diferente do encontrado por
Magalhaes-Matos (2016) no qual a porcentagem de fémeas positivas foi maior que os
machos. As formas tripomastigotas de 7. evansi ndo foram observadas nos esfregacos
sanguineos examinados. A positividade na PCR e a n3o deteccdo de tripomastigotas nos
esfregacos sugere que esses animais podem ser reservatdrios cronicos desse agente etiologico
(Magalhaes-Matos, 2016). No Brasil, o 7. evansi afeta principalmente o equino, mas o quati
pode atuar como reservatorio, pois ele pode manter esse parasito no ambiente em que vive
(Nunes e Oshiro, 1990).

De acordo com Silva (1997) e Herrera (2002), quando quatis possuem alta parasitemia
de T. evansi apresentam anemia macrocitica normocromica que com o tempo pode se
transformar em anemia normocitica normocromica. Porém, nao foi possivel afirmar qual era
o perfil hematologico dos quatis deste experimento por ndo terem sido realizadas analises. Em
2012 foi realizado um trabalho que avaliou o perfil hematologico de alguns espécimes de
quatis do Parque das Mangabeiras pertencentes ao presente estudo. Foram avaliados 31
animais, e, baseado na média dos valores obtidos pelos hemogramas, tanto os machos quanto
as fémeas mostraram valores dentro da normalidade, ndo apresentando algum indicio de
anemia (Lima, 2013). Em estudos realizados anteriormente, foi demonstrado que quatis
infectados experimentalmente por 7. evansi apresentaram sinais clinicos da doenga causada
por este parasito. Foram observados sinais como depressdo, letargia, fraqueza e mucosas
hipocoradas (Herrera et al., 2001). Quatis experimentalmente infectados e em fase cronica
apresentaram anemia severa, alteragdes nos exames bioquimicos, miocardites e encefalites
(Herrera et al., 2002). De acordo com o observado nas fichas preenchidas, 3,9% (6/151) dos
animais avaliados apresentaram alteragdes ao exame clinico, como por exemplo, pelos
opacos, mucosas hipocoradas, escoriagdes em algumas patas, algumas regides com alopecia,
linfonodos aumentados, algumas feridas ou cicatrizes em regides determinadas do corpo e
desidratacao. Contudo, esses sinais clinicos ndo sao patognomodnicos ¢ podem ser causados
por outras patologias. Talvez ndo tenham sido encontrados quatis com sinais clinicos mais
especificos de infeccdo por 7. evansi pelo fato de os animais com infeccdo ativa poderem
ficar mais letargicos e apaticos e ndo andarem com o bando e nem chegarem em armadilhas
em busca de alimentos. Pode ser por isso também que nao foram visualizados tripomastigotas

nas laminas desses animais, por ndo terem sido pegos animais em fase aguda.
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Apos os sequenciamentos das amostras positivas na PCR, além da identificacdo dos
parasitos Hepatozoon e T. evansi, foram identificados B. bigemina e S. neurona. Babesia
bigemina pertence ao filo Apicomplexa e a ordem Piroplasmida. Esse parasito ¢ considerado
uma grande espécie de Babesia por apresentar uma forma larga e irregular e permanecer em
um angulo agudo no interior da hemadcia parasitada (Mahoney, 1973). Os hospedeiros
comumente acometidos sdo os bovinos e ela ¢ transmitida por ninfas e adultos do carrapato R.
microplus. E importante ressaltar que esta foi uma das espécies de carrapatos encontradas
parasitando os quatis deste trabalho. Nos bovinos, B. bigemina pode levar o animal a um
quadro de anemia progressiva, palidez de mucosas, hemoglobintria, febre e inapeténcia
(Souza et al., 2000), fatores que levam a uma grande perda para os produtores. Existem
vérios trabalhos que descreveram a presenca de Babesia em animais silvestres. Na Africa do
Sul foi realizado o diagnostico molecular de B. canis rossi em caes silvestres (Matjila et al.,
2008). Alguns estudos realizados no Brasil demonstraram a infecgdo também por uma espécie
de Babesia proxima de B. bigemina em uma raposa do mato (Lycalopex vetulus) (Martins et
al., 2006) e em graxaim-do-mato (C. thous) (Ruas, et al., 2003). A espécie encontrada nesse
trabalho acometendo quatis aproximou-se com sequéncias de B. bigemina depositadas no
GenBank. Contudo, nio ¢ comum encontrar esse parasito acometendo carnivoros. E
importante ressaltar que o primer utilizado para a deteccao de parasitos do filo Apicomplexa
tem como alvo a regido 18S do DNA, essa ¢ uma regido muito estavel, grande e que se
mantém praticamente em todos os organismos proximos. Assim, ¢ importante realizar uma
busca mais especifica nesses animais que deram positivos para essa espécie de Babesia,
utilizar primers mais especificos para poder confirmar o resultado. Por isso, neste presente
estudo, os animais positivos para B. bigemina foram considerados positivos para Babesia sp..

Sarcocystis neurona ¢ um protozoario que causa mieloencefalite protozodria equina
(EPM), levando a sérias alteragdes neurologicas em cavalos nas Américas. E sabido que os
gambads sdo os hospedeiros definitivos desse parasito, tanto na América do Norte quanto na do
Sul e varias espécies animais podem ser hospedeiros intermediarios. Contudo, € necessaria a
formagdo de cistos teciduais contendo bradizoitos para completar o ciclo de vida do parasito
no hospedeiro intermediario. No cavalo observam-se apenas esquizontes e ¢ a espécie animal
até agora conhecida que apresenta sinais clinicos pela infec¢do. Nas outras espécies que
realmente atuam como hospedeiros intermediarios sdo observados cistos teciduais maduros.
Os gambads excretam oocistos, com dois esporocistos em seu interior, com quatro esporozoitos

em cada um, ao alimentarem-se de hospedeiros intermedidrios como os felinos, guaxinins,
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tatus entre outras espécies (Tanhauser et al., 2001, Dubey et al., 2001a, 2001b, 2001c; Dubey
etal., 2015).

Foram encontrados apenas quatro quatis positivos para S. neurona neste trabalho.
Sabe-se que no parque das Mangabeiras sdo encontrados gambas que, como demonstrado
anteriormente, sdo os hospedeiros definitivos deste parasito. Como o parque possui uma
grande diversidade de vertebrados, isso mostra que o ciclo deste parasito pode estar presente
no parque acometendo ndo s6 os quatis como outros animais. E importante ressaltar o que ja
foi discutido com relagdo ao resultado de B. bigemina, os primers utilizados tem como alvo
uma regido grande e bastante estavel em organismos proximos, isso faz com que sejam
necessarios estudos mais profundos para a presenga de S. neurona infectando os quatis do
parque das Mangabeiras. Além disso, utilizando primers mais especificos pode até obter mais
resultados obtidos do que deste trabalho.

Tanto esse resultado para S. meurona, quanto para os outros resultados obtidos,
demonstram a necessidade de mais estudos com os animais que estdo presentes no parque €
estudos no ambiente em que esses animais vivem.

Em relagdo aos resultados negativos, nenhum patégeno com potencial zoondtico foi
detectado nos quatis, como nas PCRs em que foram utilizados primers para Ehrlichia
granulocitica, que detecta A. phagocytophilum e nos primers para T. cruzi. Sao importantes
hemoparasitos, pois podem acometer também os animais domésticos € o homem.

Mas ¢ importante que prossigam os estudos no parque das Mangabeiras, tanto com 0s
animais quanto com os insetos e artropodes vetores presentes no parque para que haja um
melhor monitoramento dos animais silvestres e dos patdgenos que podem estar parasitando

esses animais.
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7. CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado foi descrito a presenca de ecto e hemoparasitos
acomentendo os quatis do Parque das Mangabeiras. Das espécies de ectoparasitos encontradas
foram descritos os carrapatos (Admblyomma sp., A. ovale, A. sculptum e Rhipicephalus
microplus), o piolho (Neotrichodectes pallidus) e as pulgas (Rhpallopsyllus lutzi lutzi e
Ctenocephalides felis felis). Foi encontrada a presenca dos hemoparasitos Hepatozoon sp.,
Babesia sp., S. neurona, T. evansi e microfilarias.

E importante ressaltar a presenca de carrapatos vetores de hemoparasitos que foram
encontrados infectando os quatis, como, por exemplo, o 4. ovale € 0 A. sculptum, que fazem
parte do ciclo de transmissdao do Hepatozoon. As espécies de carrapatos encontradas também
podem participar do ciclo da Babesia.

Belo Horizonte ndo ¢ area endémica para 7. evansi, parasito de grande importancia
para animais domésticos, principalmente, o equino. Esta ¢ a primeira descri¢do deste parasito
em quatis de Minas Gerais.

Os resultados encontrados para microfildrias, para espécie S. neurona e o género
Babesia, precisam ser estudados mais a fundo para confirmar suas classificagdes.

Apesar de encontrados todos esses ecto e hemoparasitos parasitando os quatis, a
maioria dos animais foi encontrada apresentando boas condigdes corporais ao exame clinico.

Deve-se ressaltar que os parasitos encontrados podem acometer os animais
domeésticos. Assim, deve-se continuar avaliando outros animais que habitam o parque, além
dos animais domésticos € os moradores que vivem no entorno do parque e estudar os insetos e

artropodes que sdo vetores de patdgenos que também estdo presentes na regido.
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ANEXO -1

Projeto Quatis

Protocolo de Capturan®____
Preenchido porz_Jh | [ '

Nome: ] s fncer,
Chip (etiiets) COLAR AQUT

4. Monitor: to: (responsivel: =5 - )

Tempo total de i gassen 1950

Temperatura retal: J3°C

Auscutagho cardiaca: () regular () Imegular Obs.: OO Bl [ aupum

Auscutagio pulmonar: () regular ()1 Obs:_ S0 Pet foretosn

5. Marcagiio (msponsével;;nm_rlm‘gm_)

Microchip: (4 sim Mnﬁo watle
Brinco: () sim  n"_{J& ) niio

Equipe:

gg::j:s #) Simone () Jilia ()Rogério () Paula ()Lara BjWander () Turi

6. Coleta de sangue (responsavel:_Dimpen )

2mL EDTA (Jalia) A

1 mL DNA (Bérbara) eppendorf com dlcool 70%_x
1| mL EDTA (Jilia) para Hemograma/x)

3 mL soro (Simone)X_

1. Captura em lma:‘lilh (resp 1 )] 2mL (Paula e Tuni) X

Data:8/10/08 Loml:mwjum_mn ——

Hora: |4 24 Porito em GPS:___ 1 avel_B £ peepect )
Coleta de fezes (Dicromato de Potissio). ()sim () nlo Obs. - Eefrearaco sanguines (responsivel

lea Povompy Aoniien! ' BySim () Nio

Estado Geral: ¥)Bom ()Regular ()Ruim Obs; 8. Sexo |:_Simone )

Atividade:  § Ativo () Calmo () Excitad

Comportamento; () Alerta ﬂApaumwo (}Dq:nmdu () Agressivo () Assustado
() Outros__.

Gesponsivel:_Nodip, )

Temperatura ambiental: __ °C

Lua: ()Cheia ()}Mova ()Crescente ()Minguante

Tempo: {4 Sol ()Nublado ()Parcialmente nublado () Chuva fina () Chuva forte
Vento: ()Pamdo {{Brisa ()Médio ()Fone

(responsivel: )]

2. Colocagio de j Joman sobre a armadilha e contengdia fisica (émbolo)
(responsavel:
3.Ce A ( Svel:

Drogas administradas
Zoletil 100 Dose: ¢ [y Volnme: mL Via:_Tm Hor: |4 : 26
_&&Zil.—m.,_ ume

mLV 1ed Hora: 500

() Macho () Fémea

9. Dentigii dvel: L lorcler )

Férmula: 3/3, ifl 474, 212 =40

Dentes: () leite { ) definitivos () em troca

n° dentes arcada superior ) _ inferior__iH 20

Desgaste dentirio:

Incisivos: { ) poucd ou nenhum  §) médio () muite () nio se aplica
Caninos: { ) pouco ou nenhumn () médio () muite () ndio se aplica

. Molases e pré-molares: (4 pouco ou nenhum () médio () muito ( ) nfio se aplica

Comprimento do canino superior; 0.4 ¢m (paguimetre) — canino inferior; cm
Comprimento 4° molar; G4iem (paguimetro) Supcrior 4% enolar infarior: 045 cn,

lu-r a1'- pi Antiv (1 p |: !fa ;dfz ]
Distincia entre a uretra ¢ o dnus: f 7_em
Mamas: .
Nibmero; & o Gebosasait
Coloragiio: ¢ Clara () Escura () Nio se aplica
Presenga de leite; () Sim (§ Nio () Nio se aplica
Vagina:
Coloragiio: ) Clara () Escura () Niio se aplica
Rompida: () Sim (¥Nio () Nioseaplica
Cio: () Sim (9 Nio () Nio seaplica
Formato:, 522
Sinais de gestacdio
()8im (Y Nio ()Nioseaplica {)Em gestagio
() recente () Gestaglio ndo recente
Bolsa escrotal
Coloragio! () Clara () Escura () Nao se aplica
Externo: ( ) sim { ) ndo
* 1= duro, 2= normal, 3= flicido

** V= C x L' % 0,524; onde V= volume testicular (cm’), C= i icular (cm) &

L= largura testicular (cm).

IELLE ]

Coloragio:

() Claros/brancos () Pouco amarelade () Muito amarelo

Obs:
13. Caleta de Ectoparasitos em dlcool 70% (Jilia) () Sim () Nio
(Mp@nsﬁwi i ﬁ o )

14. Exame Clinico (responsivel:_ Sedssgens )
Pele, pélos, hidrataglio: () regular () Iegular Obs.:
@) regular () Irregular Obs.:
Cavidade oral: () regular () Irregular Obs.:
Narinas: () regular ()i lar Obs.:
Olhos: @) regular ( ) irregular Obs.:
Orelhas: {4 regular ( ) irregular Obs.:
Linfonodos: (9 regular () irregular Obs.:
Palpagio abdominal: (3 regular { ) imegular Obs.;
Marcas aparentes?; Qslm(}nﬂo
Qual (is)? K?r'nu Chtn
Qutros;

|Péms

|11, Classe etiria (responsivel A/ﬁ'\’—k& )

15. Patas (responsivel: &{ea{ﬁr_ ]

Pigmentagio das almofadas: @) Total () Média () Pouca
Estado das almofadas Beoter

l.mpmsﬁedaspnm e:;s.m ()uao wmﬂmzm

|
i( ) lnlhme @ Jovem ()Sub-adulto ()Adulte () Adulto idoso

12. Biometria (responsivel:_vead -, ]

Massa Corpérea (peso em kg): £, @ kg Comprimento da cabega: /%, fem
Circunferéncin da cabega: (9, e Tamanho da orelha: 2. em
Lamura da omum 7.6 em Distincis entre o8 o!lw-&im

op {7eem Ci do thrax: 2 3.0cm
Cnmpnmemn do mnm_i&an Comprimento da cauda:_ ¢cem
Comprimento total; 7.2 ecm
Comprimento méximo da pata anterior DIREITA com unha»/'%5 cm
Comprimento miximo da pata anterior DIREITA sem unha:2d pem
Alwra escapular, 72 em Largura mixima da pata anterior DIREITA: /4. 90 em
Comprimento méximo da pata posterior DIREITA com unha: % 2cm
Comprimento méximo da pata posterior DIREITA sem unha: 222 cm
Largura mixirma da pata posterior DIRETTA: /% em

Anexo 1- Ficha Protocolo de captura Projeto Quatis. Ficha em que eram feitas as anotagdes referentes ao

quati capturado.
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