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RESUMO

O trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de Hepatozoon spp.,
piroplasmas e hemoplasmas em felideos neotropicais nascidos em vida livre.
Amostras sanguineas foram colhidas de 11 Leopardus pardalis, 10 Leopardus
tigrinus, oito Puma yagouaroundi, um Leopardus wiedii e um Puma concolor,
provenientes dos Estados do Par4, Maranhdo, Piaui, Ceard e Minas Gerais.
Esfregacos sanguineos foram realizados para observacdo dos hemoparasitas e a
extracdo de DNA foi feita para utilizacdo em técnicas moleculares. Hepatozoon
spp. e piroplasmas foram diagnosticados pela Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) e hemoplasmas felinos foram pesquisados pela PCR- RFLP e “Nested”-
PCR. A caracterizacdo molecular dos isolados obtidos foi feita apés o
sequenciamento e a analise filogenética. A ocorréncia de pelo menos um
hemoparasita diagnosticado pela técnica do esfregaco sanguineo foi de 6,45%
(2/31) e pela PCR foi de 45,16% (14/31), sendo observadas, 16,12% (5/31), 3,22%
(1/31) e 38,70% (12/31) de infec¢cdes por Hepatozoon sp., Cytauxzoon felis e
hemoplasmas (das espécies Mycoplasma haemofelis e/ou ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’), respectivamente. Foram encontradas infecgdes
Unicas e mistas nos felideos. O diagnoéstico positivo foi maior nos adultos (92,85%)
(p=0,007) e na espécie L. pardalis (57,14% - 8/14). A deteccdo de C. felis em
exemplar juvenil de P. concolor, recém capturado na natureza, indica sua
presenca na populacdo de felideos neotropicais de vida livre no Brasil. A
caracterizacdo molecular de Hepatozoon sp. em felideos neotropicais e os relatos
das infeccOes por este hemoparasita em L. tigrinus e por M. haemofelis e

‘Candidatus M. haemominutum’ em P. yagouaroundi s&o inéditos no mundo.

Palavras-chave: Cytauxzoon felis; Felideos silvestres; Hemoparasitas;
Micoplasmas hemotrépicos; PCR
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the occurrence of Hepatozoon spp.,
piroplasms and hemoplasms in wild caught neotropical felids. Blood samples were
drawn from 11 Leopardus pardalis, 10 Leopardus tigrinus, eight Puma
yagouaroundi, one Leopardus wiedii and one Puma concolor coming from the
States of Para, Maranhdo, Piaui, Ceard and Minas Gerais. Blood smears were
evaluated for parasites and DNA was extracted for molecular techniques.
Hepatozoon spp. and piroplasms were diagnosed by Polymerase Chain Reaction
(PCR) and feline hemoplasms were examined by both RFLP-PCR and Nested-
PCR. Molecular characterization of the isolates obtained was performed after
sequencing and phylogenetic analyses. The occurrence of at least one
hemoparasite diagnosed by blood smear technique was 6.45% (2/31) and by PCR
was 45.16% (14/31). Infections of Hepatozoon sp., Cytauxzoon felis and feline
hemoplasms (from species Mycoplasma haemofelis and/or ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’) were observed, respectively, in 16.12% (5/31),
3.22% (1/31) and 38.70% (12/31) from the total of animals studied. Infections and
co-infections were found among felids. The positive diagnosis were higher in adults
(92.85%) (p= 0,007) and in L. pardalis (57.14% - 8/14). The detection of C. felis in
a juvenile, recently wild caught P. concolor, indicates the presence of this
piroplasm in the wild felid population of Brazil. The molecular characterization of
Hepatozoon sp. in neotropical felids and the report of this hemoparasite infection in
L. tigrinus as well as the report of M. haemofelis and ‘Candidatus M.

haemominutum’ in P. yagouaroundi are novelties in the world.

Key words: Cytauxzoon felis; Feline hemotropic mycoplasmas; Hemoparasites;
PCR; Wild felids
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1. INTRODUCAO

A perda global da diversidade biologica afeta o bem estar de animais e de
humanos. A destruicdo de habitats, somada a extincdo de espécies animais e
vegetais, tem levado a importantes modificacdes nos ecossistemas, como
mudancas na relacdo patdégeno-hospedeiro (ALLCHURCH, 2002). Alteracbes
ambientais e climaticas podem romper o equilibrio desta relacdo e permitir o
surgimento de doencas em populacbes que mantinham uma convivéncia
historicamente estavel com os diferentes patdgenos, sejam esses virais,
bacterianos e/ ou parasitarios (MUNSON et al., 2008).

Munson et al. (2008) demonstraram que eventos climaticos incomuns foram
responsaveis pelo surgimento de uma alarmante epidemia provocada pela
associacao de babesiose e cinomose em ledes do Serengeti, nos anos de 1994 e
2001. Ressalta-se que estes ledes conviviam harmonicamente h4 20 anos com
quatro espécies de Babesia, além de Hepatozoon felis e o virus da cinomose, que
€ endémico nesses animais. Porém, periodos de seca mais extensos que 0O
comum para a regido, nos anos supramencionados, provocaram uma enorme
infestacdo de carrapatos nos bufalos sobreviventes. Ao predarem estes animais,
os lebdes se infestavam com um numero incomum de carrapatos e, assim, se
infectavam com uma carga parasitaria elevada de Babesia spp. Isto provocou o
surgimento de babesiose aguda nos animais ja imunossuprimidos pelo virus da
cinomose, e ocasionou mortalidade em massa.

O conhecimento das infeccdes e causas de mortalidade de animais
selvagens é de extrema importancia por diversos fatores. Dentre estes, estariam a
crescente preocupacdo com o bem estar da vida selvagem, principalmente em
relacdo as espécies ameacadas de extingdo, o interesse nas doencgas zoonoticas
transmitidas por esses animais, o uso de animais selvagens pelos ecologistas
para monitorar a poluicdo ambiental, além do interesse veterinario, ndo s6 para o
beneficio da vida selvagem e para a sua conservacdo, mas também devido as
doencas que os animais selvagens podem transmitir aos animais domesticos e
vice-versa (SIMPSON, 2000).



No Brasil, a principal causa para o declinio das populacdes de felideos
neotropicais, assim como de toda biodiversidade global, é a degradacéo, perda e
fragmentacdo dos habitats naturais. Esse processo tem sido intensificado pela
crescente urbanizacdo, expansdes agricolas, criacbes extensivas de gado,
exploracdo de madeira e minerais e constru¢cdes de hidrelétricas (OLIVEIRA,
1998; OLIVEIRA, 2004).

De acordo com a “International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources” (IUCN), todas as oito espécies de felideos neotropicais
existentes no Brasil encontram-se ameacadas de extingdo em graus variados, seja
a nivel nacional, estadual ou regional (IUCN, 2008).

Por estarem no topo da cadeia tréfica, os felinos sdo importantes agentes
na manutencdo da dindmica das comunidades onde vivem (BERGER, 2007) e,
desta forma, preserva-los significa preservar todas as outras espécies a eles
subordinados.

O conhecimento das infecgcdes que acometem felideos neotropicais no
Brasil ainda é escasso, apesar de alguns hemoparasitos como ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ e Hepatozoon felis jA terem sido detectados
(METZGER et al., 2008; WILLY et al., 2007c). Agentes infecto-parasitarios podem
estar contribuindo na morbidade e\ou mortalidade das popula¢des desses animais,
sejam de vida livre ou mantidas em cativeiro (FILONI et al., 2006).

O presente estudo faz parte de um projeto multidisciplinar de abrangéncia
nacional denominado “Projeto Gatos do Mato — Brasil”. Esse projeto envolve
diversas pesquisas, desenvolvidas em todos os biomas brasileiros, com a
finalidade de aprofundar o conhecimento sobre a biologia, ecologia, nutri¢cdo,
genética e sanidade dos felideos neotropicais.

Um dos programas € o da reintrodu¢cdo como ferramenta conservacionista
importante para restabelecimentos populacionais (OLIVEIRA!, 2008), sendo o
diagnostico de infec¢des parasitarias um dos objetivos do programa, a fim de
evitar que exemplares reintroduzidos representem ameaca as populagées de vida

livre, por meio da introducéo de patdgenos.

! OLIVEIRA, T.G., Comunicacdo Pessoal, 2008.



Além disso, o estresse severo causado pela captura, translocacdo ou
reintroducdo pode romper o vital equilibrio parasito-hospedeiro, colocando a vida
do animal reintroduzido, e de outros carnivoros da comunidade, em risco (KETZ-
RILLEY et al., 2003; PENZHORN, 2006).

O ciclo de transicao entre a vida selvagem e a vida em cativeiro, e vice-
versa (possibilitado pelos programas de reintrodugédo), apresenta desafios
complexos e significativos para a saude dos animais selvagens (ALLCHURCH,
2002). Assim, o estudo de hemoparasitas em felideos neotropicais contribuird de
forma relevante para a realizacdo de medidas eficazes de conservagao e de

manejo “in-situ” e “ex- situ”.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo sera abordada a revisao de literatura dos hemoparasitas que

foram pesquisados no presente estudo.

2.1 Hepatozoon spp. em felideos

O género Hepatozoon pertencente a familia Hepatozoidae, filo Apicomplexa
(LEVINE, 1984), compreende mais de 300 espécies de hematozoéarios que
infectam leucécitos de mamiferos (46 espécies), eritrocitos de répteis (120
espécies) e o restante, aves e anfibios (SMITH, 1996).

A infeccdo por Hepatozoon spp. em gatos domésticos (Felis catus) foi
descrita primeiramente na india, por Patton (1908). Esse autor descreveu o agente
como Hepatozoon felis domestici, ja que ndo observou a cipsula caracteristica do
gamonte de Hepatozoon canis, originalmente descrito em caes por James (1905).
Posteriormente, Wenyon (1926), visualizando a cépsula de Hepatozoon sp.
nesses felideos, afirmou que se tratava de H. canis, sendo a mesma espécie que
infecta caes, raposas e outros animais selvagens.

Beaufils et al. (1998) observaram, assim como Patton (1908), diferencas
morfolégicas entre os gamontes de Hepatozoon spp. que infectam caes e gatos na
Franca. Consequentemente, os autores sugeriram a possibilidade de diferentes
espécies de Hepatozoon ocorrerem nesses Ultimos animais. No Brasil, Perez et al.
(2004) relataram, pela primeira vez, o encontro de Hepatozoon sp. em felideos
domésticos no estado de Sado Paulo. Rubini et al. (2006), identificando
molecularmente a espécie encontrada nesses mamiferos, verificaram que o0s
isolados eram altamente relacionados com H. canis de caes, reforcando a
afirmacdo de Wenyon (1926), na qual a espécie de Hepatozoon que infecta os
felinos € a mesma que infecta os cées.

Apesar de todos esses relatos, uma nova espécie de Hepatozoon,
geneticamente distinta de H. canis, foi identificada em gatos no sul da Espanha,

num estudo envolvendo 330 animais, dos quais apenas dois apresentaram-se



positivos pela PCR (0,6%). Esses isolados demonstraram apenas 96% de
similaridade genética com H. canis e foram submetidos ao GenBank como
Hepatozoon felis (CRIADO-FORNELIO et al., 2006). Posteriormente, Ortufio et al.
(2008) e Tabar et al. (2008) diagnosticaram a infeccdo em quatro gatos, tanto no
norte da Espanha quanto em Barcelona, de um total de 25 (16%) e 100 felinos
(4%), respectivamente. Os isolados obtidos de ambos estudos apresentaram
100% de similaridade genética com H. felis identificado por Criado-Fornelio et al.
(2006).

Recentemente, Metzger et al. (2008) caracterizaram molecularmente, pela
primeira vez, as espécies de Hepatozoon encontradas em felideos neotropicais.
Segundo estes resultados, os isolados de Hepatozoon em Leopardus pardalis e
Leopardus tigrinus tinham 98% de similaridade genética em relacdo aos isolados
de Hepatozoon (H. felis) encontrados em gatos domésticos na Espanha.
Considerando que gatos infectados com H. canis foram também descritos
molecularmente no Brasil (RUBINI et al., 2006), Metzger et al. (2008) sugeriram a
possibilidade de mais de uma espécie de Hepatozoon infectar felideos domésticos
e selvagens.

Nos felideos selvagens, a infeccdo por Hepatozoon spp. ja foi relatada em
Panthera leo (ledo), Panthera pardus (leopardo) (BROCKLESBY e VIDLER, 1963;
MCCULLY et al.,, 1975; AVERBECK et al.,, 1990), Lynx rufus (lince) (LANE e
KOKAN, 1983; MERCER et al., 1988), Acinonyx jubatus (guepardo) (AVERBECK
et al., 1990), Otocolobus manul (gato de pallas) (BARR et al., 1993), Prionailurus
bengalensis euptilura (leopardo Tsushima), Prionailurus bengalensis iriomotensis
(gato selvagem iriomonte) (KUBO et al., 2006), L. pardalis (jaguatirica) (MERCER
et al., 1988; METZGER et al.,, 2008) e L. tigrinus (gato do mato pequeno)
(METZGER et al., 2008).

Desde a primeira descricdo de Hepatozoon spp. em gatos, pouco se sabe
sobre a patogénese dessa infecgdo em felideos. Até o presente, considera-se que
tanto a patogénese quanto o ciclo de vida do hemoparasita nesses animais se

assemelham aos de caes infectados por H. canis (BANETH et al., 1998b).
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O ciclo de vida de H. canis envolve uma série de episédios que ocorrem
tanto no hospedeiro vertebrado intermediario quanto no hospedeiro invertebrado
definitivo (artropode hematdéfago). Assim, o vertebrado ingere o carrapato
infectado, ou partes dele, contendo o oocisto maduro. Este oocisto contém
diversos esporocistos (57 a 129) que contém, por sua vez, de 7 a 8 esporozoitas.
Sob a acdo das enzimas digestivas do intestino, 0 oocisto se rompe, liberando os
esporozoitas que penetram na parede intestinal, invadem células mononucleares
e sao disseminados pela circulagdo sanguinea e/ ou linfatica para oOrgaos
hemolinfaticos como medula éssea, baco, linfonodos, figado, rins e pulmdes. Nos
tecidos desses 6rgdos, em um processo de merogonia, ocorre a formacédo de
merontes (também denominados de esquizontes), e no seu interior, merozoitas se
desenvolvem por divisdo assexuada (BANETH et al., 2007).

Os merontes formados séo considerados primarios e podem formar dois
tipos de merontes secundarios: um contendo de 20 a 30 micromerozoitas
(meronte em forma de “roda” ou “wheel-spoke meront”) e outro contendo até
quatro macromerozoitas (BANETH, 2006; BANETH et al., 2007). Os
macromerozoitas liberados podem invadir novas células hospedeiras formando
novamente merontes, contendo macro ou micromerozoitas. Os micromerozoitas
liberados podem invadir os leucocitos e/ou mondcitos, ou alternativamente,
produzir novas geracfes de merontes. Os micromerozoitas, quando invadem os
neutréfilos e /ou mondcitos, sofrem um processo de gametogonia e se
desenvolvem em gamontes. Nos tecidos desses 6rgaos alvos podem ocorrer
também formacdes de pequenos cistos monozoicos de H. canis, contendo um
anico parasito. Entretanto, o papel destes cistos no ciclo de vida de H. canis ainda
nao foi bem elucidado (O'DWYER et al., 2004; BANETH, 2006; BANETH et al.,
2007).

Os carrapatos se infectam durante o repasto sanguineo, ao ingerirem
neutréfilos e/ou mondcitos contendo gamontes maduros. Os gamontes masculinos
e femininos sdo morfologicamente indistinguiveis e se associam no intestino do
carrapato. Apds a formacdo de gametas e sua diferenciacdo, em um processo

denominado gametogénese, ocorre a fertilizacdo e a consequente formacéo do
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zigoto. Este ultimo se divide e o processo de esporogonia inicia-se tendo como
resultado a formacéo de grandes oocistos que sao liberados na hemocele do
carrapato. Como 0s esporozoitas ndo migram para as glandulas salivares do
carrapato, € necessario que estes sejam ingeridos pelo animal para que ocorra a
infeccéo pelo agente (BANETH, 2006; BANETH et al., 2007).

Além da conhecida transmissdo de Hepatozoon spp. pela ingestdo do
artopode hematoéfago infectado, um modo alternativo de transmisséo do parasita €
pela predacdo de um hospedeiro intermediario vertebrado, contendo cistos de
Hepatozoon, por um outro hospedeiro intermediario, como descrito por Desser
(1990). Segundo este autor, Hepatozoon griseisciuri forma pequenos cistos nos
pulmdes de Sciurus vulgaris (esquilo cinzento) e € capaz de infectar outros
vertebrados que predam estes pequenos mamiferos.

De modo similar, em estudo recente no qual caes foram alimentados com
roedores experimentalmente infectados com Hepatozoon americanum, observou-
se gamontes desse agente em esfregacos sanguineos e merontes em exames
histol6gicos de musculo esquelético, 45 e 90 dias, respectivamente, apos a
ingestdo de cistozoitas (JOHNSON et al., 2008). Cistozoitas sao formas cisticas
encontradas nos tecidos de vertebrados infectados que fazem parte do ciclo de
vida de algumas espécies de Hepatozoon, como H. americanum e H. griseisciuri.
(DESSER 1990; SMITH et al., 1996; JOHNSON et al., 2008). Embora esse modo
de transmisséo ainda nado esteja bem elucidado nos mamiferos, ele ndo deve ser
descartado (BANETH et al., 2001; BANETH et al, 2007).

A infeccdo de Hepatozoon spp. em felideos varia de sub-clinica e/ou
branda a infecgbes agudas que podem levar ao 6bito (CRAIG, 1984). Autores
como Mccully et al. (1975), Baneth et al. (1998b) e Beaufils (2004) relataram o
aumento da patogenicidade de Hepatozoon spp. em gatos concomitante com a
presenca de doencas como babesiose, micoplasmose hemotrépica felina e
doencas imunossupressoras, como as causadas pelos virus da imunodeficiéncia e
da leucemia felina (respectivamente FIV e FelV). Baneth et al. (1998b) sugeriram
gue Hepatozoon spp. sdo parasitas oportunistas que infectam felinos

imunossuprimidos de uma forma mais eficiente do que os imunocompetentes e
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gue podem existir como uma infecgao latente nos tecidos de gatos aparentemente
saudaveis, sendo reativados sob condi¢cdes de imunossupressdo ou de stress.

Em felideos selvagens, tanto L. pardalis no Brasil, quanto L. rufus nos
Estados Unidos, ndo apresentaram qualquer sinal clinico de hepatozoonose
(MERCER et al.,, 1988; METZGER et al., 2008). Entretanto, esquizontes no
miocardio, nos pulmdes e nos musculos esqueléticos de P. leo foram relatados por
Mccully et al. (1975). Averbeck et al. (1990) e Kubo et al. (2006) relataram que o
orgdo mais afetado por esquizontes em P. pardus, A. jubatus, P. leo, P.
bengalensis euptilura e P. bengalensis iriomotensis foi o coracdo. Apesar dos
achados histopatoldgicos, a patogenicidade de Hepatozoon sp. nos felideos
selvagens parece ser baixa, visto que sao relatados reduzido numero de parasitos
e reacao inflamatéria discreta nos 6rgéos afetados (KUBO et al., 2006).

Dados de necropsia encontrados por Klopfer et al. (1973) em gatos ferais
de Israel coincidem com os achados histopatolégicos provenientes de outros
estudos de Hepatozoon spp. em felideos domésticos e selvagens, nos quais
novamente o coracdo apresentou-se como local de predilecdo para merogonia
(KLOPFER et al., 1973; AVERBECK et al., 1990).

Nos gatos domésticos, 0s sinais clinicos mais comumente descritos incluem
pirexia, letargia, anorexia, estomatite, gengivite, perda de peso e secrecédo 6culo-
nasal (EWING, 1977; VAN AMSTEL, 1979). No entanto, esses trés fatores: baixa
prevaléncia da infeccdo nesses animais, achados clinicos ndo patognomonicos e
presenca de co-infecgBes, tornam dificil o diagnéstico. Conseqlientemente, a
maioria dos sinais clinicos relatados em felinos naturalmente infectados por
Hepatozoon spp. foram atribuidos a presenca conjunta de outras patologias como
insuficiéncia renal, micoplasmose hemotrépica felina, imunodeficiéncia viral felina
e leucemia felina (BANETH et al., 1998b).

Em relacdo a prevaléncia da infeccdo por Hepatozoon spp. em felideos
selvagens, Averbeck et al. (1990), utilizando o diagndstico pelo esfregago
sanguineo, relataram 100% de infeccdo em P. leo e A. jubatus (em um total de
131 animais, todos concomitantemente infectados com piroplasmas similares a

Theileria sp.). J&, Kubo et al. (2006), utilizando o diagndstico histopatoldgico,
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relataram 56,7% da infeccdo em P. bengalensis iriomotensis e 14,3% em P.
bengalensis euptilura. Mais recentemente, Metzger et al. (2008), utilizando o
diagnoéstico molecular da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), identificaram
36,36% de positividade do agente em L. pardalis e 10% em L. tigrinus.

A infeccdo por Hepatozoon sp. pode ser diagnosticada pela observacéo
direta dos gamontes nos leucdécitos, por meio de microscopia Optica em
esfregacos sanguineos, corados com Giemsa a 10% (ELIAS e HOMANS, 1988).
Uma grande desvantagem dessa técnica é que nem sempre 0S gamontes sao
detectaveis porque a parasitemia pode ser intermitente, ou 0 nimero de gamontes
circulantes ser muito baixo (BANETH et al., 1996).

A infeccdo também pode ser diagnosticada por meio de exames
histopatolégicos, pelo encontro de merontes e/ou outros estagios de
desenvolvimento do parasita, no coracgdo, figado, baco, pulmdes, rins, linfonodos,
medula 6ssea e/ou musculos esqueléticos (MCCULLY et al., 1975; KUBO et al.,
2006).

O teste sorologico de imunofluorescéncia indireta de anticorpos (“Indirect
Fluorescent Antibody Test” ou IFAT), desenvolvido por Shkap et al. (1994), possui
uma maior sensibilidade quando comparado com o exame direto do esfregaco
sanguineo (BANETH et al, 1996). A IFAT ja foi usada para estudos
epidemioldgicos em Israel (BANETH et al., 1996) e no Japdo (INOKUMA et al.,
1999).

Um outro teste sorologico (“Enzyme Immunosorbent Assay” ou ELISA), o
qual utiliza gamontes purificados de H. canis como antigeno foi descrito (GONEN
et al., 2004). Embora ndo exista diferenga entre ambos testes sorolégicos (IFAT e
ELISA) em termos de sensibilidade e especificidade, a ELISA nao detectou
anticorpos anti - H. canis em alguns cées parasitados com o agente (GONEN et
al., 2004). O uso da sorologia € interessante no diagnostico de animais com baixa
parasitemia, no estagio inicial da infeccdo ou apresentando infecgéo crénica sem a
apresentacao de parasitemia (BANETH et al., 1998a). Deve-se salientar que a
auséncia de gamontes nos esfregacos sanguineos de animais soropositivos para

H. canis pode indicar parasitemia baixa, intermitente ou que a soroconversao
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precedeu a aparicdo dos gamontes (MURATA et al., 1993; BANETH et al., 1996;
BANETH e WEIGLER, 1997; BANETH et al., 1998a).

Recentemente, técnicas moleculares, como a PCR e o sequenciamento
genético, tém sido utilizadas para o diagndstico de Hepatozoon spp. e a
determinacdo genética dos isolados obtidos. A principal vantagem dos métodos
moleculares, em comparacdo com as demais técnicas existentes, € sua alta
sensibilidade e especificidade na deteccdo do agente (BANETH et al., 2000;
CRIADO-FORNELIO, 2003b; KARAGENK et al, 2006). Observa-se que diversos
oligonucleotideos tém sido descritos para amplificar regides do gene 18S rRNA de
diferentes isolados de Hepatozoon spp. (MATHEW et al., 2000; BANETH et al.,
2003; RUBINI et al., 2005; CRIADO-FORNELIO et al.,, 2006). As técnicas
moleculares tém sido responsaveis pelos avancos no estudo da taxonomia e na
elucidacao das relacdes genéticas entre as espécies do género Hepatozoon, além
de complementarem informagOes previamente conhecidas sobre morfologia,
morfometria e etiopatogenia do parasita, nas diferentes espécies animais
(FORLANO et al., 2007).

2.2 Piroplasmas em felideos

Piroplasmas sdo hematozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa. As duas
principais familias incluidas neste filo sdo: Theileridae e Babesiidae. Esses
hemoparasitas s&do transmitidos por carrapatos e parasitam principalmente
mamiferos. Existem duas diferencas classicas entre os géneros Theileria e
Babesia. As espécies do primeiro apresentam uma fase de multiplicacdo
(chamada de esquizogonia) fora dos eritrdcitos, além de transmissédo transestadial
no ciclo de vida do vetor. As espécies de Babesia ndo apresentam esquizogonia,
se multiplicam por divisdo binaria nos eritrocitos e a transmissdo nos carrapatos é
transovariana (LEVINE, 1984; UILENBERG, 2006). Abaixo sera abordada a

revisdo de literatura dos piroplasmas mais encontrados em felideos.
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2.2.1 Babesia spp.

As espécies do género Babesia, pertencentes ao filo Apicomplexa, ordem
Piroplasmida e familia Babesiidae (LEVINE, 1984), s&do protozoarios que
parasitam o interior de eritrécitos de diversas espécies de animais domésticos e
selvagens, além do homem e sado transmitidos por invertebrados hematéfagos
(BANETH et al., 2004).

Relatos de espécies de Babesia em felideos selvagens incluem: Babesia
felis em Felis ocreata (gato selvagem do Sudao) (DAVIS, 1929), Babesia cati em
Felis catus (gato selvagem indiano) (MUDALIAR et al., 1950), Babesia Pantherae
em P. pardus (leopardos) (DENNIG e BROCLESBY, 1972), Babesia leo em P. leo
(ledes) (PENZHORN et al., 2001) e Babesia herpaluri em P. yagouaroundi (gato
mourisco ou jaguarundi) (PENZHORN, 2006). Algumas espécies de Babesia spp.
encontradas em A. Jubatus (guepardos), L. rufus (linces) e Panthera tigris (tigres)
nao foram nomeadas (PENZHORN, 2006).

A infeccéo pode variar de assintomatica, branda ou severa, dependendo da
viruléncia da espécie de Babesia e da susceptibilidade do hospedeiro (BANETH et
al., 2004).

Schoeman et al. (2001) sugeriram a possibilidade de gatos, provindos de
areas endémicas da doenca, contrairem a infeccdo quando jovens e se tornarem
portadores sub-clinicos, num estado chamado de premunidade. Doencas
imunossupressoras, como as causadas pelo virus da imunodeficiéncia felina e da
leucemia felina, além da micoplasmose hemotrépica felina, podem reativar a
doenca, exacerbando sua severidade e podendo causar o Obito do animal
(SCHOEMAN et al., 2001; BANETH et al., 2004; PENZHORN, 2006).

Penzhorn (2006) citou também que a mortalidade por babesiose, devido a
esta reativacdo, pode ser ocasionada por estresse severo, como em situacdes de
captura de animais selvagens, translocagfes destes entre zoologicos ou Unidades
de Conservacéo e reintrodug¢des na natureza.

Os sinais clinicos descritos em gatos domésticos incluem anorexia,

letargia, perda de peso, anemia regenerativa e ocasionalmente ictericia,
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especialmente na fase aguda da doenca. Estes sdao semelhantes aos sinais
clinicos da micoplasmose hemotrépica felina, portanto o valor diagnéstico baseado
somente no exame fisico é limitado (SCHOEMAN et al., 2001).

Em relacéo aos felideos neotropicais, pouco se sabe quanto a prevaléncia e
patogenia da infeccdo por Babesia spp. Correia e Teixeira (2003) relataram a
ocorréncia de 10% de Babesia spp. em L. tigrinus, porém, somente 10 animais
foram testados pela técnica de esfregaco sangiineo, ndo tendo sido realizado o

diagndstico molecular.

2.2.2 Cytauxzoon spp.

C. felis € um piroplasma da familia Theileriidae, transmitido por carrapatos,
que infecta felideos domésticos e selvagens e foi relatado inicialmente em gatos,
em 1976, em Missouri (WAGNER, 1976). Este hematozoario ainda é considerado
um agente infeccioso emergente em algumas regifes dos Estados Unidos
(BIRKENHEUER et al., 2006).

Nos felinos domésticos, a infec¢do causada por este hemoparasita é aguda,
caracterizada por febre, anorexia, anemia, ictericia e geralmente 6bito apos 19 a
21 dias de evolucdo (WAGNER et al., 1995). A taxa de mortalidade por
cytauxzoonose geralmente atinge 100% dos animais infectados. No entanto, ja
foram descritos alguns casos clinicos de gatos parasitados assintomaticos, além
de outros que, apés receberem tratamento, sobreviveram (WALKER e COWELL,
1995; MEINKOTH et al.,, 2000). A infeccdo de gatos ferais assintomaticos, na
Florida e no Tennessee, também foi relatada (HABER et al., 2007). Esses dados
sugerem que os felinos podem agir como hospedeiros adicionais (MEINKOTH et
al., 2000; HABER et al., 2007).

Os gatos se infectam com esporozoitas de C. felis durante o repasto
sanguineo do carrapato. No organismo do vertebrado, ocorre esquizogonia no
interior de macrofagos de pulmdes, baco, figado e linfonodos (KIER et al., 1987).
Os merozoitas que se formam rompem 0s macréfagos e penetram em outros

macrofagos ou em eritrocitos. Nestes Ultimos, 0 agente, que neste momento passa
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a ser denominado de piroplasma, apresenta formato de anel e se reproduz por
divisdo binéria. Apesar dos piroplasmas romperem os eritrécitos, a esquizogonia €
a fase mais patogénica da infeccdo e pode resultar na oclusdo de vasos
sanguineos e doenca sistémica (KIER et al., 1987).

O carrapato Dermacentor variabilis € o Unico que foi demonstrado
experimentalmente com a capacidade de transmitir C. felis de linces americanos
(L. rufus) para gatos (BLOUIN et al., 1984). O agente também foi observado em
ninfas parcialmente engurgitadas de Amblyomma americanum em um felino
doméstico que veio a Obito por cytauxzoonose. No entanto, ndo se sabe se 0s
carrapatos estavam infectados antes do engurgitamento ou se ingeriram sangue
com piroplasmas durante o repasto sanguineo (BONDY Jr. et al., 2005).

A maioria dos relatos de infeccdo por C. felis em gatos, nos Estados
Unidos, ocorre em &reas rurais proximas a areas naturais, nas quais linces e
outros animais selvagens podem ser encontrados (REICHARD et al., 2008). Neste
pais, existe alta prevaléncia de linces (L.rufus) infectados, sendo estes
considerados hospedeiros naturais do hemoparasita. Geralmente, estes felideos
selvagens sdo capazes de sobreviver a fase de esquizogonia e desenvolvem
parasitemia subclinica (BLOUIN et al., 1984). No entanto, ja foi verificada a
presenca da doenca com quadro fatal em um lince (L.rufus) (NIETFIELD e
POLLOCK, 2002) e em um tigre (P. tigris), procedente de cativeiro (GARNER et
al., 1996).

Em outros felideos selvagens como Puma concolor coryi (pantera), Puma
concolor stanleyana (puma americano) e Lynx pardinus (linces ibéricos)
observaram-se infec¢des subclinicas pelo agente (ROSTEIN et al., 1999; MILLAN
et al., 2007).

Observou-se um piroplasma muito semelhante a C. felis, denominado
Cytauxzoon manul em O. manul (gato de pallas), na Mongdlia. Quando felideos
domeésticos foram infectados experimentalmente com C. manul, eles
desenvolveram parasitemia apesar de ndo exibirem sinais clinicos. Além disso,
verificou-se que a inoculagéo de C. manul ndo protegeu esses animais contra C.
felis (JOYNER et al., 2007).
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A confirmacao do primeiro relato de C. felis no Brasil foi em 2007, pelo
exame histopatolégico, em dois exemplares de P. leo (uma leoa e seu filhote de
seis meses), localizados no Zoologico de Volta Redonda, no Rio de Janeiro.
Ambos animais vieram a 6bito apds apresentarem sinais clinicos de perda de
peso, anemia, taquipnéia e nistagmo (PEIXOTO et al., 2007).

Em gatos domésticos brasileiros, o diagndstico molecular do agente ocorreu
em 2008, no Estado do Rio de Janeiro, em um animal co-infectado por
‘Candidatus M. haemominutum’, o qual veio a 6bito apés uma semana do inicio do
tratamento (MAIA et al., 2008).

Recentemente, André et al. (2009) verificaram a ocorréncia de C. felis, pela
PCR, em 12,5 % (9/72) de felideos neotropicais assintomaticos localizados na
Associacdo Mata Ciliar, em Jundiai, no Brasil. Os animais infectados pertenciam
as espécies L. pardalis (jaguatirica), Puma concolor (puma ou onca parda) e
Panthera onca (onc¢a pintada).

Carrapatos de A. americanum, Amblyomma maculatum, Ixodes affinis, além
do j& mencionado D. variabilis, foram encontrados nos gatos diagnosticados
positivos, pela PCR, nos Estados Unidos (WEHINGER et al., 1995). Os
ectoparasitas obtidos pelos estudos no Brasil foram: Ctenocephalides canis
(pulgas), nos felideos neotropicais em Jundiai e, Amblyomma cajennense, nos
lebes em Volta Redonda. No entanto, a PCR ndo amplificou fragmentos do agente
no DNA de nenhum destes artrépodes (PEIXOTO et al., 2007; ANDRE et al.,
2009).

O diagndstico molecular de C. felis deve sempre ser feito para confirmacao
do agente, ja que sob microscopia 6ptica, ndo é possivel distinguir este piroplasma
de babesias pequenas (PENZHORN et al., 2001).
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2.3 Hemoplasmas em felideos

O agente etioldgico responsavel pela anemia infecciosa felina, conhecida
até recentemente como hemobartonelose felina, foi inicialmente nomeado como
Haemobartonella felis. Baseado em suas caracteristicas e morfologia (parasita
eritrocitario obrigatorio, de pequeno diametro e transmitido por artrépodes
hematofagos), esse agente foi originalmente classificado no género
Haemobartonella, familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. Foram
reconhecidas, entdo, duas cepas de H. felis: “forma maior” ou “Ohio” e “forma
menor’ ou “Califérnia”. Além de distintas em relagdo ao tamanho que eram
visualizadas sob microscopia O6ptica, distinguiam-se pela sua patogenicidade
(BERENT et al., 1998; FOLEY et al., 1998).

Recentemente, porém, os avanc¢os das técnicas moleculares possibilitaram
o0 sequenciamento dos nucleotideos do gene 16S rRNA de H. felis e verificou-se
alta similaridade filogenética com organismos do género Mycoplasma. Observou-
se, também, uma diferenca genética de 15% entre as cepas de H. felis, revelando
que elas sao, portanto, duas espécies (RIKIHISA et al., 1997).

Essa fundamental informacéo, aliada as outras caracteristicas do agente,
como apresentar um genoma pequeno (entre 580 a 1330 kb), auséncia de parede
celular e de flagelo, resisténcia a penicilina e sensibilidade a tetraciclina, foi
responsavel pela transferéncia de H. felis para o género Mycoplasma (familia
Mycoplasmatacea, ordem Mollicutes). Assim, “Ohio” ou “forma maior” de H. felis,
foi renomeada como Mycoplasma haemofelis, e “Califérnia” ou “forma menor” de
H. felis, como ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (FOLEY e PEDERSEN,
2001). O termo “Candidatus” indica classificacdo provisoria e € mantido até a
obtencéo de informacdes taxonémicas completas (WILLI et al, 2007b).

Diante desse processo de reclassificagao taxondmica, Sykes (2003) propss
a nova denominagdo desses organismos como micoplasmas hemotropicos, ou
hemoplasmas felinos. O termo da infecgcdo também foi substituido e passou de

hemobartonelose felina para micoplasmose hemotropica felina (MHF).
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Hemoplasmas sdo bactérias gram- negativas, pleomorficas, de diametro
pequeno (< 1um), que se aderem a superficie dos eritrocitos do hospedeiro (sem
invadir a célula), podendo causar anemia (de branda e subclinica a severa e fatal).
Possuem formato de cocos, bastonetes ou anelares, e sob microscopia optica
apresentam-se individuais, em pares ou em pequenos grupos formando cadeias.
Ressalta-se que hemoplasmas n&o sao cultivados “in vitro” (MESSICK, 2003;
MESSICK, 2004; HARVEY, 2006).

Foi identiificado por Willi et al. (2005) uma terceira nova espécie de
hemoplasma felino em gatos domésticos na Suiga, denominada ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’.

Nesse mesmo ano, esses autores demonstraram grande homologia
filogenética entre hemoplasmas felinos e hemoplasmas presentes em roedores e
caes. Assim, ‘Candidatus M. turicensis’ demonstrou homologia genética de 92%
com Mycoplasma coccoides e 90% com Mycoplasma haemomuris (ambos
hemoplasmas de roedores). E ‘Candidatus M. haemominutum’ demonstrou
homologia de 99% com Mycoplasma haemocanis e de 94% com ‘Candidatus M.
haemominutum’, ambos hemoplasmas caninos (WILLI et al., 2005).

A analise filogenética de ‘Candidatus M. turicensis’ levou alguns autores a
sugerirem a possibilidade de transmissao inter-espécie de hemoplasmas, entre
roedores e felideos. Entretanto, os estudos realizados acerca de hemoplasmas em
roedores sdo poucos e inconclusivos até o momento (WILLI et al., 2007a).

As vias de transmissdo dos micoplasmas hemotrépicos ndo séao
completamente conhecidas. Diversos estudos relatam que artropodes
hematéfagos sdo o0s principais responsaveis pela transmissdo do agente
(CARNEY e ENGLAND, 1993; WILLI et al., 2007b). No Japdo, o DNA de
‘Candidatus M. haemominutum’ foi detectado em carrapatos nao ingurgitados de
Ixodes ovatus, sugerindo-se uma possivel transmissdao transestadial de
hemoplasmas felinos nessa espécie de carrapato (TAROURA et al., 2005). Além
disso, a deteccao de DNA de ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M.
turicensis’ na saliva e nas fezes de gatos experimentalmente infectados, durante

sete semanas apos a infeccéo, sugere que interacdes agressivas (brigas) entre os
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animais também possibilitam a transmissdo do agente na fase inicial da infec¢édo
(DEAN et al., 2005; WILLI et al., 2007a; WILLI et al., 2007b). Foi descartada a
possibilidade de infeccdo a partir de outras interacdes, como o habito de um gato
lamber o outro ou compartilhar os mesmos vasilhames, pois a carga parasitaria
encontrada na saliva foi baixa (WILLI et al., 2007a).

Fatores de risco que predispdem os felinos para infecgdo incluem: sexo
(macho), idade (animais mais velhos), abscessos por mordedura de gatos,
infeccdes retrovirais, acesso a rua, estresse, presenca de ectoparasitas, infeccoes
intercorrentes e/ou neoplasias (TASKER et al., 2003a; WILLI et al., 2006a).

A anemia hemolitica causada pela infeccdo por hemoplasmas ocorre pela
destruicdo extra-vascular dos eritrécitos parasitados pelo sistema fagocitico
mononuclear (SFM) e, também pela lise intra-vascular, acarretada pela fragilidade
osmotica que resulta da leséo direta do hemoplasma na membrana do eritrocito
(MESSICK, 2004).

Os sinais clinicos da micoplasmose hemotrépica estdo relacionados a
espécie de hemoplasma envolvida, susceptibilidade e resposta imune do
hospedeiro, além da fase da infeccéo (aguda ou crénica) (WILLI et al., 2007b).

A infeccdo aguda causada por M. haemofelis associa-se a intensa
parasitemia dos eritrécitos e pode resultar em anemia hemolitica severa e fatal,
inclusive em gatos imunocompetentes. Os sinais clinicos mais comuns em
felideos domésticos incluem anorexia, depressdo, letargia, fraqueza, anemia,
esplenomegalia, mucosas hipocoradas, febre intermitente, perda de peso,
taquicardia, taquipnéia e 6bito (HARVEY, 1984).

A anemia é classificada como regenerativa, macrocitica e hipocrédmica, e é
caracterizada por anisocitose, policromasia e aumento absoluto de reticuldcitos
(HARVEY e GASKIN, 1977). O pico de bacteremia, que acompanha febre e
letargia, ocorre duas semanas apoés a infec¢do por M. haemofelis (TASKER et al.,
2006b). Nem sempre ha correlagdo inversa entre parasitemia e valor de
hematocrito (TASKER et al., 2004; WILLI et al., 2006a) e alguns animais
infectados demonstram episddios rapidos e ciclicos de elevada parasitemia
(WILLY et al., 2007b).
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Recentemente, Willi et al. (2006a) relataram que um gato com alta carga
parasitaria de M. haemofelis (> 10° cépias/ ml de sangue) permaneceu sem sinais
clinicos da doenca por todo periodo do experimento (até 124 dias pos infeccao).
Foi demonstrado que apds a recuperacdo de felinos de uma severa anemia
hemolitica resultante da infeccdo por M. haemofelis, ndo foram observados sinais
clinicos de doenca, inclusive na presenca de elevada parasitemia. A explicacdo
para esse fato seria a possivel diferenca individual de susceptibilidade dos
felideos frente a infeccao por hemoplasmas (WILLI et al., 2007b).

De modo geral, a infeccdo por ‘Candidatus M. haemominutum’ ndo causa
anemia e resulta em minimos sinais clinicos da doenca, parecendo ser menos
patogénica do que o M. haemofelis (FOLEY et al., 1998, WESTFALL et al., 2001).
O pico de bacteremia ocorre geralmente 4 a 5 semanas ap0s inicio da infeccdo e
ainda n&o esta claro sobre a ocorréncia de episodios ciclicos de alta parasitemia
apos esse periodo (TASKER et al., 2006b). Deve-se ressaltar, no entanto, que
relatos de anemia ocorreram em gatos infectados por ‘Candidatus M.
haemominutum’ e imunocomprometidos por retroviroses ou por quimioterapia
(GEORGE et al., 2002).

O potencial patogénico de ‘Candidatus M. turicensis’ também parece
depender de cofatores como imunossupressdo ou co-infeccdo com outros
hemoplasmas. Essa espécie de hemoplasma provocou anemia, de leve a
moderada, nos diferentes felinos infectados experimentalmente. O pico da
bacteremia ocorreu, também, duas semanas apo0s inicio da infeccao e ainda nao
esté elucidado sobre a ocorréncia de parasitemia ciclica (WILLI et al., 2006b).

Animais infectados com hemoplasmas podem permanecer portadores
cronicos por meses a anos, inclusive se receberem antibioticoterapia especifica.
Esses portadores saudaveis representam uma fonte de infeccdo aos outros
felideos visto que a transmissdo do agente ocorre, principalmente, através de
artrépodes hematéfagos (WILLI et al., 2006b).

Apesar de existirem poucos relatos acerca da reativagdo da infeccéo
(FOLEY et al., 1998; FOLEY e PEDERSEN, 2001), alguns autores acreditam que

a infeccdo cronica pode resultar em agudizacdo quando 0s animais séo
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submetidos a condi¢cdes de estresse ou por imunossupressdao (BOBADE et al.,
1988). Deve-se notar que nos estudos em que se administrou corticosteroide a
gatos cronicamente infectados, ocorreu aumento da parasitemia e diminuicdo dos
valores de hematdcrito, mas ndo houve desenvolvimento de sinais clinicos de
doenca (BERENT, 2002).

Estudos recentes demonstram diferencas na inducdo do estado de portador
pelas trés espécies de hemoplasmas. Segundo relatos, a frequéncia de felinos
portadores é maior quando infectados por ‘Candidatus M. haemominutum
(TASKER, 2006). A eliminagdo de hemoplasmas do organismo animal,
espontaneamente ou resultante de tratamento, s6 foi observada, até o momento,
em poucos animais infectados por ‘Candidatus M. turicensis’ ou por ‘Candidatus
M. haemominutum’ (WILLI et al., 2005; WILLI et al., 2006a). Embora o tratamento
com doxiciclina, enrofloxacina ou marbofloxacina seja efetivo em reduzir a
parasitemia e os sinais clinicos da doenca, ele geralmente ndo elimina a infeccéo
por hemoplasma, especialmente por M. haemofelis. Relata-se também uma
diferenca entre as espécies de hemoplasmas quanto a resposta a
antibioticoterapia (TASKER et al., 2006a; TASKER et al., 2006b; WILLI et al.,
2006a).

Ainda existe pouco conhecimento sobre a micoplasmose hemotropica em
felideos selvagens (HAEFNER et al., 2003). Porém, recentemente, um abrangente
estudo realizado por Willi et al. (2007c) relatou o diagnostico das trés espécies de
hemoplasmas, em infec¢des Unicas ou coinfec¢des, em nove espécies de felideos
selvagens, incluindo sete espécies de felideos neotropicais brasileiros. Esse
estudo envolveu 257 exemplares de 16 espécies, provenientes de vida livre e de
zooldgicos, de trés diferentes continentes (Europa, América do Sul e Africa). As
espécies avaliadas foram: L. pardinus (lince ibérico), Lynx lynx (lince euroasiatico),
Felis silvestris silvestris (gato selvagem europeu), P. leo (ledo), A. jubatus
(guepardo), P. pardus (leopardo), Panthera tigris altaica (tigre siberiano), Uncia
uncia (leopardo das neves), Oncifelis geoffroyi (gato do mato grande ou gato
geofroi), P. yagouaroundi (gato mourisco ou jaguarundi), Leopardus wiedii (gato

maracaja ou gato do mato médio), L. pardalis (jaguatirica), L. tigrinus (gato do
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mato pequeno), Oncifelis colocolo (gato dos Pampas ou colocolo) e P. concolor
(onca parda, puma ou suguarana).

Os autores mencionados diagnosticaram a infeccdo em 37% dos animais
avaliados. As espécies positivas foram: L. pardinus, L. lynx, F. silvestris silvestris,
P. leo, além dos felideos neotropicais brasileiros: O. geoffroyi, L. wiedii, L. pardalis,
L. tigrinus e P. concolor (WILLI et al., 2007c).

A ocorréncia da infeccdo por hemoplasmas foi significativamente maior em
P. leo (ledo) do Serengeti (98%), seguida pelos felideos selvagens europeus (44%
em L. lynx , 39% em F. silvestris silvestris e 37% em L. pardinus) Considerando-se
os felideos neotropicais brasileiros como um Unico grupo, 0s autores encontraram
a menor prevaléncia de hemoplasmas, apenas 10%. Esse estudo verificou que a
frequéncia de infeccdo por hemoplasmas foi significativamente diferente entre as
espécies de felideos selvagens, inclusive nos casos em que somente os felideos
neotropicais brasileiros eram incluidos nos célculos. Notadamente, 57,14% (4/7)
de L. pardalis foram positivos para ‘Candidatus M. haemominutum”. Além disso, a
coinfeccdo entre as diferentes espécies de hemoplasmas foi muito maior em
animais de vida livre (89% de coinfeccdo em P. leo do Serengeti) do que em
animais mantidos em cativeiro (nascidos ou ndo em vida livre) (WILLI et al.,
2007c).

Na andlise dos resultados, os autores sugeriram haver diferenca de
susceptibilidade entre as diferentes espécies de felideos selvagens, assim como o
modo de vida, livre ou em cativeiro. Animais que vivem na natureza podem ter
uma exposicdo maior a ectoparasitas, além de freqlentes interacdes agressivas
(brigas), se comparados a felideos que vivem em zooldgicos. Dessa maneira,
animais de vida livre apresentariam maior risco de infecgcdo por hemoparasitas e
retroviroses (WILLI et al., 2007c).

Observou-se também que a espécie que apresentou maior taxa de infeccao
por hemoplasmas foi P. leo do Serengeti (98% dos animais infectados). Esses
animais, além de viverem livres na natureza, apresentaram-se co-infectados
também por Babesia spp. e organismos semelhantes a Theileria spp. ou

Cytauxzoon spp., além da cinomose canina e imunodeficiéncia viral felina (FIV).
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Estes resultados estdo de acordo com a maior prevaléncia da infeccdo em gatos
domésticos co-infectados por retroviroses ou por outras hemoparasitoses (WILLI
et al., 2007c).

Foram colhidos dados do exame clinico de nove L. pardinus (lince ibérico)
diagnosticados positivos para hemoplasmas. Oito deles apresentaram-se
clinicamente saudaveis e somente um exemplar de um ano de idade, infectado por
‘Candidatus M. turicensis,” apresentou mucosas hipocoradas e anemia nao
regenerativa (hematocrito de 15%). Esse animal apresentava-se positivo também
para C. felis. O exame desse exemplar, apdés 6 meses, demonstrou completa
recuperacéo da anemia (WILLI et al., 2007c).

A infeccéo por hemoplasmas foi acompanhada de dois meses até dois anos
em quatro L. pardinus. Em trés exemplares, o diagnostico pela PCR alternou-se
nesse periodo: um animal infectado com ‘Candidatus M. haemominutum’ tornou-
se negativo nos ultimos cinco testes pela PCR; outro exemplar co-infectado com
Candidatus M. haemominutum”e M. haemofelis tornou-se negativo somente para
esse ultimo agente em amostra colhida dois meses apds a primeira avaliacéo e,
finalmente, outro felideo tornou-se negativo para ambos agentes Candidatus M.
haemominutum” e M. haemofelis ap6s 11 meses da primeira avaliacdo. Um dos
animais avaliados ndo apresentou alteracdo de diagndstico durante os 2 anos de
acompanhamento (WILLI et al., 2007c).

Os autores ressaltam que o diagndstico negativo de M. haemofelis no
exemplar supra mencionado, ou em qualquer outro felideo, ndo indica eliminacéo
do agente e pode ocorrer devido as flutuacdes de parasitemia que séo tipicas
dessa espécie de hemoplasma. No entanto, o resultado negativo, pela PCR, de
‘Candidatus M. haemominutum’ observado nos dois L. pardinus pode ser, de fato,
resultante da eliminacdo do agente do organismo animal, visto que ja foi
observada a eliminacdo dessa espécie de hemoplasma em gatos domésticos
(WILLI et al., 2007c).

A analise filogenética demonstrou que as trés espécies de hemoplasmas
diagnosticadas nesses felideos selvagens apresentaram 97% de homologia em

relacdo as mesmas espécies de hemoplasmas em gatos domésticos. Esse fato
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sugere a possibilidade de transmisséo (via artrépodes hematéfagos) de isolados
de hemoplasmas entre felinos domésticos e selvagens (WILLI et al., 2007c).

Até recentemente, o diagndéstico de micoplasmose hemotrdpica baseava-se
na visualizacdo de hemoplasmas nos esfregacos sanguineos. Entretanto, a
sensibilidade deste método € baixa (< 20%), além da especificidade da técnica ser
duvidosa, j& que hemoplasmas séo frequientemente confundidos com precipitados
de corantes ou corpusculos de Howell- Jolly (TASKER e LAPPIN, 2002; TASKER
et al., 2003b). O diagnéstico pelo esfregaco sanguineo também pode resultar em
muitos resultados falso-negativos, devido ao carater ciclico de alguns
hemoplasmas - notoriamente M. haemofelis - e pelo fato do corante de EDTA
induzir o desprendimento do hemoparasita do eritrocito (TASKER e LAPPIN, 2002;
SYKES, 2003).

Assim, o método de escolha para o diagnéstico de hemoplasmas,
atualmente, é a PCR, visto que essa técnica é extremamente sensivel e
especifica, capaz de amplificar fragmentos de DNA do parasita (TASKER e
LAPPIN, 2002; WILLI et al., 2007b). Muitos PCR convencionais ja foram descritos,
inclusive a RFLP-PCR que permite a diferenciacdo entre as espécies M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ pela acdo de duas enzimas de
restricio (CRIADO-FORNELIO et al., 2003a).

No entanto, ‘Candidatus M. turicensis’ ndo é distinguida de M. haemofelis
com as técnicas supracitadas. Assim, uma PCR em tempo real foi desenvolvida
para diferenciar as trés espécies de hemoplasmas (WILLI et al., 2006a). Porém,
apesar dessa técnica ser vantajosa por ser quantitativa, altamente especifica e ter
pouco risco de contaminagdo com produtos prévios da PCR (WILLI et al., 2007b),
ela permanece ainda cara e esta restrita a apenas alguns laboratérios.

Como alternativa a PCR em tempo real, Fujihara et al. (2007) padronizaram
uma Nested-PCR especifica para cada espécie de hemoplasma. A Nested- PCR é
uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que amplifica uma sequéncia interna
de um fragmento previamente amplificado. Assim, ela consiste de uma PCR inicial

seguida por outra PCR (Nested-PCR). Deve-se observar que a Nested-PCR é
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mais sensivel que a PCR na deteccdo de patdgenos, como demonstrado por
Cavalcante (2007).

E importante considerar que uma PCR (ou Nested-PCR) positiva deve ser
interpretada em conjunto com os achados clinicos e laboratoriais, visto que
animais cronicamente infectados podem nao exibir quaisquer sinais clinicos da
micoplasmose hemotropica felina. Da mesma forma, resultados negativos de PCR
(ou Nested-PCR) néao excluem infeccao cronica, pelo carater ciclico da infeccéo
(TASKER, 2006).
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Detectar a ocorréncia de hemoparasitas em felideos neotropicais nascidos

em vida livre.

Objetivos especificos:

1- Detectar a presenca dos hemoparasitas Babesia spp., Cytauxzoon spp.,
Hepatozoon spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus  Mycoplasma
haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ em espécies de felideos
neotropicais, por observacdo direta - em esfregaco sanguineo - e por técnicas

moleculares;

2- Caracterizar geneticamente os hemoparasitas encontrados.
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4. MATERIAL E METODOS

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram examinados 31 exemplares de felideos neotropicais das espécies L.
pardalis (jaguatirica), L. tigrinus (gato do mato pequeno), L. wiedii (gato do mato
médio ou gato maracaja), P. yagouaroundi (gato mourisco ou jaguarundi) e P.
concolor (onca parda, puma ou sucuarana) procedentes dos Estados do Parg,
Maranhéo, Piaui, Ceara e Minas Gerais (Tabela 1).

A quase totalidade desses animais (30/31) nasceu em vida livre e é
resultante de apreensdes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) nos
Estados supramencionados. No momento de coleta, esses animais estavam
distribuidos em diferentes locais: “Centro de Triagem de Animais Silvestres”
(CETAS) do IBAMA em Séo Luis (MA), Zoolégico Sargento Prata e Parque Eco-
Point (ambos em Fortaleza, CE), Zooldgico de Canindé (em S&o Francisco do
Canindé, CE), Zoofit (em Santarém, PA) e Fundacdo Z6o — Botanica de Belo
Horizonte (MG). Os animais localizados no CETAS de Sao Luis fazem parte de um
programa de reintroducéo de felinos na natureza. Este programa faz parte de um
projeto multidisciplinar intitulado “Projeto Gatos do Mato-Brasil” e envolve diversas
pesquisas que estdo sendo desenvolvidas em todos os biomas brasileiros, com a
finalidade de ampliar o conhecimento sobre a ecologia, biologia, nutricdo, genética

e sanidade dos felideos neotropicais.
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TABELA 1. Lista dos felideos neotropicais utilizados para a coleta de material bioldgico e
diagnéstico de hemoparasitas. Os animais estdo listados de acordo com a
respectiva espécie, sexo, idade estimada, origem (Estado) e procedéncia
(nascido em vida livre ou em cativeiro).

IDADE

ESPECIE SEXO ESTIMADA ORIGEM PROCEDENCIA
Leopardus pardalis Macho Adulto MA Vida livre
Leopardus pardalis Macho Adulto MA Vida livre
Leopardus pardalis Macho Adulto MA Vida livre
Leopardus pardalis Macho Adulto MA Vida livre
Leopardus pardalis Fémea Adulto MA Vida livre
Leopardus pardalis Fémea Adulto MA Vida livre
Leopardus pardalis Fémea Adulto MA Vida livre
Leopardus tigrinus Macho Juvenil MA Vida livre
Leopardus tigrinus Fémea Juvenil MA Vida livre
Puma yagouaroundi Fémea Adulto MA Vida livre
Puma yagouaroundi Macho Juvenil MA Vida livre

Leopardus wiedii Fémea Adulto MA Vida livre
Leopardus tigrinus Fémea Juvenil Pl Vida livre
Leopardus tigrinus Fémea Juvenil Pl Vida livre
Leopardus tigrinus Macho Juvenil Pl Vida livre
Leopardus tigrinus Macho Juvenil Pl Vida livre
Leopardus tigrinus Macho Juvenil Pl Vida livre

Puma yagouaroundi Fémea Adulto CE Vida livre
Puma yagouaroundi Fémea Adulto CE Vida livre
Puma yagouaroundi Fémea Adulto CE Vida livre
Puma yagouaroundi Fémea Adulto CE Vida livre
Puma yagouaroundi Macho Adulto CE Vida livre
Puma yagouaroundi Macho Adulto CE Vida livre
Leopardus pardalis Fémea Adulto CE Vida livre
Leopardus pardalis Fémea Adulto CE Vida livre
Leopardus pardalis Macho Adulto CE Vida livre
Leopardus tigrinus Macho Adulto CE Vida livre
Leopardus tigrinus Macho Adulto CE Vida livre
Leopardus tigrinus Fémea Adulto CE Vida livre
Puma concolor Macho Juvenil MG Vida livre
Leopardus pardalis Macho Juvenil PA Cativeiro

Nota: - MA = Maranhéao, Pl = Piaui, CE = Ceara, MG = Minas Gerais, PA = Para.
- Juvenil = animal com idade estimada menor do que 12 meses.
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4.2 Captura dos animais
Além do objetivo especifico de coleta de material para o presente estudo,
os animais foram capturados e anestesiados com a finalidade de se realizar

exame clinico, vermifugacéo e vacinacao anual.

4.2.1 Contencao fisica dos animais

A contencao fisica foi precedida de jejum aproximado de 24 horas. Os
animais foram capturados com auxilio de dardos anestésicos, cambdes, pucas e/
ou caixas de contencéo.

O método utilizado de contencdo fisica variou de acordo com 0s recintos.
Na maioria das vezes usou-se o0 puca para contencdo fisica (Figura 1). Entretanto,
alguns L. pardalis que se encontravam em gaiolas (temporariamente aguardando
o término da constru¢cdo de recintos proprios), foram contidos com o uso de
cambéo (Figuras 2 e 3). Dois P. yagouaroundi foram contidos com o uso de caixas

de contencéo (Figura 4).

FIGURA 1. Uso de puca em exemplar de Leopardus pardalis fémea localizada no Centro
de Triagem de Animais Silvestres do IBAMA (CETAS/IBAMA) em Sé&o Luis,
MA (fonte: Betina Metzger).
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FIGURA 2. Uso de cambdo em exemplar de Leopardus pardalis fémea localizada no
Centro de Triagem de Animais Silvestres do IBAMA (CETAS/IBAMA) em Sao
Luis, MA (fonte: Betina Metzger).

FIGURA 3. Uso de cambdo em exemplar de Leopardus pardalis macho localizado no
Centro de Triagem de Animais Silvestres do IBAMA (CETAS/IBAMA) em S&o
Luis, MA (fonte: Betina Metzger).
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FIGURA 4. Uso de caixa de contencdo em exemplar de Puma yagouaroundi macho, um
pouco antes do animal ser anestesiado, Zool6gico Sargento Prata, Fortaleza,
CE (fonte: Betina Metzger).
4.2.2 Contencao guimica dos animais

ApoOs adequada contencdo fisica dos animais, estes foram anestesiados
(Figura 5) com a combinacdo dos farmacos Cloridrato de Quetamina a 10%
(Dopalen®, Agribands do Brasil Ltda., Sdo Paulo), na dosagem de 10 mg/kg, e
Cloridrato de Xilazina a 2% (Anasedan®, Agribands do Brasil Ltda., S&do Paulo), na
dosagem de 2mg/kg, ambos utilizados pela via intramuscular. O volume das
drogas aplicadas era inicialmente baseado no peso estimado de cada exemplar e,
se necessario, era adicionado um maior volume de acordo com o peso real aferido

apos pesagem.

FIGURA 5. Exemplar de Leopardus tigrinus adulto macho, logo apds contencao quimica,
no Zoologico Sargento Prata, Fortaleza, Ceara (fonte: Betina Metzger).
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4.3 Exame clinico

Apoés a imobilizacdo quimica, os animais foram examinados e pesados. Os
animais foram pesados e seu estado geral foi avaliado por meio da inspec¢éo de
pele e anexos, palpacdo abdominal, auscultacdo cardio-pulmonar e inspecao da

cavidade oral.

4.4 Coleta das amostras biolégicas

Amostras sanguineas de um a dois mL foram colhidas por meio da
venopuncdo da jugular e/ou braquiocefélica (Figura 6), e transferidas a tubos
contendo EDTA (BD, Vacutainer, New Jersey, USA). Imediatamente apos a coleta
de sangue, foram confeccionados esfregacos sanguineos (quatro no total), tanto
dessas amostras quanto dos vasos auriculares (ponta de orelha), obtidos com o
auxilio de uma lanceta (figura 7). Os esfregacos foram posteriormente fixados em
Metanol por 3 minutos e corados com Wright- Giemsa a 10% por 30 minutos.

As amostras sanguineas foram identificadas e transportadas a uma
temperatura de 4° C até a Universidade Estadual Paulista (IB/ Unesp - campus
Botucatu) e armazenadas em freezer a - 20° C até o momento da extracdo do
DNA.

Os ectoparasitas encontrados foram coletados e fixados em etanol 70%.
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FIGURA 6. Procedimento de venopuncdo da braquiocefdlica de um exemplar de
Leopardus pardalis localizado no Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS/I BAMA) em Sao Luis, MA (fonte: Cristiane Pereira).

FIGURA 7. Procedimento de coleta de gota de sangue capilar, para realizacdo de
esfregaco sanguineo de ponta de orelha, em exemplar de Puma
yagouaroundi localizado no Zooldgico Sargento Prata, Fortaleza, CE (fonte:
Cristiane Pereira).

4.5 Reversao anestésica

Apods o0 exame clinico e coleta de material biolégico, os animais receberam
os farmacos Yoimbina® e Doxapram®, ambos pela via intramuscular, com a
finalidade de reversdo e auxilio na recuperacao anestésica, respectivamente. Os
animais foram mantidos sob observacdo constante até completa recuperacao

anestésica (Figura 8).
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FIGURA 8. Exemplar de Leopardus pardalis ffmea em seu recinto, no Centro de Triagem
de Animais Silvestres (CETAS/ IBAMA), Sao Luis (MA), ap6s completa
recuperacao anestésica (fonte: Betina Metzger).

4.6 Diagnoéstico parasitologico pela técnica de esfregaco sanguineo

Dois esfregacos sanguineos de sangue periférico e dois esfregacos de
sangue capilar de cada exemplar foram examinados sob microscopia Optica, em
aumento de 1000X, para o diagnéstico de hemoparasitos. A observacédo
sistematica desses esfregagcos foi feita aproximadamente em 100 campos
microscopicos (SOARES et al., 2006). Foi usado o sistema computadorizado de
andlises (Leica®) para medir o hemoparasita encontrado, assim como para obter

imagens.

4.7 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada incubando previamente o sangue com a
enzima proteinase K durante 4 horas por 56° C (metodologia previamente descrita
por RUBINI et al., 2005). Posteriormente, o DNA foi isolado a partir de aliquotas
sanguineas de 200ul, empregando o kit GFX® Genomic Blood DNA Purification
(GE Healthcare), seguindo as recomendacdes do fabricante. Cada amostra de
DNA foi eluida em 50 ul de tampéo de TE.
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4.8 Diagnostico molecular de Hepatozoon spp.

4.8.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Um fragmento da regido do gene 18S rRNA foi amplificado utilizando os
oligonucleotideos iniciadores (ou “primers”) Hep F (5-ATA-CAT-GAG-CAA-AAT-
CTC-AAC-3’) e Hep R (5°-CTT-ATT-ATT-CCA-TGC-TGC-AG-3’) (INOKUMA et al.,
2002), que correspondem as sequéncias conservadas de Hepatozoon spp. A
reacao de amplificacéo foi realizada num total de 25 pul, contendo: 10 mM de Tris-
HCl em ph 8.3, 50 mM de KCL, 1 mM de MgCl, (GE Healthcare), 0.2ul de dNTPs,
1.5 U de DNA taqg polimerase (GE Healthcare), 1uM de cada primer e 5 ul do DNA
extraido. O controle negativo da reacdo ndo continha DNA e o controle positivo
usado foi um isolado de Hepatozoon sp. de cdo domeéstico no Brasil,
diagnosticado por Rubini et al. (2005).

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Biometra
thermal cycler (gradiente T), a 94°C por 3 minutos seguidos de 35 ciclos repetidos
de 94°C por 1 minuto, 57°C por 2 minutos e 72°C por 2 minutos, seguidos por uma

extensao final de 72°C por 7 minutos.

4.9 Diagndstico molecular de Piroplasmas

4.9.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A PCR utilizada amplificou fragmentos da regido do gene 18S r RNA, de
293 a 318 pares de base, utilizando os oligonucleotideos iniciadores Bab F (5’-
TGACACAGGGAGGTAGT-3') e Bab R (5- CAACAAAATAGAACCAAAG -3)).
Esse fragmento corresponde as seqiiéncias conservadas do DNA das espécies de
piroplasmas descritas na tabela 2. Esses oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados exclusivamente para amplificarem fragmentos de Babesia spp.,
Cytauxzoon spp. e Theileria sp.

Para o desenho do par de oligonucleotideos, as sequéncias selecionadas
foram alinhadas utilizando-se o programa Clustal X (THOMPSON et al., 1997). A

seguir, com a utillizacdo do programa “Integrated DNA Technology” (IDT)
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(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer) verificou-se a
temperatura de anelamento dos oligonucleotideos, além da formacao de possiveis
dimeros e “hairpins”.

A reacédo de amplificacdo foi padronizada para um volume final de 25 pL,
contendo: 1 x Go Taq Colorless Mastermix (Promega®), 10 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador, 1 pl MgCl, 50 mM (Invitrogen®), 5 uL da amostra de
DNA extraido e agua ultrapura (MilliQ®) g.s.p..

As reacodes de PCR foram realizadas usando o termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf®, EUA) com os ciclos de temperatura programados para 95
°C por 5 minutos, 52 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos, seguidos por 35 ciclos
repetidos de 94°C por 30 segundos, 52 °C por 20 segundos e 72 °C por 20
segundos, com uma temperatura de extenséo final de 72 °C por 7 minutos.

Em todas as reacgdes foi utilizado um controle negativo através da
substituicdo do DNA da amostra por agua ultrapura (MilliQ®). O controle positivo
consistiu de um isolado de Babesia canis vogeli de cado doméstico no Brasil,
diagnosticado por Lopes (2008) e também de um isolado de Babesia canis rossi,
cedido pelo Professor Adjunto Jodo Pessoa Araujo Junior, do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias, Unesp-Botucatu. As
amostras utilizadas como controle positivo foram previamente sequienciadas

geneticamente, confirmando a especificidade da técnica.

TABELA 2. Espécies de piroplasmas, com seus respectivos ndmeros de acesso no
GenBank, que foram utilizadas para o alinhamento, sendo este uma das
etapas para a construcdo de oligonucleotideos iniciadores que amplificam
fragmentos da regido do gene 18S r RNA, respectivos as sequéncias
conservadas de Babesia spp., Cytauxzoon spp. e Theileria sp.

Espécie N° Genbak Espécie N° Genbak

Babesia canis vogeli Brazil AY371196 Babesia canis canis Europa  AY072926

Babesia Okinawa AYO077719 Babesia felis AF965742
Babesia canis vogeli USA AY371198 Babesia leo AF244912
Babesia canis vogeli Egypt AY371197 Gato Brasil EF636702



Babesia canis canis Russia
Babesia canis canis Europa
Babesia sp.
Babesia rodhaini
Babesia gibsoni
Babesia sp.
Babesia sp. okinawa
Babesia sp. israeli

Babesia microti

AY649326
AY072926
AF244914
M87565.1
AF175300
AF396748
AF271082
AY272047
ABO71177

Babesia felis
Babesia sp.
Babesia canis vogeli
Babesia okinawa
Babesia canis canis
Babesia canis vogeli
Theileria sp.
Cytauxzoon felis

Cytauxzoon felis

AF244912
AF244913
AY072925
AY077719
AY072926
DQ439545
DQ866842
AF399930
L19080

4.10 Diagnostico molecular de hemoplasmas
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4.10.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase associada a Analise do

Comprimento do Fragmento Polimérfico (PCR- RFLP)

A PCR-RFLP é uma PCR associada a acdo de enzimas de restricdo nos

fragmentos amplificados.

A PCR utilizou os oligonucleotideos iniciadores HBT-F e HBT-R (CRIADO-
FORNELIO et al.,, 2003b), cujas sequéncias estdo descritas na Tabela 3. Essa

reacao amplificou fragmentos da regido do gene 16S r RNA, de 595 pares de base

(pb) para M. haemofelis e 618 pb para ‘Candidatus M. haemominutum’.

TABELA 3. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores HBT-F e HBT-R

Oligonucleotideos iniciadores

Seqtiéncia (5’-3’)

HBT-F
HBT-R

ATA CGG CCCATATTC CTACG
TGC TCC ACC ACT TGT TCA

Fonte: Criado-Fornelio et al., 2003b.

A reacéo foi padronizada para um volume final de 50 uL com 1 x de Go Taq

Green mastermix (Promega®), 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 10 uL

de DNA extraido e &gua ultrapura (MilliQ®) g.s.p. O controle negativo da reagéo
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nao continha DNA e o controle positivo foi um isolado de M. haemofelis de gato
domeéstico no Brasil, cedido pelo Dr. Thiago Neves Batista, do Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Biociéncias da Unesp-Botucatu. O controle positivo foi
previamente sequenciado confirmando a especificidade da técnica.

As reacdes de PCR foram realizadas usando o termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf®, EUA) com os ciclos de temperatura programados para 94
°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos repetidos de 95 °C por 30 segundos, 60
°C por 30 segundos e 72 °C também por 30 segundos. Além de um ciclo final de

72 °C por 10 minutos para a extenséo final.

Apos a PCR e a visualizagdo dos produtos amplificados pela eletroforese,
foi realizada uma digestdo dos produtos amplificados com duas enzimas de
restricdo, com a finalidade de distinguir entre duas espécies de hemoplasmas
felinos: M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ (CRIADO-FORNELIO et
al, 2003b). As endonucleases utilizadas foram: Haelll (Invitrogen®), que promoveu
um corte de trés fragmentos (92, 203 e 301 bp) em M. haemofelis e nenhum corte
em ‘Candidatus M. haemominutum’, e a EcoRl (Invitrogen®), que cortou
‘Candidatus M. haemominutum’ em dois fragmentos (269 e 349 bp) e néo cortou o
M. haemofelis (figura 9).

Para se obter uma acédo ideal de ambas as enzimas seguiu-se o0 protocolo
proposto por Davis (1994) com modificacdes, adicionando-se a 15 uL de DNA
extraido, 1uL da enzima e 1,6 uL do tampédo 10X de cada enzima (Invitrogen®).
Apds homogeneizacdo em vortex as amostras foram mantidas em banho-maria a

37 °C por uma hora.
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FIGURA 9. Figura ilustrativa da acdo das enzimas de restricdo Hae Ill e Eco RI sobre
os produtos amplificados de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ (fonte: Dr. Thiago Neves Batista).

4.10.2 Nested- PCR

Com a finalidade de verificar a possivel ocorréncia de co-infec¢cdes pela
espécie ‘Candidatus M. turicensis’ que ndo pode ser diferenciada pela PCR- RFLP
feita anteriormente foi feita uma Nested- PCR para cada uma das trés espécies de
hemoplasmas felinos, segundo protocolo descrito por Fujihara et al. (2007).

A PCR amplificou fragmentos da regido do gene 16S r RNA, de 616 pares
de base (pb) para M. haemofelis, 654 pb para ‘Candidatus M. haemominutum’ e
de 559 pb para ‘Candidatus M. turicensis’. Os oligonucleotideos iniciadores

usados na primeira reacao da Nested- PCR estao descritos na Tabela 4.
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TABELA 4. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na primeira
fase da reacdo de Nested-PCR para hemoplasmas felinos.

Oligonucleotideos Seqiiéncia (5- 3')

iniciadores
Mhfe F1 TTAATG CTG ATG GTATGC CT
Mhfe R1 TGC TTAATT CCG AAACTC CC
Mhmn F1 GAT TAATGC TGG TGG TAT GC
Mhmn R1 CAT TGA ATT CCAGTATCT CC
Mtrc F1 GAA CTG TCC AAAAGG CAGTT
Mtrc R1 TGA ATAGTATTC GGC ACA AA

Fonte: Fujihara et al., 2007.

A reacao de amplificacao foi realizada em 25 pl, contendo: 10 mM de Tris-
HCl em pH 8,3; 50 mM de KCL; 2,5 ul de 10 X tampéo; 1 U de DNA Taq
polimerase (GE Healthcare); 4 pl de 2,5 mM de dNTP (trifosfato de
desoxiribonucleotideos); 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador; 2,5 pl do
DNA extraido e agua ultra-pura (MilliQ®) g.s.p. O controle negativo da reacdo nao
continha DNA e o controle positivo usado foi 0 mesmo isolado de M. haemofelis de
gato doméstico previamente usado na PCR-RFLP.

As reagodes de PCR foram realizadas usando o termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf®, EUA) com os ciclos de temperatura programados para: 94
°C por 1 minuto, seguido por 30 ciclos repetidos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C
por 2 minutos e 72 °C por 1 minuto, com uma temperatura de extenséo final de
72°C por 5 minutos.

A Nested- PCR amplificou fragmentos de 272 pb para M. haemofelis, 403
pb para “Candidatus” M. haemominutum e de 319 pb para “Candidatus” M.
turicensis. Os oligonucleotideos iniciadores usados na Nested - PCR estdo

listados na Tabela 5.
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TABELA 5. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na Nested-PCR

Oligonucleotideos iniciadores

(Nested-PCR) Sequéncia (5- 3')

Mhfe F2 GAT TAATC CCC ATA GGA AG

Mhfe R2 ACT ATC ATAATT ATC CCT CG
Mhmn F2 TAC TCT CTT AGT GGC GAA CG
Mhmn R2 AAT CAAGGC TTAATCATTTC
Mtrc F2 TAATGT CCT ATAGTATCCTC
Mtrc R2 TGC TGT CACTTATTC AGA GG

Fonte: Fujihara et al., 2007.

Essa reacado teve um volume final de 25 ul, sendo utilizado 0,5 ul do produto
amplificado pela PCR. Os componentes dessa reacdo foram iguais aos da
primeira reacdo (PCR) diferenciando-se apenas pelos oligonucleotideos
iniciadores utilizados. A programacdo dos ciclos das temperaturas também foi
igual ao da PCR.

Entretanto, os cuidados com a esterilizacdo e a manipulacdo a fim de se
evitar a contaminacdo com o0s produtos previamente amplificados (ou
“amplicons”), que também €& conhecida como “carry over”, foram muito mais
exacerbados e rigorosos quando comparados aos cuidados da PCR.

As reacdes foram preparadas em sala especifica para manipulacdo de
reagentes da PCR, previamente esterilizada por 30 a 40 minutos (ao invés de 15
minutos), com o uso de ultravioleta e hipoclorito de sédio a 10% em todas
superficies e equipamentos utilizados. O tratamento com ultravioleta incluiu luvas
de procedimento, tubos e microtubos de PCR, ponteiras de filtro e pipetas. Os
produtos da PCR foram manipulados no interior de capela de fluxo laminar,
previamente esterilizada como ja descrito.

A manipulacdo de todos os reagentes e produtos da PCR foi feita com
extrema cautela; microtubos contendo produtos de PCR permaneciam sempre
tampados e eram abertos somente no momento da pipetagem. Apés a

manipulagdo com cada tubo, as luvas eram imediatamente borrifadas com
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hipoclorito de s6dio a 10% e secas com gases estéreis. Eram usados somente
microtubos de 0,2 ul individuais e ndo em conjunto de oito (ou “strips”), como
geralmente usado em outras reacdes. Os tubos contendo produto da PCR
permaneciam dispostos bem distantes uns dos outros, e em suporte diferente do
suporte contendo os novos microtubos. Cada reagdo continha um namero
reduzido de amostras (méximo de 15) possibilitando essa distancia e uma maior
cautela na manipulacao.

Além disso, foram sempre utilizados trés controles negativos que nao
continham DNA, cada qual referente a um par de oligonucleotideo iniciador, para
cada espécie de hemoplasma felino.

4.11 Eletroforese em gel de agarose

Aliquotas de 8 pl de cada produto obtido na amplificacdo pelas técnicas
moleculares utilizadas foram analisadas em gel de agarose a 1,5%, corado com
brometo de etidio (1 ug/mL). A eletroforese ocorreu a 80V por 30 minutos em
tampéo de TAE e a visualizacdo dos produtos se deu utilizando um transluminador
UV. Os fragmentos amplificados foram estimados comparativamente com
marcadores de DNA (peso molecular) de 100 pares de bases (Invitrogen®). Foram
considerados positivos os fragmentos que apresentaram banda de tamanho
especifico e compativel com o produto amplificado por cada reacdo. As imagens
obtidas foram documentadas utilizando-se equipamento de fotodocumentacéo
(Major Science UVDI ®).

4.12 Sequenciamento

O restante dos produtos foi purificado utilizando-se a enzima ExoSAP® IT
(GE Healthcare), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacdo de
purificacdo se deu em termociclador (Invitrogen®), durante 1 hora a 37° C seguido
de 20 minutos a 80° C.
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O sequenciamento dos produtos amplificados pela PCR foi feito usando o
“ABI Prism BigDye® v.3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). A reacao de amplificacdo continha 4 ul de DNA purificado combinado
com 3.2 pmol de oligonucleotideo (sense ou anti-sense), juntamente com 2 pul de
BigDye ™ e 6 pl de tamp&do 5X (400 mM Tris-HCL ph 9,0, 10 mM MgCly),
totalizando uma reagao de volume final de 20 pl.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador
Whatman Biometra® (T Gradient) com os ciclos de temperatura programados
para: 40 ciclos de 96 ° C por 10 segundos, 50 © C por 5 segundos, 60 ° C por 4
minutos, com rampa de 1 ° C/ segundo, como recomendado pelo fabricante.

Apos a reacdo de sequenciamento, foi realizada a precipitacdo do DNA
amplificado. Adicionou-se de 80 pl de isopropanol a 65% em cada reacdo, em
seguida as amostras foram encubadas por 25 minutos em temperatura ambiente e
centrifugadas a velocidade de 10.500 rpm por 20 minutos a 23 ° C. O isopropanol
foi removido invertendo-se os tubos em papel toalha e adicionou-se 200 pl de
etanol a 70%. As amostras foram encubadas por 5 minutos em temperatura
ambiente e centrifugadas por mais 5 minutos a velocidade de 10.500 rpm a 23 ° C.
Desprezou-se todo etanol com o auxilio de uma micropipeta e as amostras foram
encubadas por 1 hora, para secagem completa, em temperatura ambiente e local
escuro. Posteriormente, o DNA foi eluido em 2 pl de tampéo de amostra contendo
Hi-Di'™ (Applied Biosystems) e Loading buffer (25 mM EDTA pH 8,0 contendo 50
mg/ml Blue Dextran; 5:1).

No momento prévio a aplicagao no sequenciador “ABlI PRISM® 377 DNA
Sequencer” (Applied Biosystems, EUA), as amostras foram aquecidas a 95 ° C por
5 minutos e rapidamente transferidas para o gelo. Pelo menos dois produtos de
PCR de diferentes amplificacbes foram seqienciados em duplicata em ambas
direcOes para cada infeccéo.
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4.13 Analise filogenética

As seqUéncias consensos foram obtidas através da analise das sequéncias
senso e antisenso utilizando o] programa MERGER

(http://bioweb.pasteur.fr/segana/alignment/intro-uk.html). O programa CLUSTAL W

(THOMPSON et al., 1997) foi usado para o alinhamento. As sequéncias foram
submetidas a pesquisa de homologia com outras sequéncias depositadas no

GenBank, utilizando-se o programa BLASTn (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Posteriormente, as sequéncias foram sujeitas a analise filogenética com o uso do
software Molecular Evolutionary Genetics (MEGA, version 3.0) (KUMAR et al.,
2004).

O método de Neighbor-Joining (NJ) foi usado para a construcdo da arvore
filogenética (SAITOU e NEI, 1987) usando a distancia gamma (modelo de
parametro Kimura 2), com o parametro de gamma sendo a = 1. O teste de
“boostrap” com 1000 replicacbes foi aplicado para estimar a confianca dos
“branching patterns” da arvore (FELSENSTEIN, 1985). Nodos com valores de
“boostrap” inferiores a 50% nao foram mostrados ja que eles ndo apdiam o teste.

Os isolados usados para construir a arvore filogenética de Hepatozoon sp.,

Cytauxzoon felis e hemoplasmas estéo na Tabela 6, 7 e 8, respectivamente.


http://bioweb.pasteur.fr/seqana/alignment/intro-uk.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

TABELA 6. Espécies de protozoarios utilizados para construcao da arvore filogenética de

Hepatozoon sp. e seus respectivos niimeros de acesso no GenBank.

Espécie N° Genbak Espécie N° Genbak
Hepatozoon sp. (Spainl- AY 620232 : Hepatozoon canis (Brazil cat -1) DQ 315565
domestic cat) i
Hepatozoon sp. (Spain 2- AY 628681 Hepatozoon canis (Brazil cat- DQ 315566
domestic cat) ; 2)
Hepatozoon canis (Fukuoka)  AF 418558 : Hepatozoon canis (Brazil DQ 198378
HEP-4)
Hepatozoon canis (Spain 1-  AY 150067 : Hepatozoon canis(Brazil HEP- DQ 198379
fox) | 16)
Hepatozoon americanum AF 176836 : Hepatozoon sp. (bank- vole 1) AY 600626
Hepatozoon sp. (Brazill- EU 028344 : Hepatozoon sp. (bank- vole 2)  AY 600625
Hepatozoon neotropical felid i
isolate 1) :
Hepatozoon sp.(Brazil 2- EU 267606 : Hepatozoon cateshianae AF 176836
Hepatozoon neotropical felid i
isolate 2) :
Babesia rodhaini M 87565 :

TABELA 7. Espécies de protozodrios utilizados para construgdo da arvore filogenética de

Cytauxzoon felis e seus respectivos numeros de acesso no GenBanK

Espécie N° Genbak Espécie N° Genbak
Babesia felis AF244912 Cytauxzoon felis - Puma EU376526.1
concolor
Babesia canis vogeli EF636702.1 Cytauxzoon sp. - Felis catus AY309956.1
Cytauxzoon felis - Leopardus DQ382277.1 Babesia canis rossi DQ111760.1
tigrinus
Cytauxzoon felis - Panthera EU376527.1 Cytauxzoon felis - Leopardus EU376525.1

onca

pardalis
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TABELA 8. Espécies de protozodrios utilizados para construgdo da arvore filogenética de
hemoplasmas felinos e seus respectivos nimeros de acesso no GenBank

Espécie N° Genbak Espécie N° Genbak
‘Candidatus Mycoplasma DQ825448.1 ‘Candidatus Mycoplasma  DQ825440.1
turicensis’ - Leopardus haemominutum’ — Leopardus
pardalis wiedi
Mycoplasma haemofelis - Felis EU930823 ‘Candidatus Mycoplasma DQ825439.1
catus Brazil haemominutum’ — Leopardus
tigrinus
‘Candidatus Mycoplasma AY150979.1
haemominutum’ - Felis catus —
SA (South Africa)

4.14 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada nos programas computacionais Minitab
Release - versdo 13.0 e GraphPad Instat - versdo 3.06. As variaveis analisadas
foram: sexo, idade, espécies de felideos, origem (Estado) e sensibilidade
diagndstica entre as técnicas usadas.

Para tabelas de contingéncia 2 x 2 utilizou-se o Teste Exato de Fisher
(quando a frequéncia esperada nas células foi < 5) ou o Teste de Qui-quadrado
(quando a frequéncia esperada nas células foi = 5). Para as tabelas de
contingéncia 3 x 2 foi usado o Teste de Qui-quadrado. Em ambos os testes as

diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.



o1

5. RESULTADOS



52

5. RESULTADOS

5.1 Exame clinico e presenca de ectoparasitas

O exame clinico revelou que 90,3% (28/31) dos animais ndo apresentaram
sinais sugestivos de enfermidades, apresentando condicdes corpéreas
consideradas de regulares a boas, pelames de aspectos saudaveis, mucosas
oculares e orais normocoradas. Nesses animais foram observados apenas graus
leves de deposicdo de tartaro e, em apenas um felideo, a perda de um dente
incisivo.

Entretanto, trés animais (3/31- 0,7%) apresentaram 0s seguintes sinais
clinicos; um exemplar de P. yagouaroundi, fémea, adulta, proveniente do Ceara,
apresentou mucosas hipocoradas e extensa rarefacao pilosa (Figura 10); um outro
exemplar de P. yagouaroundi, macho, adulto, proveniente do mesmo estado,
apresentou intensa gengivite e por fim, um exemplar de P. concolor, macho,
juvenil, recém capturado da natureza, proveniente de Minas Gerais, apresentou
grau leve de desidratacdo, mucosas hipocoradas e ma condicdo corporea
(magreza).

Em relacdo a presenca de ectoparasitas, estes foram encontrados somente
em 9,7% (3/31) dos exemplares. O P. yagouaroundi supramencionado e um
exemplar da mesma espécie apresentaram infestacbes macicas por pulgas
(Figura 11), além do exemplar de P. concolor que apresentou alta infestacao por

carrapatos. Os ectoparasitas ndo foram identificados.
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FIGURA 10. Exemplar de Puma yagouaroundi fémea apresentando rarefagédo pilosa em
grandes extensdes do corpo. Animal localizado no Zooldgico Sargento Prata
em Fortaleza, Ceard (fonte: Betina Metzger).

FIGURA 11. Exemplar de Puma yagouaroundi fémea apresentando rarefagdo pilosa em
grandes extensdes do corpo com intensa infestacdo de pulgas. Animal
proveniente do Zooldgico Sargento Prata, Fortaleza, CE (fonte: Betina
Metzger).

5.2 Diagnéstico parasitolégico pela técnica de esfregaco sanguineo

A observacao do esfregaco sanguineo sob microscopia optica revelou que,
dos 31 felideos neotropicais examinados, somente dois animais apresentaram
hemoparasitas (2/31-6,45%). Um exemplar (3,2%) de L. pardalis (fémea adulta
proveniente do Maranhdo) apresentou um Unico gamonte de Hepatozoon sp.
parasitando um leucdcito. Esse gamonte foi encontrado em esfregaco de sangue
capilar (proveniente de vaso auricular) e apresentava formato oval, citoplasma de
aparéncia homogénea, capsula visivel e nacleo grande deslocado para uma das
extremidades. Suas medidas foram: 7,43 um de comprimento, 4,23 um de largura

e 26,95 um de area (Figura 12).
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FIGURA 12. Gamonte de Hepatozoon sp. em neutrdfilo de um exemplar fémea de
Leopardus pardalis (proveniente do Maranh&o), visualizado em esfregaco
sanguineo corado por Giemsa a 10% (fonte: Betina Metzger).

Outro exemplar, o macho juvenil de P. concolor, apresentou diversas
inclusdes eritrocitarias de piroplasmas (Figura 13) em esfregaco sanguineo de
veia jugular (nesse exemplar néo foi realizado esfregaco de sangue capilar).

A pesquisa de organismos morfologicamente e tintorialmente sugestivos de

hemoplasmas demonstrou-se negativa.

FIGURA 13. Fotomicrografia de diversas inclusGes eritrocitarias de piroplasmas
(indicados pelas setas) em esfregaco sanguineo, corado por Giemsa a
10% (aumento de 1000X), de um exemplar de Puma concolor juvenil,
macho, recém capturado da natureza, proveniente de Minas Gerais
(fonte: Betina Metzger).
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5.3 Diagnostico molecular de Hepatozoon spp.

5.3.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
Utilizando-se a PCR, das 31 amostras analisadas, 16,1% (5/31) foram

positivas para Hepatozoon spp., inclusive a amostra do animal positivo no
esfregaco sanguineo (1/31). O fragmento de amplificacao tinha aproximadamente
625 pares de bases (Figura 14). Dos cinco animais positivos, quatro (80% - 4/5)
eram L. pardalis adultos (uma fémea e um macho do Maranh&o e duas fémeas do

Ceard) e um (20% - 1/5) era L. tigrinus (macho adulto do Ceara) (Tabela 9).

| i

Hep =.‘ : — (= "~ e -

FIGURA 14. Visualizacdo da amplificagdo dos produtos da PCR do fragmento do gene
18S rRNA de Hepatozoon sp., apos eletroforese em gel de agarose. Colunas
1, 2, 3, 5 sdo positivas para Hepatozoon sp. Coluna 4 € uma amplificacéo
negativa. PO é o controle positivo de Hepatozoon sp. NO é o controle
negativo da reacao. PM é o marcador de peso molecular (de 250 pares de
base) (Invitrogen®).
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TABELA 9. Ocorréncia de hemoparasitas em felideos neotropicais nascidos em vida livre,
diagnosticados pela utilizacdo de técnicas moleculares e pela técnica da visualizacdo em

esfregaco sanguineo. Os animais estdo listados em relacdo a espécie, sexo, idade
estimada e origem.

Hemoplasmas Felinos Hepatozoon spp. Piroplasmas Hemoparasitas

Espécie Sexo ldade Origem

PCR-RFLP Nested-PCR PCR PCR Esfregaco

sanguineo
Leopardus pardalis M  Adulto MA - Mhf - - -
Leopardus pardalis M  Adulto MA CMhm CMhm - - -
Leopardus pardalis M  Adulto MA CMhm CMhm - - -
Leopardus pardalis M  Adulto MA - - + - -
Leopardus pardalis F  Adulto MA - - - - -

Leopardus pardalis F  Adulto MA  Mhf/CMhm Mhf/ CMhm + - Hepatozoon sp.

Leopardus pardalis F  Adulto MA  Mhff CMhm Mhf/ CMhm - - -
Leopardus wiedii F Adulto MA - Mhf - - -
Leopardus tigrinus M Juvenil MA - - - - -
Leopardus tigrinus ~ F  Juvenil MA - - - - -
Pumayagouaroundi F  Adulto MA CMhm CMhm - - -
Puma yagouaroundi M Juvenil MA - - - - -
Leopardus tigrinus F  Juvenil Pl - - - - -
Leopardus tigrinus F  Juvenil Pl - - - - -
Leopardus tigrinus M Juvenil Pl - - - - -
Leopardus tigrinus M Juvenil Pl - - - - -
Leopardus tigrinus M Juvenil Pl - - - - -
Pumayagouaroundi M Adulto CE - - - - -
Pumayagouaroundi M Adulto CE - Mhf - - -
Pumayagouaroundi F Adulto CE - - - - -
Pumayagouaroundi F Adulto CE - - - - -
Pumayagouaroundi F Adulto CE - - - - -
Pumayagouaroundi F Adulto CE - - - - -
Leopardus pardalis M  Adulto CE  Mhf/fCMhm Mhf/ CMhm - - -
Leopardus pardalis F  Adulto CE - - + - -
Leopardus pardalis F  Adulto CE CMhm CMhm + - -
Leopardus tigrinus M Adulto CE - Mhf + - -
Leopardus tigrinus M Adulto CE - - - - -
Leopardus tigrinus F Adulto CE - - - - -

Puma concolor M Juvenil MG - Mhf - + Piroplasmas
Leopardus pardalis M Juvenil PA - - - - -

Nota: -M = Macho; F = Fémea
- Juvenil = animal com idade estimada menor do que 12 meses.
- MA = Maranhéo, PI = Piaui, CE = Ceara, MG = Minas Gerais, PA = Para.
- Mhf = Mycoplasma haemofelis, CMhm = ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’.
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5.4 Diagnostico molecular de Piroplasmas

5.4.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Utilizando-se a PCR, nas 31 amostras sanguineas, somente uma (1/31;
3,2%) foi positiva para piroplasma (Tabela 9). Essa amostra pertence ao exemplar
juvenil de P. concolor que também apresentou piroplasmas visualizados no
esfregaco sanguineo. Como o fragmento de amplificacdo tinha tamanho
levemente maior do que o fragmento amplificado das amostras de B. canis vogeli
e B. canis rossi, utilizadas como controles positivos, houve uma alta indicacao de
que se tratava de Cytauxzoon sp.. Deve ser ressaltado que os oligonucleotideos
iniciadores utilizados na PCR foram desenhados para amplificarem fragmentos de
293 a 318 pares de base, equivalentes, respectivamente, a B.canis e Cytauxzoon
sp. (Figura 15).

Cytauxzoon sp. —*

FIGURA 15. Visualizagcdo da amplificacdo dos produtos da PCR dos fragmentos do gene
18S rRNA de Cytauxzoon sp., Babesia canis rossi e Babesia canis vogeli,
apos eletroforese em gel de agarose. Coluna 1 é positiva para Cytauxzoon
sp., colunas 2 e 3 sdo controles positivos, respectivamente, para Babesia
canis rossi e Babesia canis vogeli. PM é o marcador de peso molecular, de
100 pares de base (Amersham, Biosciences®). NO é o controle negativo da
reacao.
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5.5 Diagnéstico molecular de hemoplasmas

55.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase associada a Analise do

Comprimento do Fragmento Polimérfico (PCR- RFLP)

Pela técnica de PCR-RFLP foram diagnosticados sete animais positivos
para hemoplasmas felinos (22,6% - 7/31), sendo seis L. pardalis (19,35% - 6/31) e
um P. yagouaroundi (3,22% - 1/31). Dentre os seis L. pardalis (6/31) positivos,
dois L. pardalis estavam também co-infectados com Hepatozoon sp. (Tabela 9). O

fragmento amplificado tinha aproximadamente 650 pares de base (Figura 16).

1 2 3 4 PO NO PM

Figura 16. Visualizagdo da amplificacdo dos produtos da PCR dos fragmentos do gene
16S rRNA de hemoplasmas felinos apos eletroforese em gel de agarose.
Coluna de 1 a 4 sao amplificacdes positivas para hemoplasmas felinos. PO é
o controle positivo. NO é o controle negativo da reacdo. PM é o marcador de
peso molecular, de 100 pares de base.

A acdo das enzimas ECO- R1 e HAE lll nos produtos amplificados pela
PCR revelou que, dos sete exemplares positivos (7/31- 22,5%), trés L. pardalis
(3/7- 42,86%) apresentavam co-infecgdo por ambos M. haemofelis e ‘Candidatus
M. haemominutum’ (fragmentos amplificados sofreram a acdo de ambas enzimas)
e 0s outros quatro animais (trés L. pardalis e um P. yagouaroundi) (4/7- 57,1%)

apresentavam-se infectados somente com ‘Candidatus M. haemominutum’
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(fragmentos amplificados sofreram agéo exclusiva da ECO R1) (Figura 17; Tabela
9).

Amostral Amostra 2 Amostra 3 Amostra4 PM

Amostra 5 Amostra6 Amostra/7 PM

FIGURA 17. Foto do gel de agarose a 1,5% visualizado em transluminador ultra-violeta
apos a realizagdo da PCR - RFLP nas sete amostras positivas para
hemoplasmas felinos.

Na Figura 17 cada amostra € composta por 3 colunas, sendo que na
primeira coluna de cada amostra encontra-se o produto de PCR sem ser
submetido a acdo das enzimas de restricdo. Na segunda coluna visualiza-se o
produto sob acdo da enzima ECO RI, e na terceira coluna, sob acdo da HAE Ill.
Amostras 1, 3 e 6 observa-se acao de ambas ECO RI e HAE lll, demonstrando co-
infeccdo por M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’. A acédo exclusiva
pela enzima ECO R1 nas amostras 2, 4, 5 demonstra infeccdo Unica por
'Candidatus M. haemominutum’. PM é o marcador de peso molecular de 50 pares

de base (Invitrogen®).
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5.5.2 Nested - PCR

Foram amplificados fragmentos de 283 e 374 pares de base, referentes

respectivamente ao M. haemofelis e ao ‘Candidatus M. haemominutum’, em um
total de 12 exemplares (12/31- 38,7%) (Figura 18; Tabela 9). Diagnosticou-se um
exemplar de cada uma das espécies L. pardalis, L. wiedii, L. tigrinus, P.
yagouarondi e P. concolor com infeccdo Unica por M. haemofelis; trés L. pardalis e
um P. yagouaroundi com infec¢gdo unica por ‘Candidatus M. haemominutum’; e
trés L. pardalis com co-infeccdo por ambos M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’. Ressalta-se que a Nested - PCR diagnosticou e confirmou a
natureza de todos os sete hemoplasmas diagnosticados anteriormente pela PCR -
RFLP. Os outros cinco animais apresentaram infeccdo Unica por M. haemofelis.

Nenhum animal apresentou-se infectado por ‘Candidatus M. turicensis’.

FIGURA 18. Visualizacdo da amplificacdo dos produtos da NESTED- PCR da amostra
referente a um exemplar de Leopardus pardalis apés eletroforese em gel de
agarose. Coluna 1 é uma amplificacao de Mycoplasma haemofelis, coluna 2
€ uma amplificagdo de “Candidatus” Mycoplasma haemominutum e coluna 3
€ uma amplificacao negativa de “Candidatus” Mycoplasma turicensis. PO é o
controle positivo de Mycoplasma haemofelis. NO;, NO, e NO3; sé@o controles
negativos de Mycoplasma haemofelis, “Candidatus” Mycoplasma
haemominutum e “Candidatus” Mycoplasma turicensis, respectivamente. PM
€ 0 marcador de peso molecular, de 100 pares de base.



61

5.6 Sequenciamento e Analise Filogenética

5.6.1 Hepatozoon sp.

Apoés o sequenciamento de todos os isolados encontrados, quatro isolados
(trés jaguatiricas e um gato do mato pequeno) apresentavam seqiéncias de
Hepatozoon sp. idénticas entre elas. O outro isolado (da jaguatirica fémea do
Ceard, coincidentemente o mesmo animal em qual esfregaco sanguineo foi
encontrado o gamonte de Hepatozoon sp.), apresentou uma diferenca de base

representada pela transversdo T — C para com os demais isolados.

A arvore construida (Figura 19), usando Babesia rodhaini como grupo
externo, mostrou dois grupos irmdos. Um desses grupos demonstrou ser
constituido pelos isolados de H. canis (H. canis de ambos cdes e gatos
domésticos e raposas), enquanto o outro grupo incluiu espécies de roedores,
gatos domeésticos e felideos neotropicais.

As sequéncias de nucleotideos dos isolados de Hepatozoon dos felideos
neotropicais mostraram 98% de similaridade com as sequéncias de H. felis, de
gatos domésticos na Espanha, e tiveram seus numeros de acesso no GenBank
registrados como: isolado-1 EU 28344 e isolado-2 EU 267606.

Esses isolados também apresentaram similaridade com os isolados de
roedores na Espanha (“bank vole”) e com H. americanum de um c&o nos Estados

Unidos.
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100 | Hepatozoon sp (Spain 1-domestic cat)

52 Hepatozoon sp (Spain 2-domestic cat)

Hepatozoon sp (Brazil 1-neotropical felid)

941 'Hepatozoon sp (Brazl 2-neotropical felid)
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|' Hepatozoon sp (bank vole 2)
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. canis (Brazil cat2)

. canis (Fukuoka)

100|H. canis (Brasil HEP4)
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FIGURA 19. Relacdo filogenética dos isolados de Hepatozoon spp. detectados em
felideos neotropicais do Brasil, baseada nas variagcbes da sequéncia de
DNA do gene 18S rRNA. Filograma obtido usando o método de Kimura- NJ
com 14 espécies/isolados de Hepatozoon. Babesia rhodaini foi escolhida
como grupo externo. Os numeros ao lado dos “nodos” indicam indice de
consisténcia dos ramos (“boostrap”).

5.6.2 Cytauxzoon sp.

O sequenciamento do produto amplificado da amostra de P. concolor, que
se apresentou positivo em lamina para piroplasmas, demonstrou ser C. felis.

A arvore construida (Figura 20) mostrou uma alta similaridade genética
entre o isolado identificado nesse estudo e em diferentes amostras de C. felis
identificadas no Brasil por André et al. (2009). Os isolados de Cytauxzoon spp.
apresentaram-se em um ramo separado dos isolados de diferentes espécies de

Babesia. Essa diferenciacdo entre esses piroplasmas ja havia sido observada
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durante a fase de amplificagéo dos produtos de PCR que apresentaram tamanhos
diferenciados.

As sequéncias de nucleotideos do isolado de C. felis mostraram
similaridade genética de 100% com a sequéncia de C. felis de P. onca, 98% com
C. felis de L. tigrinus, 97% com C. felis de um outro P. concolor e 91% com C. felis

de um F. catus.

8 Cytauxzoon felis “L. tigrinus”
54 | ' Cytauxzoon felis “L. pardalis”
100 Cytauxzoon felis “Puma concolor’
100 Cytauxzoon felis “Panthera onca”

93— Cytauxzoon felis “Puma concolor’ MG
Cytauxzoon sp.
Babesia felis

Babesia canis vogel
93 Babesia canis rossi

0.02

FIGURA 20. Relacdo filogenética do isolado de Cytauxzoon felis detectado em um
exemplar juvenil macho de Puma concolor, proveniente de Minas Gerais,
baseada nas variacdes da sequéncia de DNA do gene 18S rRNA.
Filograma obtido usando o método de Kimura- NJ com seis
espéciesl/isolados de Cytauxzoon e trés de Babesia. Os numeros ao lado
dos “nodos” indicam indice de consisténcia dos ramos (‘boostrap”). MG=
Minas Gerais.

5.6.3 Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’

Foram sequenciados cinco produtos provenientes de quatro felideos
positivos para hemoplasmas pela PCR- RFLP e/ou Nested- PCR: um L. pardalis
proveniente do Maranhédo, co-infectado por M. haemofelis e ‘Candidatus M.

haemominutum’ (positivo por ambas técnicas moleculares), um L. wiedii, também
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do Maranhéo, infectado por M. haemofelis (positivo somente pela Nested-PCR),
um L. tigrinus, proveniente do Ceara, infectado por M. haemofelis (positivo apenas
pela Nested-PCR), e um L. pardalis, também do Ceara, infectado por ‘Candidatus
M. haemominutum’ (positivo por ambas técnicas).

A arvore construida (Figura 21) mostrou que todos os isolados de M.
haemofelis e a maioria de todos os isolados de ‘Candidatus M. haemominutum’
encontraram-se em ramos separados na arvore filogenética, com 100% de
separacao entre os ramos. Apenas um isolado de ‘Candidatus M. haemominutum’
de L. pardalis proveniente do Ceara apresentou-se separado dos demais ramos, e
demonstrou maior similaridade genética com os isolados de M. haemofelis.

As sequéncias de nucleotideos dos isolados de M. haemofelis mostraram
100% de similaridade genética com um isolado de M. haemofelis de F. catus no
Brasil, e 92% de similaridade genética com ‘Candidatus M. turicensis’ de um L.
pardalis. O isolado de ‘Candidatus M. haemominutum’, proveniente de um L.
pardalis do Maranh&do, mostrou 94% de similaridade genética com o isolado de F.
catus da Africa do Sul e 98% com ‘Candidatus M. haemominutum’ de um exemplar
de L. wiedii e de L. tigrinus, ambos do Brasil. No entanto, o isolado de ‘Candidatus
M. haemominutum’, proveniente de um L. pardalis do Ceara, mostrou similaridade
genética de apenas 91% com ‘Candidatus M. haemominutum’, do L. wiedii e do L.
tigrinus supramencionados e 87% de similaridade com o mesmo agente em F.
catus. Esse isolado mostrou-se em um ramo separado dos demais da mesma
espécie, demonstrando diferencas genéticas decorrentes de insercfes e delecdes

nao presentes nos demais isolados.
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FIGURA 21. Relacao filogenética dos isolados de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ detectados em felideos neotropicais do
Brasil, baseada nas variagfes da seqiiéncia de DNA do gene 16S rRNA.
Filograma obtido usando o método de Kimura- NJ com quatro isolados de
Mycoplasma haemofelis, um de ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ e
cinco de ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, provenientes de gatos
domésticos (Felis catus) e de diferentes espécies de felideos neotropicais
no Brasil. Os numeros ao lado dos “nodos” indicam indice de consisténcia
dos ramos (“boostrap”). MA= Maranh&o, CE= Ceara.

5.7 Andlise da interferéncia de possiveis fatores na frequéncia de infeccdes

por hemoparasitas

No presente trabalho observou-se que 45,16% (14/31) dos felideos
neotropicais examinados apresentaram-se infectados por pelo menos um dos
hemoparasitas estudados (Tabela 9). Dos exemplares diagnosticados positivos,
42,85% (6/14) apresentaram-se co-infectados com mais de um hemoparasita
(Figura 22).
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“Candidatus ’M.
haemominutum
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Hepatozoon sp.

ycoplasma haemofelis

2

Cytauxzoon felis

Infec¢cbes Unicas e co-infecgbes entre os diferentes hemoparasitas
encontrados em felideos neotropicais nascidos em vida livre. Os nameros
nos quadrados brancos representam o numero de exemplares com
infecgBes Unicas para o hemoparasita indicado no respectivo circulo. Os
nameros existentes nas intersecdes representam a quantidade de animais
gue tiveram co-infecgbes pelos hemoparasitas indicados nos circulos
vizinhos. Somando-se o numero total em cada circulo obtem-se a
quantidade de felideos diagnosticados positivos para o hemoparasita
indicado no respectivo circulo.
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Seguem abaixo as andlises dos possiveis fatores que podem influenciar na

frequéncia de infeccao pelos hemoparasitas estudados:

5.7.1 Sexo dos animais

Ao se comparar a frequéncia de felideos infectados, para pelo menos um
hemoparasita, ndo houve diferenca significativa em relacdo ao sexo (Tabela 10).

TABELA 10. FreqUéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoparasita, divididos de acordo com 0 sexo.

SEXO
Macho Fémea
Positivo 50% (8/16) 40% (6/15)
Negativo 50% (8/16) 60% (9/15)
Total 100% (16/16) 100% (15/15)

Nota: Teste de qui-quadrado= 0,313, p= 0,576

Também ndo se verificou diferenca em relagdo ao sexo, quando foram
utilizados apenas os felideos infectados para pelo menos um hemoplasma felino
(Tabela 11).

TABELA 11. Freqiiéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoplasma felino, divididos de acordo com o sexo.

SEXO
Macho Fémea
Positivo 43,75% (7/16) 33,3% (5/15)
Negativo 56,25% (9/16) 66,7% (10/15)
Total 100% (16/16) 100% (15/15)

Nota: - Teste Exato de Fisher, p=0,7160
- Hemoplasmas felinos diagnosticados: Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus’ Mycoplasma
haemominutum

5.7.2 Idade dos animais

Na Tabela 12 notou-se diferenga significativa (p=0,007) no diagndstico de

felideos infectados em relacéo a idade.
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TABELA 12. Frequéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoparasita, divididos de acordo com a idade.

IDADE
Adultos Juvenis
Positivo 61,9% (13/21) ® 10% (1/10)°
Negativo 38,1% (8/21) 90% (9/10)
Total 100% (21/21) 100% (10/10)

Nota: - Teste de qui-quadrado= 7,369, p= 0,007
- a,b — letras distintas entre as colunas indicam diferenga estatistica significativa.

Ao se avaliar somente a freqiéncia de felideos infectados para
hemoplasmas felinos, também se observou uma diferenca significativa entre os
felinos adultos e juvenis, ou seja, de 52,4% contra 10%, respectivamente (Tabela
13).

TABELA 13. Freqliéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoplasma felino, divididos de acordo com a idade.

IDADE
Adultos Juvenis
Positivo 52,4% (11/21) * 10% (1/10)°
Negativo 47,6% (10/21) 90% (9/10)
Total 100% (21/21) 100% (10/10)

Nota: - Teste Exato de Fisher, p= 0,0464
- a,b — letras distintas entre as colunas indicam diferenga estatistica significativa.
- Hemoplasmas felinos diagnosticados: Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus’ Mycoplasma
haemominutum

5.7.3 Espécies dos animais

Na Tabela 14 estdo apresentadas as frequéncias dos animais infectados,
separados de acordo com a espécie dos felideos. Deve ser ressaltado que
somente as especies L. pardalis, L. tigrinus e P. yagouaroundi foram avaliadas,
tendo em vista que as outras espeécies presentes no estudo (P. concolor e L.

wiedii) ndo apresentaram numero suficiente para analise comparativa.
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TABELA 14. Frequéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoparasita, divididos de acordo com a espécie.

ESPECIE
Leopardus pardalis Leopardus tigrinus Puma yagouaroundi
Positivo 81,8% (9/11) ® 10% (1/10)° 25% (2/8)°
Negativo 18,2% (2/11) 90% (9/10) 75% (6/8)
Total 100% (11/11) 100% (10/10) 100% (8/8)

Nota: - Teste de qui-quadrado= 12,360, p= 0,002
- a,b — letras distintas entre as colunas indicam diferenca estatistica significativa.

Verificou-se diferenca significativa (p= 0,002) entre a frequéncia de infecgéo
em L. pardalis (81,8%) e as espécies L. tigrinus (10%) e P. yagouaroundi (25%).
No entanto, ndo houve diferenca na frequéncia de infeccdo entre as espécies L.
tigrinus e P. yagouaroundi.

A Figura 23 representa, em valor absoluto, as espécies de felideos

infectadas para pelo menos um hemoparasita.

SOUN SN

O P N W b U1 OO N 0O ©

Lp Py Lw Lt Pc

FIGURA 23. Representacéo das espécies de felideos diagnosticadas positivas, para pelo
menos um hemoparasito no grupo estudado. O eixo X representa as
espécies de felideos neotropicais que foram encontradas positivas para
pelo menos um hemoparasito (Lp: Leopardus pardalis, Py: Puma
yagourandi, Lw: Leopardus wiedii, Lt: Leopardus tigrinus, Pc: Puma
concolor). O eixo y indica 0 nimero de animais positivos.
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Quando se comparou apenas a infec¢do por hemoplasmas felinos, também
ocorreu diferenca significativa entre a frequéncia de infeccdo em L. pardalis
(63,6%) e as espécies L. tigrinus (10%). Porém, ndo houve diferenca das espécies
L. pardalis (63,6%) e L. tigrinus (10%) em relacdo a P. yagouaroundi (25%)
(Tabela 15).

TABELA 15. Freqiéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoplasma felino, divididos de acordo com a espécie dos felideos.

ESPECIE
Leopardus pardalis Leopardus tigrinus Puma yagouaroundi
Positivo 63,6% (7/11) * 10% (1/10)° 25% (2/8)
Negativo 36,4% (4/11) 90% (9/10) 75% (6/8)
Total 100% (11/11) 100% (10/10) 100% (8/8)

Nota: - Teste de qui-quadrado= 7,110, p= 0,029
- a,b — letras distintas entre as colunas indicam diferenca estatistica significativa.
- Hemoplasmas felinos diagnosticados: Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus’ Mycoplasma
haemominutum

5.7.4 Origem dos animais

Na Tabela 16 estdo descritas as frequéncias dos animais infectados,
separados de acordo com o local de origem (Estado).

Na avaliacdo estatistica, observou-se diferenca na frequéncia dos felideos
infectados nos Estados do Maranhdo e Piaui, de 66,7% (8/12) e 0% (0/5),
respectivamente. Em relacdo ao Estado do Ceara, este ndo apresenta diferenca
significativa em relacdo aos Estados do Maranhdo e Piaui.

TABELA 16. Frequéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoparasita, divididos de acordo com a origem.

ESTADO
Maranhéo Piaui Ceara
Positivo 66,7% (8/12) * 0% (0/5)" 41,7% (5/12) *®
Negativo 33,3% (4/12) 100% (5/5) 58,3% (7/12)
Total 100% (12/12) 100% (5/5) 100% (12/12)

Nota: - Teste de qui-quadrado= 6,425 , p= 0,04
- a,b — letras distintas entre as colunas indicam diferenca estatistica significativa.
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Ao se utilizar apenas felideos infectados para pelo menos um hemoplasma
felino (Tabela 17), ndo houve diferenca significativa entre os estados do

Maranhao, Piaui e Ceara.

TABELA 17. Frequéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoplasma felino, divididos de acordo com o estado de origem.

ESTADO
Maranh&o Piauf Ceara
Positivo 58,3% (7/12) 0% (0/5) 41,7% (4/12)
Negativo 41,7% (5/12) 100% (5/5) 58,3% (8/12)
Total 100% (12/12) 100% (5/5) 100% (12/12)

Nota: Teste de qui-quadrado= 5,285, p= 0,071

5.7.5 Sensibilidade entre a PCR e o esfregaco sanquineo para o

diagnoéstico dos hemoparasitas avaliados

Na tabela 18 pode-se notar diferenca significativa ao se avaliar a frequéncia
dos animais infectados diagnosticados pela técnica do esfregaco sanguineo e pela
PCR. A PCR mostrou-se significativamente mais sensivel do que a técnica do

esfregaco sangliineo no diagnostico dos hemoparasitas (p= 0,001).

TABELA 18. Freqliéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoparasita diagnosticados nos exames de PCR e esfregaco sanguineo.

TESTES
PCR Esfregaco Sanguineo
Positivo 45,2% (14/31) * 6,5% (2/31)"
Negativo 54,8% (17/31) 93,5% (29/31)
Total 100% (31/31) 100% (31/31)

Nota: - Teste Exato de Fisher, p=0,0010
- a,b — letras distintas entre as colunas indicam diferenga estatistica significativa.
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5.7.6 Sensibilidade diagnéstica entre PCR-RFLP e Nested-PCR para a

deteccdo de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus M.

haemominutum’

Na Tabela 19 estdo descritas as frequéncias dos animais infectados para
pelo menos uma das seguintes espécies de hemoplasmas: M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’; separados de acordo com a PCR utilizada.
Ressalta-se que nédo foi considerada a espécie ‘Candidatus M. turicensis’ nessa
andlise porque a PCR- RFLP utilizada n&o distingue esse hemoplasma.

Observou-se que nado houve diferenca significativa em relacdo a

sensibilidade diagnostica entre as técnicas PCR- RFLP e Nested-PCR.

TABELA 19. Frequéncia de felideos neotropicais infectados para pelo menos um
hemoplasma diagnosticado, segundo o exame de PCR analisado.

TESTES
RFLP-PCR NESTED-PCR
Positivo 22,6% (7/31) 38,7% (12/31)
Negativo 77,4% (24/31) 61,3% (19/31)
Total 100% (31/31) 100% (15/15)

Nota: - Teste de qui-quadrado= 1,897, p= 0,168

- Hemoplasmas felinos diagnosticados: Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus’ Mycoplasma
haemominutum
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

Como o presente trabalho esta inserido no protocolo epidemioldgico e
sanitario do “Programa de Reintroducédo” do “Projeto Gatos do Mato — Brasil”, os
resultados obtidos neste estudo além de auxiliarem nas decisdes sobre a
reintrodugcdo de cada exemplar, contribuirdo para um melhor conhecimento da
ocorréncia de hemoparasitas em felideos neotropicais no Brasil e também para a
realizacdo de um Plano de Manejo e de Conservagéao, “in- situ” e “ex-situ”, para
estes animais

Este trabalho é pioneiro em diversos aspectos: realizou-se a primeira
caracterizacdo molecular de Hepatozoon sp. em felideos neotropicais do Brasil e
foi feito o primeiro relato da infeccdo por esse hemoparasita em L. tigrinus
(Metzger et al., 2008).

O estudo também culminard no primeiro relato da infeccdo por M.
haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’ em P. yagouaroudi e por M.
haemofelis em P. concolor. O hemoparasita C. felis foi relatado pela primeira vez

no Estado de Minas Gerais, em exemplar de P. concolor.

6.1 Hepatozoon sp.

A ocorréncia da infeccado por Hepatozoon sp. nos felideos neotropicais do
presente estudo, utilizando-se a PCR como técnica diagnostica, foi de 16,12%
(5/31).

Esta ocorréncia concorda com a relatada em gatos ferais do Norte da
Espanha (16% - 4/25), por Ortuno et al. (2008). No entanto, Baneth et al. (1998) e
Criado-Fornélio et al. (2006), também utilizando a PCR, reportaram dados
diferentes em gatos domeésticos em Israel e na Espanha, de 0,57% (7/1229) e
0,6% (2/330), respectivamente.

Apenas uma amostra foi positiva na técnica da visualizacdo em esfregago
sanguineo para Hepatozoon sp. (3,2% - 1/31). Morfologicamente, o gamonte

encontrado assemelhou-se ao gamonte de H. canis, encontrado por Beaufils et al.
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(1996). Entretanto, seu formato oval e regular, com cépsula visivel e citoplasma
homogéneo, diferenciou-se dos gamontes observados por Beaufils et al. (1998) e
por Beaufils (2004), em gatos domeésticos na Franca. Estes autores relataram
gamontes com formato irregular, assemelhando-se a um feijdo, com citoplasma
aparentemente granuloso e cpsula pouco visivel. Ressalta-se que os autores
mencionados ndo caracterizaram molecularmente a espécie de Hepatozoon
encontrada.

O gamonte visualizado no presente estudo foi morfologicamente
semelhante, porém menor, do que o observado em gatos domésticos no Brasil,
por Perez et al. (2004). Lane e Kokan (1983) encontraram gamontes em linces (L.
rufus) que também foram maiores em comprimento, porém menores em largura,
do que o gamonte encontrado no presente estudo.

A baixa sensibilidade demonstrada pela técnica do esfregaco sanguineo foi
reportada em diversos trabalhos (LANE e KOKAN, 1983; MERCER et al., 1988;
BANETH et al., 1998). A comparacdo dos resultados obtidos entre as duas
técnicas mencionadas mostra claramente a enorme sensibilidade diagnostica e a
consequente vantagem da PCR sobre a técnica do esfregaco sanguineo
(CRIADO-FORNELIO et al., 2006; METZGER et al., 2008; ORTUNO et al., 2008).

Como visto anteriormente, a transmissao de Hepatozoon em felideos nao
esta totalmente elucidada. A elevada ocorréncia nos felideos silvestres deste
estudo, em contraste com a baixa ocorréncia do hemoparasita em gatos
domésticos, como descrito por Baneth et al. (1998) e por Criado-Fornélio et al.
(2006), leva a especulacdo de que a maior exposicdo a carrapatos na natureza e
/ou a ingestao de predadores intermediarios, contendo cistos de Hepatozoon em
seus tecidos, podem influenciar na epidemiologia do agente.

Outros autores ja sugeriram que a predacado e, inclusive outros vetores
como Pulex sp., podem estar envolvidos na transmissdo do hemoparasita
(LANDAU et al., 1972; NORDGREN e CRAIG, 1984; SMITH, 1996). Beaufils
(2004) observou que a maioria das infeccbes por Hepatozoon spp. em gatos

domésticos também ocorreram em animais com livre acesso a rua.
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A auséncia de sinais clinicos nos exemplares estudados esta de acordo
com resultados obtidos tanto em felideos selvagens norte-americanos quanto em
gatos domésticos (MERCER et al., 1988; CRIADO-FORNELIO et al., 2006). Kubo
et al. (2006) sugerem que a patogenicidade de Hepatozoon sp. nos felideos
selvagens é baixa visto que foram observados poucos esquizontes e uma discreta
reacao inflamatdria nos 6rgaos afetados.

A andlise filogenética dos isolados de Hepatozoon sp. obtidos neste estudo
indicou monofilia do género, como sugerido também em outros trabalhos
(MATHEW et al., 2000; CRIADO-FORNELIO et al., 2006). Os resultados do
sequenciamento demonstraram que as espécies de Hepatozoon encontradas nos
felideos neotropicais sdo altamente relacionadas (98% de homologia genética)
com a espécie observada em gatos domésticos na Espanha, a qual foi submetida
ao Genbank como H. felis (CRIADO-FORNELIO et al., 2006). O trabalho também
sugeriu a possibilidade de cepas diferentes da mesma espécie de Hepatozoon
existirem em uma mesma regido geografica, jA que duas cepas de Hepatozoon sp.
foram obtidas de dois exemplares de L. pardalis, provenientes do mesmo Estado.

Como gatos domésticos infectados com H. canis foram observados no
Brasil (RUBINI et al., 2006), os dados filogenéticos sugerem que mais de uma
espécie de Hepatozoon pode infectar felideos em geral. No entanto, mais estudos
devem ser realizados com o objetivo de identificar as espécies de Hepatozoon em
felideos domésticos e selvagens e assim, elucidar as relacdes filogenéticas de
Hepatozoon spp. nos diferentes mamiferos. O significado clinico e epidemioldgico
dos isolados de Hepatozoon sp. encontrados nos felideos neotropicais devem ser

investigados.

6.2 Piroplasmas

6.2.1 Cytauxzoon felis

A ocorréncia de piroplasmas, diagnosticados pela técnica da visualizacéo

em esfregaco sanguineo e pela PCR, foi de 3,22% (1/31). Um Unico exemplar



7

juvenil de P. concolor, com idade estimada menor do que trés meses, proveniente
de Minas Gerais, foi diagnosticado positivo. O sequenciamento do isolado obtido
identificou o agente como C. felis.

Verificou-se uma ocorréncia superior (12,5% - 9/72), pela PCR, da infeccao
por C. felis em um recente estudo, que incluiu diversas espécies de felideos
neotropicais no Brasil. P.concolor, além de L. tigrinus e P. onca foram as espécies
diagnosticadas positivas (ANDRE et al., 2009).

Como as inclusdes eritrocitarias de Cytauxzoon spp., sob microscopia
Optica, sdo facilmente confundidas com trofozoitos de pequenas babesias
(PENZHORN, 2001), a identificacdo de C. felis ocorreu somente apds o
sequenciamento. Além disso, a PCR utilizada pode amplificar fragmentos de
Cytauxzoon spp., Babesia spp. e Theileria sp.

InclusBes eritrocitarias de piroplasmas foram encontradas em inumeros
campos do esfregaco sanguineo (realizado a partir da venopuncéo da jugular)
demonstrando alta parasitemia. Visualizaram-se, inclusive, tétrades (cruz de
Malta) que séo tipicas de algumas espécies de pequenas babesias felinas, como
B. felis e B. leo (BOURDEAU, 1996; PENZHORN et al., 2001).

O felideo da pesquisa apresentou sinais clinicos de desidratacdo, magreza
e mucosas hipocoradas. A presenca deste ultimo é um achado comum nas
infeccbes agudas por micoplasmose hemotropica felina, babesiose e
cytauxzoonose (SYKES, 2003; WILLI et al., 2007). Nota-se que, como o animal
estava também co-infectado por M. haemofelis, ndo € possivel dizer se 0s sinais
clinicos mencionados foram resultantes exclusivamente de uma das infec¢des ou
da co-infeccao.

Sinais clinicos similares de perda de peso, mucosas hipocoradas,
depresséao, além de anemia, foram observados em uma leoa (P. leo) e na sua cria,
no Zooldgico Municipal de Volta Redonda (RJ). Estes animais foram
diagnosticados com C. felis, pela PCR, semanas antes de seus 0bitos (PEIXOTO
et al., 2007). Em contraste, todos os felideos neotropicais diagnosticados positivos
para C. felis, por André et al. (2009), apresentavam-se assintomaticos no

momento da coleta de sangue.
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O exemplar também apresentou infestacdo de carrapatos, os quais nao
foram coletados. Relata-se o encontro de pulgas de C. canis, que nao
apresentavam DNA de C. felis, em felideos neotropicais no Brasil infectados por
este agente (ANDRE et al., 2009).

A analise filogenética do isolado de C. felis mostrou uma alta similaridade
genética com amostras de C. felis de: P. onca (100%), L. tigrinus (98%), P.
concolor (97%) e F. catus (91%).

Como visto, a andlise filogenética demonstrou homologia genética entre o
isolado obtido do felideo neotropical e isolado obtido de gatos domésticos,
reforcando a possibilidade de transmissdo do agente, via artropodes hematofagos,
entre esses felideos. Levando-se isto em consideracao, juntamente com o fato de
que a infeccdo em gatos domésticos geralmente resulta em doenca aguda e fatal
(HOSKINS, 1991), ndo h& indicacdo de reintroducdo na natureza de felideos
neotropicais infectados, até que mais estudos sejam realizados sobre a
prevaléncia de C. felis em felideos domésticos e silvestres no Brasil. Felideos
selvagens podem agir como reservatérios ou portadores cronicos do agente,
inclusive apos tratamento, assim como ocorre com linces (L. rufus) (REICHARD et
al., 2008) Consequentemente, a soltura de felideos silvestres infectados com C.
felis implica a transmissdo do agente e a mortalidade de gatos domésticos que
vivem nas areas domiciliadas do entorno das Unidades de Conservacao.

A ocorréncia de C. felis em um P. concolor extremamente jovem, infestado
de carrapatos, capturado a margem de uma estrada vicinal, no mesmo dia em que
foi colhido sangue para os diagndsticos supramencionados, indica a ocorréncia
deste agente em outros felideos neotropicais de vida livre no Estado de Minas
Gerais. Apesar de nao ser totalmente descartada a possibilidade deste animal ter
fugido de cativeiro (de alguma colecdo particular ilegal), a observacdo de
exemplares de P. concolor préximos as fazendas de ovinos da regido foi relatada
(SAUT 2, 2008).

A confirmacdo molecular de C. felis em felideos silvestres e domésticos é

recente no Brasil. At¢ o momento, a infeccdo em gatos domeésticos sO foi

2 SAUT, J.P.E., Comunicacdo Pessoal, 2008.
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notificada em 2008, pela PCR, no Estado do Rio de Janeiro, em um animal que
veio a Obito apdés uma semana de tratamento (PEIXOTO et al., 2007; MAIA et al.,
2008; ANDRE et al., 2009).

Devido ao pouco conhecimento sobre a epidemiologia deste hemoparasita
no Brasil e pela técnica do esfregaco sanguineo nao distinguir entre os diferentes
piroplasmas (BIRKENHEUER et al., 2006), sugere-se que o diagnéstico molecular
de Cytauxzoon spp. seja incorporado rotineiramente diante de quaisquer suspeitas
de infeccdes por hemoparasitas em felideos, silvestres e domésticos, em todas as

regibes do pais.

6.2.2 Babesia spp.

A auséncia de infeccdo por Babesia spp. nos felideos neotropicais
avaliados foi inesperada. Aguardavam-se diagnosticos positivos ja que felideos
provenientes de vida livre, por apresentarem maior exposicdo a artrépodes
hemat6fagos, poderiam ter mais possibilidades de se infectarem com este
piroplasma, quando comparados a animais de cativeiro, como relatado por
Bosman et al. (2007) em lebes de vida livre na Africa do Sul.

Entretanto, sabe-se que carrapatos ndo podem transmitir Babesia spp. e/ou
Theileria spp. logo que se fixam na pele do animal, j& que os esporozoitas devem
amadurecer antes de ser tornarem infectantes. Assim, a transmissao do
hemoparasita s6 ocorre poucos dias apds o carrapato ter se fixado na pele do
animal (UILENBERG, 2006).

O habito dos felideos se lamberem com freqiéncia, possivelmente retirando
0S ectoparasitas que encontrarem, pode limitar o tempo de permanéncia desses
artropodes reduzindo assim a efetiva transmissédo do agente. Nota-se também que
ha poucos relatos sobre infestacdes de carrapatos em gatos domésticos no Brasil
(ARAGAO e FONSECA, 1961). Além disso, animais cronicamente infectados por
Babesia spp. podem apresentar parasitemias em nivel inferior a sensibilidade da
PCR, o que é demonstrado em estudos nos quais os animais foram negativos na
PCR e positivos na Nested-PCR (CAVALCANTE, 2007).
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No Brasil, a prevaléncia da infeccdo por Babesia spp. em felideos
neotropicais ou domésticos ainda € desconhecida devido a escassez de relatos.
Contudo, ela parece ser baixa, como descrito por Carneiro (2007), que
diagnosticou, pela PCR, somente 0,69% (1/144) de infeccdo por B. canis vogeli
em gatos domésticos provenientes de &reas rurais e urbanas, do Estado de S&o
Paulo e do Distrito Federal. Neste trabalho, € interessante notar que foram
observados cinco gatos com estruturas semelhantes a piroplasmas pelo esfregaco
sangiineo, porém apenas um foi diagnosticado positivo pela PCR (CARNEIRO,
2007).

Correia e Teixeira (2003) relataram a ocorréncia de 10% (1/10) de Babesia
spp. em L. tigrinus na Fundacéo Parque Zoolégico de Sdo Paulo (SP), entretanto,
os animais foram testados exclusivamente pela técnica do esfregaco sangtineo.
Infelizmente, esses resultados geram duvidas porque, como visto na pesquisa de
Carneiro (2007) e em outros relatos, a especificidade da técnica do esfregaco é
baixa, possibilitando diagndsticos falso-positivos. Assim, piroplasmas podem ser
confundidos com corpusculos de Howell-Jolly, artefatos de técnicas, precipitados
de corantes, ponteados baséfilos e Cytauxzoon spp. (PENZHORN et al., 2001;
SCHOEMAN et al., 2001).

Outras pesquisas devem ser realizadas, utilizando-se principalmente a
PCR, a fim de elucidar a prevaléncia e o significado clinico de Babesia spp. em

felideos neotropicais e domésticos, no Brasil.

6.3 Hemoplasmas

A ocorréncia da infeccdo por hemoplasmas nos felideos neotropicais
avaliados, pela Nested-PCR, foi de 38,7% (12/31). Do total dos animais
estudados, 16,12% (5/31) apresentaram infeccdo por M. haemofelis (sendo que
um destes animais estava co-infectado por Hepatozoon sp. e outro, por C. felis);
12,90% (4/31) apresentaram infecgao por ‘Candidatus M. haemominutum’ (um
deles também estava co-infectado por Hepatozoon sp.) e 9,67% (3/31)

apresentaram co-infeccdo por duas espécies de hemoplasmas, M. haemofelis e
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‘Candidatus M. haemominutum’ (a co-infeccdo por Hepatozoon sp. mostrou-se
novamente presente em um dos felideos) (Tabela 9 e Figura 22).

Os dados obtidos concordam com o relato de Willi et al. (2007c), no qual
foram diagnosticados pela PCR em tempo real, 37% (96/257) de felideos
infectados por hemoplasmas. Os animais examinados incluiram felideos
neotropicais brasileiros (de sete espécies), ledes do Serengeti, linces (ibéricos e
euroasiaticos) e gatos selvagens europeus.

Entretanto, a infeccdo por hemoplasmas no estudo mencionado, quando
somente os felideos neotropicais brasileiros foram avaliados, reduziu-se para
apenas 15,11% (13/86). Nota-se que todos os felideos neotropicais foram
provenientes da Fundacdo Parque Zoologico de Sdo Paulo e se dividiam entre:
51,16 % (44/86) de animais nascidos em cativeiro e 48,83 % (42/86) de animais
nascidos em vida livre (WILLI et al., 2007c).

Acredita-se que a diferenca entre a ocorréncia da infeccdo apontada no
presente estudo (38,7% - 12/31) e no de Willi et al. (2007c) (15,11% - 13/86)
decorre de um ou mais fatores. Entre eles, estariam: condicées geoclimaticas dos
Estados (favorecendo ou ndo a populagédo de ectoparasitas), procedéncias dos
felideos (nascimento em cativeiro ou em vida livre), suscetibilidade a infec¢do por
cada espécie animal, idades e/ou sexos dos exemplares examinados. Os fatores
gue podem influenciar na infeccdo por hemoparasitas, inclusive por hemoplasmas,
serdo abordados detalhadamente, um pouco mais adiante.

Observou-se uma elevada ocorréncia (75% - 9/12) de infec¢gbes por uma
Unica espécie de hemoplasma (infec¢do Unica) quando comparada a ocorréncia
de infecgcbes por mais de uma espécie de hemoplasma (co-infec¢éo) (25% - 3/12)
(Figura 22). Ressalta-se que ndo foram diagnosticadas infec¢des por ‘Candidatus
M. turicensis’ em nenhum dos animais avaliados.

Somando infec¢gdes uUnicas e co-infecgdes, verificaram-se ocorréncias
similares de M. haemofelis (66,66% - 8/12) e de ‘Candidatus M. haemominutum’
(58,33% - 7/12). Estes resultados sdao bem distintos dos aferidos por outros
autores. Willi et al. (2007c) reportaram apenas 15,38% (2/13) de infecgbes por M.
haemofelis enquanto ‘Candidatus M. haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’
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representaram, respectivamente, 76,92% (10/13) e 7,69% (1/13) do total de
infeccbes por hemoplasmas nos felideos neotropicais brasileiros. Em gatos
domésticos, no Reino Unido, as infec¢Bes por ‘Candidatus M. haemominutum’
(17% - 73/426) foram superiores quando comparadas as infec¢cbes por M.
haemofelis (1,6% - 7/426) e por ‘Candidatus M. turicensis’ (2,3% - 10/426)
(TASKER et al., 2003a).

A analise filogenética demonstrou que os isolados de M. haemofelis
apresentaram 100% de similaridade genética com o isolado de M. haemofelis de
um gato doméstico (F. catus) no Brasil e 92% de similaridade genética com
‘Candidatus M. turicensis’ de um L. pardalis. O isolado de ‘Candidatus M.
haemominutum’, proveniente de um L. pardalis do Maranh&o, mostrou 94% de
similaridade genética com o isolado de F. catus da Africa do Sul e 98% com
‘Candidatus M. haemominutum’ de um exemplar de L. wiedii e de L. tigrinus,
ambos do Brasil.

Nota-se que um isolado de ‘Candidatus M. haemominutum’ proveniente de
um exemplar de L. pardalis do Ceara, mostrou homologia genética de apenas 91%
com ‘Candidatus M. haemominutum’ dos supramencionados exemplares de L.
wiedii e de L. tigrinus e somente 87% de similaridade com o mesmo agente em F.
catus. Esse isolado mostrou-se em um ramo separado dos demais da mesma
espécie, demonstrando diferencas genéticas decorrentes de insercdes e delecdes
de nucleotideos, ndo presentes nos demais isolados.

A homologia genética entre os isolados de M. haemofelis e ‘Candidatus M.
haemominutum’ que infectam gatos domésticos e silvestres sugere a transmissao
indireta, via artropodes hemato6fagos, de hemoplasmas entre esses felideos.

N&o foram observados sinais clinicos em nenhum dos felideos infectados,
com excecéo do ja citado exemplar de P. concolor (co-infectado por M. haemofelis
e C. felis), o qual apresentou desidratacdo, magreza e mucosas hipocoradas. Willi
et al. (2007c) também relataram um lince ibérico, de um ano de idade, com sinais
clinicos de mucosas hipocoradas e anemia. O animal em questdo estava co-

infectado por ‘Candidatus M. turicensis’ e, coincidentemente, por C. felis. Tanto o
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P. concolor do presente trabalho quanto o lince reportado por Willi et al. (2007c)
ndo apresentaram mais sinais clinicos em uma avalia¢do posterior.

Outros estudos devem ser realizados sobre as infec¢cdes por hemoplasmas
felinos, principalmente elucidando o potencial de felideos silvestres agirem como

reservatorios ou portadores crénicos desses hemoparasitas.

6.4 Andlise da interferéncia de possiveis fatores na frequéncia de infeccdes

por hemoparasitas

Neste estudo procurou-se avaliar alguns fatores que poderiam interferir na
prevaléncia das infec¢bes por hemoparasitas. No entanto, o fato de ter estudado
um grupo reduzido de felideos devido as dificuldades inerentes de se trabalhar
com animais silvestres, reforca-se a necessidade de futuras pesquisas com maior
enfoque nas variaveis relatadas.

Os fatores estudados foram avaliados individualmente, porém nao se pode
descartar a correlacdo existente entre eles, além de outros fatores que também
serdo abordados e discutidos, os quais interferem direta ou indiretamente na
relacdo hospedeiro, agente e ambiente.

Em relacdo ao fator sexo, ndo foram observadas diferencas significativas
guando comparadas as frequéncias de felideos infectados para pelo menos um
hemoparasita e para pelo menos um hemoplasma felino (Tabela 10 e Tabela 11).
Dados semelhantes foram relatados em 96 felideos selvagens infectados por
hemoplasmas (WILLI et al. 2007c).

Quanto a idade, notou-se uma diferenca significativa no diagndstico de
felideos infectados por hemoparasitas (p=0,007) (Tabela 12). O mesmo ocorreu ao
se avaliar a quantidade de felideos infectados para pelo menos um hemoplasma
felino, no qual se verificou diferenca (p=0,0464) entre os felinos adultos e juvenis,
de 52,4% e de 10%, respectivamente (Tabela 13).

Acredita-se que ha maior probablidade dos felideos mais velhos terem
maior tempo de exposicdo a artropodes hematofagos infectados do que felideos

mais jovens, lembrando-se que os hemoparasitas avaliados ndo séao, geralmente,
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eliminados do organismo. Além disso, no caso especifico de hemoplasmas, como
a transmissao também pode ocorrer através da saliva de animais infectados
(WILLI et al., 2007a), € sugerido que os felideos mais velhos, especialmente os
provenientes de vida livre, tenham mais tempo para vivenciarem uma quantidade
maior de interagGes agressivas (brigas), se comparados aos felideos jovens.

Quando foram aferidas as espécies de felideos infectadas, observou-se
diferenca significativa (p= 0,002) na ocorréncia de infeccdo em L. pardalis (81,8%) e
nas espécies L. tigrinus (10%) e P. yagouaroundi (25%). No entanto, ndo houve
diferenca na freqUiéncia de infeccdo entre as espécies L. tigrinus e P.
yagouaroundi (Tabela 14) (Figura 23). Essa diferenca também foi notada quando
se avaliou a ocorréncia de pelo menos um hemoplasma felino, entre L. pardalis
(63,6%) e L. tigrinus (10%) (Tabela 15).

Os resultados obtidos indicam que os exemplares da espécie L. pardalis
sd0 mais suscetiveis a infeccdo por hemoparasitas do que as outras espécies de
felideos examinadas. Dados semelhantes foram obtidos por Willi et al. (2007c),
segundo os quais a ocorréncia de infec¢cdo por hemoplasmas em L. pardalis foi de
85,71% (6/7) e em L. tigrinus foi de apenas 9,09% (3/33). De acordo com estes
autores, diferencas também foram demonstradas nas outras espécies de felideos
selvagens.

Ja foi relatado que a suceptibilidade de cada espécie de felideo, juntamente
com o ambiente e o estado imunolégico do animal podem estar contribuindo para
a infeccdo por hemoplasmas (WILLI et al., 2007c). Gatos domésticos também
apresentam diferenca de suceptibilidade, assim, animais sem raca definida
apresentam maior frequéncia de infeccdo do que gatos de raca (WILLI et al.,
2007b)

Em relacdo ao Estado de origem dos animais, observou-se diferenca
significativa (p=0,04) no que diz respeito aos felideos infectados para pelo menos
um hemoparasita, nos Estados do Maranhao e Piaui, de 66,7% (8/12) e 0% (0/5),
respectivamente (Tabela 16). Quanto ao Estado do Ceard, este ndo apresenta

diferenca em relacdo aos Estados do Maranhao e Piaui.
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Ao se avaliar os dados climaticos e ambientais dos trés Estados
nordestinos, segundo informagdes fornecidas pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), observa-se que: o noroeste do Maranhéo (34% do Estado) &
umido em, ao menos, nove meses do ano e é representado pelo bioma Amazénia;
a regido central (65% do Estado) é semi-Umida (com 4 a 5 meses secos) e é
constituida pelo bioma Cerrado e o restante (1%) do Estado € formado pela
Caatinga (semi-arido, com 6 a 8 meses secos) (IBGE, 2008a; IBGE, 2008b)
(ANEXO 1).

O Piaui tem 63% de seu territorio representado pelo bioma Caatinga (clima
semi-arido) e o restante, pelo Cerrado (clima semi-umido). Finalmente, 100% do
Ceard é constituido pela Caatinga, com exce¢do de uma pequena area, ao sul de
Fortaleza, com clima Umido e semi-Umido. Todos esses trés Estados sao
considerados quentes, com temperaturas maiores do que 18 °C em todos os
meses do ano (IBGE, 2008a; IBGE, 2008b) (anexo 1)

Lahille (1905) e Bennet (1974) ja descreveram que regides com
temperaturas entre 21,1 °C e 36,6 °C e umidade acima de 70% propiciam a
eclosdo de ovos de carrapatos ao se comparar com regides de clima frio e de
baixa umidade. Recentemente, Bosman et al. (2007) sugeriram que a taxa de
umidade anual pode ter influenciado na ocorréncia de infeccdo por Babesia felis
em guepardos na Namibia (5%) e ledes na Africa do Sul (50%).

Diversos estudos sobre a infeccdo de hemoplasmas em gatos domésticos
demonstraram que esses hemoparasitas sdo mais frequientes em regides de clima
quente (LOBETTI et al., 2004; LURIA et al., 2004; TASKER et al., 2004). Este fato
implica que outros artropodes hematéfagos, além das pulgas, podem ser
responsaveis pela transmissao de hemoplasmas nos diferentes paises (WILLI et
al., 2007c).

Diante de todos esses dados e dos resultados obtidos, sugere-se que o
Maranh&o € o Estado que propicia melhores condigdes geoclimaticas a populacao
de ectoparasitas, apesar de se desconhecer estudos sobre a prevaléncia destes

na regido. Esta observacdo apdia o resultado encontrado, pois uma maior
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populacdo de artrépodes hematéfagos pode influenciar na frequiéncia de infecgcéo
de hemoparasitas nos felideos.

A observacdo de que o clima e o ambiente de cada Estado, ou regido,
interferem indiretamente nas infecgdes esta mais relacionado aos felideos de vida
livre porque, normalmente, animais de cativeiro sdo submetidos ao manejo
preventivo contra ectoparasitas. Sabe-se que a quase totalidade dos felideos do
estudo nasceu em vida livre e provavelmente se expds aos invertebrados
hematofagos, inclusive de espécies desconhecidas, na natureza. Resultantes de
apreensdes pelo IBAMA, estes felideos se encontram, atualmente, em cativeiro
nos Estados ja mencionados.

Reforca-se que o manejo preventivo contra ectoparasitas (e animais
domésticos que possibilitam a transmisséo indireta desses invertebrados) nas
instituicBes mantenedoras de animais selvagens é extremamente relevante para
evitar a presenca de infec¢cdes por hemoparasitas. Entretanto, quando ocorre um
bom manejo, os animais em cativeiro tém uma menor exposicao a vetores do que
em vida livre e assim, menor probabilidade de infec¢des parasitarias.

Observou-se similar e adequado manejo preventivo em todas as instituicoes
incluidas neste estudo com apenas uma excec¢do (um dos Zooldgicos no Ceard).
Além disso, somente trés felideos examinados (3/31) apresentaram artrépodes
hemato6fagos e destes trés animais, somente um mostrou-se infectado por um dos
agentes avaliados. Diante desses dados, 0 manejo preventivo contra ectoparasitas
nao foi incluido individualmente na andlise dos fatores que influenciam na infeccéo
por hemoparasitas nos exemplares avaliados.

Em relacdo a sensibilidade diagnostica, reporta-se diferenca significativa (p=
0,001) ao se avaliar os animais diagnosticados positivos pela técnica do esfregaco
sanguineo (6,5%- 2/31) e pela PCR (45,2% -14/31), sendo esta significativamente
mais sensivel.

Ao se aferir os animais infectados para pelo menos uma das espécies de
hemoplasmas diagnosticadas (M. haemofelis e ‘Candidatus M. haemominutum’),

de acordo com a PCR utilizada, observou-se que n&o houve diferenga significativa
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em relacdo a sensibilidade diagndstica entre as técnicas PCR- RFLP e Nested-
PCR.

Segundo Willi et al. (2007b), a PCR- RFLP ndo amplifica ou ndo distingue a
espeécie ‘Candidatus M. turicensis’. Apesar deste hemoplasma nao ter sido
diagnosticado (pela Nested-PCR) em nenhum dos felideos avaliados, sugere-se
gue mais estudos sejam realizados sobre a sensibilidade e a especificidade da
PCR-RFLP em detectar esse agente. Caso seja comprovada sua sensibilidade no
diagnéstico desse hemoplasma, indica-se 0 uso desta técnica, ao invés da
Nested-PCR, devido as limitaces desta, em especial a possibilidade (e facilidade)

de contaminac¢do com produtos previamente amplificados.

6.5 Consideracdes sobre a reintroducdo dos felideos neotropicais do

presente estudo

Com o processo generalizado de degradacdo ambiental, pelo qual
populacdes animais e vegetais sdo depauperadas ou extirpadas, a reintroducao
pode ser uma futura ferramenta conservacionista para diversas espécies
ameacadas de extincdo na natureza (OLIVEIRA3, 2008). O termo englobaria:
reintroducdo  (“stricto- senso”), translocacdo, reforco/suplementacdo e
conservacaol/introducéo benigna (IUCN, 2008).

No Brasil, reintroducdes totalmente informais, inclusive de felideos, vém
sendo realizadas aleatoriamente, implicando sérios riscos a conservacao
(OLIVEIRA®, 2008). Entre estes riscos, salienta-se a introducdo de um novo
agente infeccioso na natureza acarretando possiveis morbidades e mortalidades
na populacdo animal. Isto pode ocorrer, inclusive, quando espécies nativas,
procedentes de fora da regido de soltura, séo reintroduzidas. Ressalta-se também
que portadores assintomaticos de agentes infecciosos, quando expostos a
diversas condicdes estressantes, fisiolégicas ou comportamentais, podem ter suas

infeccbes reativadas, tornarem-se doentes, re-excretarem particulas infecto-

* OLIVEIRA, T.G., Comunicacéo Pessoal, 2008.
* OLIVEIRA, T.G., Comunicacao Pessoal, 2008.
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parasitarias no ambiente e transmiti-las, direta ou indiretamente, a novos
hospedeiros (FILONI et al., 2006).

E imprescindivel, portanto, que a reintroducdo seja criteriosamente
planejada evitando-se assim, impactos negativos na natureza. No ambito da
veterinaria, € importante realizar avaliacdes epidemiologicas e sanitarias nos
exemplares destinados a reintroducdo e nos de vida livre que se localizam nas
regides de soltura. Paralelamente a estas avaliacdes, é importante que seja feito
um estudo populacional dos felideos da regido destinada a reintroducao para que
se compreenda a representatividade do exemplar capturado em relacdo a
populacdo de sua espécie.

Quanto aos felideos incluidos neste trabalho, quando levamos em
consideracdo somente 0s hemoparasitas avaliados, observam-se trés situacdes
distintas a respeito da possivel reintroducao desses animais:

- felideos infectados com um ou mais hemoparasitas, os quais nao foram
diagnosticados na populacdo em vida livre: representam risco de transmitir,
diretamente ou indiretamente, esses hemoparasitas e acarretar a morbidade e/ou
mortalidade dos felideos e de outros carnivoros de vida livre da comunidade.

- felideos infectados com um ou mais hemoparasitas diagnosticados
presentes também na populacdo em vida livre: tém o risco de reativacdo da
infeccdo, desenvolvimento da doenca e até mesmo o Obito quando reintroduzidos.
Esta reativacdo pode ocorrer pelo estresse de: captura, translocacao, interacdes
agressivas com outros exemplares (brigas), fome, entre outros e pode tornar o
felideo mais suscetivel a contrair, inclusive, outras infeccdes.

- felideos com auséncia de qualquer um dos hemoparasitas estudados: sdo
suscetiveis a adquirir infeccbes por esses agentes desde que eles também
estejam presentes na populacao de vida livre. Aléem disso, um felideo silvestre nédo
infectado por nenhum agente infecto-parasitario (o que é muito improvavel) pode
ser mais suscetivel a apresentar doenca aguda quando exposto a um patdégeno,
em comparacdo com outros felideos infectados por diversos agentes. Relata-se,

por exemplo, que a reintroducao criteriosa de cervos do Pantanal com auséncia de
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infeccbes por patdgenos, dentre os avaliados, resultou em alta mortalidade dos
animais (DUARTE?®, 2007).

Como visto, em todas as situagcdes mencionadas ha limitacées que podem
interferir no sucesso da reintroducdo. Estudos multidisciplinares especificos além
de protocolos clinicos e epidemiologicos, continuamente elaborados e
melhorados, podem aumentar progressivamente a capacidade preditiva da
reintroducéo de felideos silvestres.

A reintroducao dos felideos neotropicais exige um elevado custo financeiro
e extenso periodo, ambos destinados para: obtencdo de pessoal qualificado,
capacitacdo comportamental de cada felideo, equipamentos de radio-telemetria e
de captura fotografica, construcdo de recintos para adaptacdo na regido de
soltura, captura de felideos de vida livre para avaliacdo de patdgenos na
populacdo, monitoramento do felideo reintroduzido por longo periodo no ambiente,
diversos diagnoésticos laboratoriais, obtengdo de financiamento através de
parcerias com empresas e governo, aquisicdo de licencas do IBAMA, além de
projetos de estudos especificos. Devido ao custo e ao tempo exigidos, 0 sucesso
obtido pela reintroducdo ira demonstrar se esta € uma ferramenta
conservacionista viavel para os felideos neotropicais no Brasil.

De acordo com todos os resultados obtidos até o momento, considera-se
precipitado indicar a reintroducdo de qualquer um dos felideos neotropicais até
que outros estudos, j& mencionados, sejam realizados. Somente ao término de
todas as avaliacOes, sera decidido o destino (soltura na natureza ou permanéncia

em cativeiro) de cada um desses animais.

® DUARTE, J.M.B., Comunicacéo Pessoal, 2007.
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7. CONCLUSOES

De acordo com as metodologias empregadas e os resultados obtidos, foi

possivel concluir que:

1- Felideos neotropicais das espécies L. pardalis e L. tigrinus sdo susceptiveis as
infeccbes por Hepatozoon sp. Estas duas espécies de felideos, juntamente com
as espécies L. wiedii, P. yagouaroundi e P.concolor, sdo susceptiveis também as
infeccdes por hemoplasmas (das espécies M. haemofelis e/ou ‘Candidatus M.
haemominutum’). P. concolor apresentou-se susceptivel também ao agente C.

felis.

2- Co-infeccdes entre duas espécies de hemoplasmas felinos, M. haemofelis e
‘Candidatus M. haemominutum’, foram observadas, assim como co-infec¢des por

duas ou mais espécies de hemoparasitas.

3- Nao foram observadas infec¢cdes por Babesia spp. € nem por ‘Candidatus M.

turicensis’ em nenhum dos felideos estudados.

4- Exemplares de L. pardalis apresentaram, aparentemente, susceptibilidade

maior as infec¢des pelos hemoparasitas do que exemplares de L. tigrinus.

5- Apesar de n&o ser possivel determinar se os felideos adquiriram as infecgbes
guando estavam em vida livre ou quando passaram para o cativeiro, existe grande
probabilidade das infec¢cdes terem sido adquiridas quando os animais ainda

estavam na natureza.
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de climas no Brasil

Modelo metodoldgico de classificacdo

ANEXO 1.

fonte:HTTP://www.ibge.gov.br/ibgeteen/atlasescolar/mapas_pdf/brasil clima.pdf
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