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RESUMO

As alteracdes ambientais e climaticas causadas principalmente pela antropizacdo sao
fatores preocupantes na conservacdo de espécies silvestres no mundo. Com isso, a
circulacdo de patdgenos emergentes/ reemergentes e 0 parasitismo por ectoparasitos
vetores pode agravar ainda mais a vulnerabilidade de espécies criticas. Portanto, o
conhecimento sobre os agentes que infectam populacdes silvestres cria uma rede de
informacdes que pode ser utilizada para fins de conservacdo e para a salde publica.
Tendo em vista as espécies de felideos neotropicais ameagadas de extincéo, destaca-se a
onga-pintada, o terceiro maior felino do mundo, possuindo diferentes graus de
vulnerabilidade no territério brasileiro. Em virtude deste cenario, o objetivo foi avaliar a
presenca de hemocitozodarios e ectoparasitos como subsidio de informag6es sobre o
status sanitario de ongas-pintadas de vida livre do Bioma Pantanal. Ao todo 22 amostras
de sangue foram analisadas por ensaios de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) para
diferentes hematozoarios. Ectoparasitos foram coletados em 19 capturas. Foi possivel
avaliar amostras de sangue em 12 capturas (esfregacos de sangue e microhematdcrito
manual) e parametros fisioldgicos (coloracdo das mucosas, peso/kg, temperatura retal e
tempo de preenchimento capilar) em todas as capturas (pelo menos dois parametros
foram avaliados em cada captura). Nas analises moleculares, 100% obtiveram
positividade para a Ordem Piroplasmida, Familia Trypanosomatidae e Mycoplasma
spp., além de 50% para o género Hepatozoon. Todas as amostras foram negativas para o
género Bartonella e para a Familia Anaplasmataceae. Larvas em terceiro instar de
Dermatobia hominis foram identificadas em seis individuos e 454 carrapatos
distribuidos no género Amblyomma e na espécie Rhipicephalus microplus foram
identificados. Gamontes de Hepatozoon sp. e inclusdo sugestiva de piroplasma foram
identificados em leucocitos nas laminas de esfregaco sanguineo avaliadas. Néo foi
observada alteracbes nos parametros fisiologicos, mesmo nas ongas-pintadas
coinfectadas e com ectoparasitos. Dessa forma, € possivel observar que as ongas-
pintadas sirvam como importantes reservatorios de patdgenos no ambiente em que
habitam, sendo necessario mais estudos para avaliar 0s possiveis vetores dos patdgenos
que circulam nestes individuos. Além disso, a manutencdo destes estudos é importante
devido as alteracbes ambientais que podem alterar a relagcdo parasito-hospedeiro e,

consequentemente, causar manifestagdes clinicas.
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ABSTRACT

The environmental and climatic changes caused mainly by anthropization are factors of
concern in the conservation of wild species in the world. As a result, the circulation of
emerging / reemerging pathogens and parasitism by vector ectoparasites can further
aggravate the vulnerability of critical species. Therefore, knowledge about the agents
that infect wild populations creates a network of information that can be used for
conservation purposes and for public health. In view of the species of neotropical felids
threatened with extinction, the jaguar stands out, the third largest feline in the world,
with different degrees of vulnerability in Brazilian territory. In view of this scenario, the
objective was to evaluate the presence of hemocytozoa and ectoparasites as a subsidy
for information on the health status of free-ranging jaguars in the Pantanal Biome. In
total, 22 blood samples were analyzed by Polymerase Chain Reaction (PCR) assays for
different hematozoa. Ectoparasites were collected from 19 captures. It was possible to
evaluate blood samples in 12 captures (blood smears and manual microhematocrit) and
physiological parameters (mucosal color, weight/ kg, rectal temperature and capillary
refill time) in all captures (at least two parameters were evaluated in each capture). In
molecular analysis, 100% were positive for the Order Piroplasmida, Family
Trypanosomatidae and Mycoplasma spp., in addition to 50% for the genus Hepatozoon.
All samples were negative for the genus Bartonella and for the Family
Anaplasmataceae. Larvae in the third instar of Dermatobia hominis were identified in
six individuals and 454 ticks distributed in the genus Amblyomma and in the species
Rhipicephalus microplus were identified. Gamonts of Hepatozoon sp. and suggestive
inclusion of piroplasm were identified in leukocytes in the blood smear slides evaluated.
There were no changes in physiological parameters, even in co-infected jaguars with
ectoparasites. In addition, the maintenance of these studies is important due to
environmental changes that can alter the parasite-host relationship and, consequently,

cause clinical manifestations.

Keywords: Panthera onca, hemoparasite, ectoparasite, health assessment, conservation
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1 INTRODUCAO

Um dos importantes papéis dos projetos e atividades de conservacao, seja em
cativeiro ou em vida livre, inclui a avaliacdo de doencas infecciosas e parasitarias em
todo animal silvestre, uma vez que estes animais estdo expostos a diferentes patdgenos,
condicdes epidemioldgicas e acdes antropicas (MACDONALD, 1996; MURRAY et al.
1999). E para isso, 0 conhecimento dos patdgenos que ocorrem em uma determinada
populacdo ou subpopulacao auxilia na realizacdo de medidas preventivas e profilaticas a
serem aplicadas em manejos sanitarios em ambientes ecologicos (LYLES & DOBSON,
1993).

Algumas doencas causadas por protozodrios ou bactérias, principalmente
doencas transmitidas por vetores, tém sido alvo de pesquisas em diferentes espécies de
animais silvestres e em diferentes biomas brasileiros (LABRUNA et al., 2004; SZABO
et al., 2013; MELO et al., 2016; DALL’AGNOL et al., 2017), isto porque a avaliagdo
eco-epidemioldgica torna-se um importante acréscimo na formacao e repasse de dados
sobre &reas de risco ou que necessitam de monitoramento constante, tanto para a
sanidade de animais domésticos e silvestres quanto para a prevencdo de casos humanos
(WECK et al., 2016).

Ao analisar o cenério atual das pesquisas sobre felideos neotropicais é
importante primeiramente ressaltar que todas as espécies encontram-se ameacados de
extincdo nas avaliagbes das listas locais, nacionais e internacionais (NOWELL &
JACKSON, 1996; MACHADO et al., 2008; PAYAN & OLIVEIRA, 2016; QUIGLEY
et al., 2018), seja pela caca ilegal (LOVERIDGE et al., 2010), confronto com humanos
(HOOGESTIJN & HOOGESTIJN, 2010), perda de habitat pela expansao agropecuaria,
urbana e por hidrelétricas (SWANK & TEER, 1989; SANDERSON et al., 2002),
alteracdes climaticas (VALE et al., 2015) ou atropelamento (OLIVEIRA, 1994).

Atualmente a fauna brasileira de felideos silvestres € composta por nove
espécies, sendo caracterizada por felideos de grande porte, Panthera onca (onca-
pintada) e Puma concolor (suguarana ou onga-parda) e sete pequenos felideos:
Leopardus pardalis (jaguatirica), Leopardus wiedii (gato-maracaja), Leopardus tigrinus
(gato-do-mato), Leopardus gutullus (gato-do-mato-pequeno), Leopardus geoffroyi
(gato-do-mato-grande), Leopardus colocola  (gato-palheiro) e  Herpailurus
yagouaroundi (gato-mourisco) (REIS et al. 2006; TRIGO et al. 2013a, 2013b, 2013c).



17

Visto o grau de vulnerabilidade em que os felideos neotropicais estdo situados
sob diferentes ameacas, as pesquisas em busca de patégenos tendem a auxiliar projetos
de conservacdo a adotar medidas para a aplicacdo pratica. No entanto, fornecer dados
bioldgicos provenientes de animais silvestres necessita de um aparado de iniciativas,
financiamentos, projetos, conhecimento especifico e mao de obra pratica (AGUIRRE,
2008; WILSON et al., 2016). Mas ha uma clara necessidade que novos tépicos sejam
aplicados a projetos de conservacdo, como observado por Tensen (2018) durante a
compilacao de publicagdes sobre a ordem Carnivora entre 2013 e 2017, mostrando que
apenas 18% dos dados cientificos publicados sobre felideos silvestres sdo voltados para
fatores relacionados a saude e doencas, ao contrario dos canideos, onde a maioria dos
estudos s&o sobre sanidade.

Alguns estudos com mamiferos silvestres observaram o potencial sentinela e/ou
reservatorio frente a diversos patégenos (AGUIRRE, 2009; BRINKERHOFF et al.,
2009; JORGE et al., 2013; FORNAZARI et al., 2018; DE SOUZA et al., 2019) ou
elementos toxicos (MAY JUNIOR et al.,, 2018), principalmente em espécies
bioacumuladoras e biomagnificadoras, mais especificamente espécies topo de cadeia.
As espécies chaves desempenham uma importante funcdo no equilibrio ecolégico
(SIMBERLOFF, 1998) e P. onca esta incluida neste segmento, devido principalmente
ao seu carater ecoldgico em controlar espécies-presas, porém existe uma complexidade
ao avaliar agentes patogénicos em diferentes grupos de individuos dispersos pelos

biomas brasileiros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de hemocitozoarios e ectoparasitos

como subsidio para informacGes sobre o status sanitario de ongas-pintadas de vida livre

do bioma Pantanal.

2.2 Objetivos especificos

a.
b.

C.

Avaliar a presenca de hemoprotozoarios por analise molecular;

Avaliar a presenca de hemoplasma e a-proteobactérias por analise molecular;
Avaliar o hematocrito e possiveis alteracdes hematoldgicas passiveis de
avaliacdo em lamina de esfregago sanguineo;

Avaliar a presenca de ectoparasitos;

Fornecer dados eco-epidemioldgicos sobre a ocorréncia de agentes patogénicos

ou nédo patogénicos no ambiente em que os individuos habitam.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Panthera onca

A onga-pintada ou jaguar (Panthera onca Linnaeus, 1758) € o maior felino e
predador das Américas, sendo o Unico representante do género Panthera no continente
americano, estando distribuido em diferentes biomas da regido neotropical (SUNQUIST
& SUNQUIST, 2002). Historicamente, sua distribui¢do ocorria dos Estados Unidos ao
norte da Argentina com uma vasta populacdo que, atualmente, é representada por
apenas metade da populacao inicial, com um declinio aproximado de 50% da populacéo
inicial em 50 anos (SEYMOUR, 1989; SANDERSON et al., 2002). No Brasil, segundo
dados oficiais, € considerada ameacada de extingdo em nivel de vulneravel, tendo
subpopulagdes significativas na Amazonia e Pantanal (ICMBIO, 2013).

Desde 1900, o declinio populacional de P. onca no Brasil é observado devido as
principais ameacas a conservacdo da espécie, como: perda de habitat (causada pela
exploracdo madeireira, expansdo urbana e expansdo agropecuaria) (MORATO et al.,
2016), caca ilegal e por retaliacdo a predacdo de animais domésticos (HOOGESTEIJN
et al., 1993; NOWELL & JACKSON, 1996), diminuicdo da oferta de presas e outros
conflitos com seres humanos (MURRAY et al., 1999; ZIMMERMANN et al. 2005;
ZELLER, 2007). Associado a estas ameacas, a interrup¢do do ciclo ecoldgico e a
antropizacao, estes animais sdo expostos a diversos patdgenos tornam-se um agravo
para populacdes criticas (MURRAY et al., 1999; FURTADO & FILONI, 2008).

A onca-pintada habitava os seis biomas brasileiros, porém em 1952 a dltima
onca-pintada foi extinta do bioma Pampa, morta por cacadores (PETERS et al., 2015).
Hoje, habita os outros cinco biomas: Amazonia, Pantanal, Cerrado, Mata Atlantica e
Caatinga. Nestes, foram realizadas avalia¢Ges individuais para que a classificacdo de
conservacao fosse condizente com a populacdo local dos individuos. Estima-se que a
Amazonia abrigue mais de 10 mil individuos (JEDRZEJEWSKI et al. 2018) e o
Pantanal abrigue mais de mil individuos (MORATO et al., 2013). Diferente das oncas-
pintadas dos biomas Amazonia e Pantanal, que séo classificadas como vulneraveis, as
oncas-pintadas dos biomas Mata Atlantica e Caatinga sdo classificadas como “em
perigo” e “Criticamente em perigo”, estimando menos de 250 individuos (MORATO et

al., 2013). Quanto ao Cerrado, hd uma divergéncia na literatura, Morato et al. (2013)
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estimam menos de 250 individuos, enquanto que Jedrzejewski et al. (2018) estimam
mais de 250 individuos.

3.2 One Health, One World

Em 1939, a teoria proposta por Pavlovsky discorre que alguns microrganismos
ja se encontravam circulantes no meio ambiente, desenvolvendo-se em um nicho
equilibrado, porém com o0 acesso do homem a estes ambientes, o descontrole poderia
proporcionar o inicio do aparecimento de doencas (PAVLOVSKY, 1966). Leavell &
Clark (1965) levantaram o conceito “homem-ambiente-agente” ¢ “historia natural das
doengas” recebendo apoio das &reas voltadas para saude e biologia. Ao final dos anos
70, doencas que eram associadas aos animais atingem humanos, como as causadas pelo
virus Rocio e Hantavirus, associado principalmente as alteracbes ambientais (LOPES,
1978; BRASIL, 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016), um em cada quatro
6bitos no mundo em 2012 foram originados por alteragdes ambientais (acdes
antropicas); estima-se que doencas diarreicas como a criptosporidiose, giardiase e
outras, causaram 846 mil mortes no ano e malaria 259 mil; essas alteracbes também
aumentam a disseminacdo de diferentes patogenos entre as populagdes (PAGE et al.,
2011).

Dado o conceito saude unica onde hé integracdo ecoldgica entre as saldes
ambiental, animal e humana, alguns fatores podem desencadear severas catastrofes entre
populacdes silvestres como observado em estudos sobre epidemia de virus da cinomose
canina (VCC) em ledes africanos. Em 1994, um surto dizimou 30% de uma populagéo
aproximada de 1000 ledes africanos no Serengeti (ROELKE-PARKER et al., 1996). Na
época acreditava-se que os ledes ndo eram sensiveis ao virus (HARDER et al., 1995),
portanto, a hipdtese para o surto seria o primeiro contato da populagcdo com o agente
(OSTERHAUS, 2001), porém estudos retrospectivos observaram circulagdo do virus até
1981 na mesma regido, que durante alguns periodos ficava ausente (PACKER et al.,
1999).

Foi em 2008 que uma pesquisa revelou a interacdo entre 0 aumento extremo da
temperatura com a desnutricdo de budfalos no Serengeti, uma espécie chave na
alimentacédo de carnivoros. Ao fim da seca e inicio das chuvas, os bufalos apresentaram
cargas maiores de infestagdo por carrapatos (DE VOS & POTGIETER, 1994),
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morrendo devido ao comprometimento nutricional. Os leGes por sua vez se
alimentavam destas carcagas, ocasionando um maior contato com carrapatos ali
presentes. A coinfeccdo pelo género Babesia alcancou altos niveis em 1994,
coincidindo com a alta mortalidade de ledes durante o surto de VCC (MUNSON et al.,
2008). Estes dados exemplificam a sensibilidade no equilibrio ecolégico na relagcdo
parasito-hospedeiro e na quebra do ciclo salde Unica.

3.3 Ectoparasitos

Os registros de parasitismo por carrapatos em P. onca sdo evidenciados em
todos biomas que habitam atualmente, dentre os achados observam-se carrapatos das

espécies mencionados na tabela 1.

Tabela 1: Registros na literatura de parasitismo por carrapatos em ongas-pintadas no
mundo.
(continua)

Registro na literatura Referéncia

Amblyomma sp. LABRUNA et al. (2005); WIDMER,
(2009); FURTADO (2010)

Amblyomma cajennense (sensu lato)) ~ LABRUNA et al. (2005); DURDEN et
al. (2006); WIDMER (2009); ARAGAO
(1936); FURTADO (2010)

Amblyomma brasiliense LABRUNA et al. (2005)
Amblyomma coelebs LABRUNA et al. (2005)
Amblyomma oblongoguttatum LABRUNA et al. (2005)
Amblyomma ovale LABRUNA et al. (2005); ARAGAO &

FONSECA (1961); FURTADO (2010);
SINKOC et al. (1998)

Amblyomma parvum LABRUNA et al. (2005); DURDEN et
al. (2006)
Amblyomma tigrinum LABRUNA et al. (2005); DURDEN et

al. (2006): FURTADO (2010)
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(concluséo)

Registro na literatura Referéncia

Amblyomma triste LABRUNA et al. (2005); DURDEN et
al. (2006); WIDMER (2009); FURTADO
(2010)

Amblyomma sculptum MARTINS (2004)

Dermacentor nitens LABRUNA et al. (2005)

Rhipicephalus (Boophilus) microplus LABRUNA et al. (2005); WIDMER
(2009); FURTADO (2010)

Ixodes affinis LOPES et al. (2016)
Ixodes scapularis ALMAZAN et al. (2013)
Ornithodoros rostratus MASSI PALLARES & USHER (1982)

Alguns destes carrapatos sdo conhecidos por transmitirem agentes patogénicos
de importancia para a satde publica como Rickettsia rickettsii (LABRUNA, 2008).

Quanto ao parasitismo por pulgas, a tungiase, uma doenca negligenciada
causada por Tunga penetrans, foi observada em doze ongas-pintadas no pantanal sul-
mato-grossense, sendo entdo sugerido que o felideo sirva como um disseminador da
pulga na regido do Pantanal (WIDMER & AZEVEDO, 2011). Furtado (2010) também
registrou a presenca de T. penetrans em oncas-pintadas do Pantanal, porém em menor
abundancia. Além de T. penetrans, outras pulgas foram registradas parasitando oncas-
pintadas como Ctenocephalides felis felis (LINARDI & GUIMARAES, 2000), Pulex
irritans (DURDEN et al., 2006), Pulex porcinus (ECKERLIN, 2005) e Pulex
(Juxtapulex) echidnophagoides (TIPTON & MENDEZ, 1966).

A presenca de miiase furuncular por larvas de Dermatobia hominis (bernes)
foram visualmente registradas por cameras traps devido a inchagos, porém sem a
confirmagdo morfolégica segundo HARMSEM (2006). Em oncas-pintadas do
Pantanal foram avaliadas duas larvas por Furtado (2010). A dermatobiase é uma
doenca de importancia para saude publica (ANDERSEN, 1962), além do mais, uma
vez que, as lesbes causadas pelas larvas de D. hominis podem fomentar o
desenvolvimento de miiases biont6fagas (GRISI et al., 2014), estas por sua vez podem
levar ao desenvolvimento de lesGes que dificultam a caca ou levam a morte de

individuos em uma populacéo ja vulneravel.
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A infestagdo por Cochliomyia hominivorax em onga-pintada foi avaliada na
Guiana em um ferimento de bala, segundo Rawlins et al. (1983) e por Furtado (2010)
possivelmente em ferimentos de brigas, ressaltando um fator agravante para o0s
individuos.

Até 0 momento desta revisdo ndo havia registros de parasitismo por outros

ectoparasitos na literatura.

3.3.1 Doencas transmitidas por vetores

Artropodes hematdfagos podem servir como vetores bioldgicos ou mecanicos de
diversas enfermidades emergentes e reemergentes a animais domésticos e silvestres e o
homem (PAROLA, 2005), entre eles destacam-se mosquitos, flebétomos, carrapatos,
piolhos e pulgas (NUNCIO & ALVES, 2014). Com isso, as alteragbes ambientais
(antropizacdo e mudancas climaticas) afetam diretamente o ciclo dos artropodes e a
relacdo parasito-hospedeiros (LABRUNA et al., 2005; ESTRADA-PENA, 2009), sendo
um importante fator para o aumento da circulagdo de vetores entre animais silvestres,
domesticos e humanos (HOGGSTRAAL & KAISER, 1961).

Os carrapatos sdo considerados o0s principais vetores de doencas aos animais e o
segundo principal vetor de doencas ao homem, estando atrds apenas dos mosquitos
(JONGEJAN & UILENBERG, 2004; SONENSHINE & ROE, 2014). Obrigatoriamente
todas as espécies de carrapatos requerem durante seu ciclo de vida o sangue de
vertebrados (hematofagia) e devido a este habito alimentar, muitas vezes sem
especificidade de hospedeiro, podem transmitir agentes patogénicos como virus,
bactérias, helmintos e protozoarios (HOSKINS & CUPP, 1988; CUPP, 1991; FUENTE
et al., 2008).

3.4 Hemocitozoarios
3.4.1 Ordem Piroplasmida

Nas doencas transmitidas por carrapatos, destacam-se o0s piroplasmas,
causadores da babesiose e cytauxzoonose; agentes amplamente distribuidos, infectando
animais domeésticos e silvestres. André (2008) observou sorologia positiva para Babesia
canis em amostras de ongas-pintadas de cativeiro de S&o Paulo e Distrito Federal,
porém nenhuma amostra foi positiva na analise molecular, sugerindo que outros

piroplasmas relacionados ao género Babesia e com antigenos semelhantes possam
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apresentar reacdo cruzada em testes soroldgicos. Este género tem influéncia na
mortalidade de animais silvestres, principalmente quando associado a outros agentes
virais (MUNSON et al., 2008).

Assim como a cytauxzoonose € importante na mortalidade de felinos
domésticos, uma vez que evolui para forma aguda com alta letalidade (WAGNER,
1976). André et al. (2009) avaliaram a presenca de Cytauxzoon felis em ongas-pintadas
e outros felideos de cativeiro sem sinais clinicos, sugerindo que estes animais sirvam de
reservatorios do agente. Furtado et al. (2017) reafirmaram que as ongas-pintadas
possivelmente sdo pecas fundamentais na manutencdo de C. felis no ambiente silvestre
(reservatorio), necessitando mais estudos em diferentes éareas, individuos e

subpopulacdes onde a onga-pintada habita.

3.4.2 Familia Trypanosomatidae

Os géneros Trypanosoma e Leishmania sdo responsaveis por causar doenca
aguda ou crénica em seres humanos e em animais domesticos e silvestres (BARRETT
& CROFT, 2012). A deteccdo destes géneros é importante para monitorar as areas de
risco, uma vez que a ocorréncia destes patdgenos é determinada pela circulacdo do
agente etiologico, vetores e individuos susceptiveis, sendo fontes de infec¢Bes que
podem agravar a sanidade de animais silvestres ameacados (MORNER et al. 2002).

Mais precisamente, Trypanosoma evansi € um hemoparasito flagelado
amplamente distribuido e um importante patdgeno na salde publica, principalmente por
ser um dos agentes zoon6ticos que causa a tripanossomiase, uma doencga negligenciada.
Existem diversos registros de deteccdes e surtos em animais como bovinos (FRANKE
et al., 1994), equinos (RODRIGUES et al., 2005), cdes (ECHEVERRIA et al., 2019),
tigre (UPADHYE et al.,, 2000), camelos (DESQUESNES et al., 2009), morcegos
(HERRERA et al., 2004) e no ser humano (JOSHI et al., 2005; POWAR et al., 2006).

A infeccdo por T. evansi para causar danos em hospedeiros depende de fatores
como a eficacia da transmissao, sistema imune do hospedeiro e a capacidade do parasito
sobreviver no hospedeiro (MISRA et al., 2015). Com uma ampla distribuicdo
geografica e baixa especificidade em termos de vetores e hospedeiros, T. evansi
permanece sem claras evidéncias do principal meio de transmisséo, podendo ocorrer das
seguintes formas: mecanica, biologica, vertical, horizontal, iatrogénica e por
contaminacdo oral (DESQUESNES et al., 2013).
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Recentemente um caso raro de tripanossomiase por T. evansi foi relatado em um
felino doméstico na India; o animal apresentou o sinal clinico classico da doenca, em
outros animais, conhecido como “mal das cadeiras” (incapacidade de estender os
membros), além de febre e alteracbes hematoldgicas e bioquimicas (SIVAJOTHI &
REDDY, 2017). O felino habitava uma &rea com caracteristicas epidemioldgicas para
tripanossomiase em bufalos (SIVAJOTHI et al. 2016), com acesso proximo a um
matadouro, 0 que sugere que a infec¢do ocorreu devido as picadas de moscas no local
ou a alimentacdo de carne infectada (RAINA et al., 1985). Com isso, 0s estudos eco-
epidemioldgicos sdo fundamentais para avaliacdo de areas de risco tanto para animais
domésticos quanto silvestres, da mesma maneira que animais silvestres, uma vez que
apresentem incoordenacdo nos membros posteriores provavelmente inviabilizaria a caca
em vida livre.

A presenca de T. evansi em onga-pintada foi observada durante um surto em um
zooldgico de Calcuta, o individuo que veio a 6bito em 1967, apresentou sinais clinicos
inespecificos; o diagnostico foi realizado por observacdo de formas evolutivas de
Trypanosoma no esfregaco sanguineo do coracgdo e a suspeita final por T. evansi se deu
pela resposta ao uso de uma medicacdo profilatica em um individuo doente no mesmo
zooldgico que obteve cura, sugerindo que a causa dos Obitos foi por tripanossomiase por

uma cepa patogénica (SINHA et al., 1973).

3.4.3 Género Hepatozoon

A hepatozoonose, causada pelo género Hepatozoon, também é uma doenca
veiculada por artrépodes hematdfagos sendo relatada acometendo diversas espécies de
canideos e felideos silvestres (BROCKLESBY e VIDLER, 1963; MCCULLY et al.,
1975; LANE & KOCAN, 1983; AVERBECK et al., 1990; METZGER et al., 2007;
ANDRE et al., 2010), incluindo P. onca, no qual sugere-se um importante papel da
onca-pintada na manutencdo de Hepatozoon no ambiente silvestre (CRIADO-
FORNELIO et al., 2006; WIDMER, 2009; FURTADO et al., 2017).

Apesar da hepatozoonose ter esse nome descrito, ndo ha evidéncias que possa
causar doenca em humanos, além disso, em seus hospedeiros naturais causam raros
agravos ou nenhum dano patolégico (TELFORD, 1984), isso porque ocorre na maioria
dos casos na forma subclinica. Porém, dependendo da taxa de parasitemia e infeccdes

concomitantes, situacdes adversas como estresse, imunossupressao e danos fisicos, pode
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resultar na doenca clinica e até mesmo 6bito (BANETH & WEIGLER, 1997; RUBINI
et al., 2006; KUBO et al., 2006).

3.4.4 Familia Anaplasmataceae

A familia Anaplasmataceae é caracterizada por bactérias intracelulares
obrigatorias, constituido por trés géneros principais: Ehrlichia, Anaplasma e
Neorickettsia (DUMLER et al. 2001). Alguns estudos avaliaram a presenca de espécies
dos géneros Ehrlichia e Anaplasma em animais silvestres por imunofluorescéncia
indireta (IFA) em um puma de vida livre que apresentou anticorpos para Ehrlichia canis
(FILONI et al. 2006), bem como por anélise molecular, que detectou uma nova variante
genotipica do género Ehrlichia em oncas-pintadas de vida livre (WIDMER, 2009), além
de duas oncas-pintadas do Mato Grosso reativas para Ehrlichia spp., porém negativas
na analise molecular (ONUMA, 2014).

Além disso, André et al. (2010, 2012) avaliaram por andlise molecular e
soroldgica a presenca de espécies relacionadas a E. canis e Ehrlichia chaffeensis, além
de Anaplasma phagocytophilum, em diferentes felideos de cativeiro, destacando uma
onca-pintada positiva para dois genes: 16S rRNA e omp-1 para E. canis. Em 2018,
Mazzotti et al. avaliaram uma alta positividade para Anaplasma platys em felinos
silvestres de cativeiro, alguns apresentavam coinfec¢do por A. phagocytophilum ou E.
canis; alem disso, dois felinos apresentaram alteragcfes no hemograma como anemia
severa e trombocitopenia, porém devido a auséncia de pesquisa para deteccdo de outros

patdgenos, ndo foi associado a coinfec¢do como causa dos achados clinicos.

3.4.5 Hemoplasma

Anteriormente descritos como Haemobartonella ou Eperythrozoon, 0s
micoplasmas hemotropicos ou hemoplasmas, parasitam a superficie dos eritrocitos
podendo causar severas anemias e sinais clinicos, principalmente quando associados a
fatores que comprometem o sistema imune, como o estresse (MESSICK, 2004). Trés
espécies de hemoplasmas parasitam felinos, possuindo diferentes graus de
patogenicidade: Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ e
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (SANTOS et al., 2009). O principal entre eles é a
espécie M. haemofelis (MESSICK et al., 1998). Furtado et al. (2018) descreveram a

primeira deteccdo de hemoplasmas em oncas-pintadas de vida livre, onde a maior
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ocorréncia foi de ‘C. M. haemominutum’. Anteriormente, André et al. (2011)

detectaram em felideos silvestres de cativeiro a presenca de ‘C. M. haemominutum’.

3.4.6 Género Bartonella

Os felideos sdo importantes reservatorios de Bartonella, principalmente
Bartonella henselae, um agente zoondtico de distribuicdo mundial, conhecido como
causador da doenca da arranhadura do gato (DAG) (CHOMEL et al., 2010). A
ocorréncia de Bartonella é observada em uma variedade de felinos silvestres como:
ledes (MOLIA et al., 2004), guepardos (KELLY et al., 1998; PRETORIUS et al.,
2004), em linces e pumas (YAMAMOTO et al.,, 1998; ROTSTEIN et al., 2000;
CHOMEL et al., 2004). A presenca de anticorpos para B. henselae em P. onca foi
observada por Yamamoto et al. (1998) em um individuo cativo em um zoolégico da
Califérnia. Filoni (2006) relatou 95% de prevaléncia de B. henselae em 20 amostras de

pequenos felideos de vida livre, sendo a maior prevaléncia descrita na literatura.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

As amostras do presente estudo (n=22) sdo provenientes do Refugio Ecoldgico
Caiman (REC), localizado no municipio de Miranda, no Pantanal Sul-mato-grossense.
Com aproximadamente 53.000 hectares, 0 REC dedica-se a criacdo extensiva de gado
de corte (zebuinos), hotelaria e ecoturismo de observacdo de oncas-pintadas e outros

animais ameacados.

4.2 Etica
O material utilizado no presente estudo foi destinado ao Laboratério de

Protozoologia e Rickettsioses Vetoriais (ProtozooVet) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), onde obteve aprovacdo para realizagcdo do projeto perante a
Comissdo de Pesquisa Veterinaria (COMPESQ UFRGS) n°: 38198, onde a avaliacdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) n3o se aplica, uma vez que o laboratério
néo trabalha com animais vivos.

Em contrapartida, o projeto Oncafari possui autorizagdo do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) licenga n°: 42093-1,
além de respeitar o manejo dos individuos de acordo com os procedimentos éticos e 0
bem-estar dos animais (SIKES et al., 2011). Além disso, a parceria realizada entre a
Associagdo Ongafari e ProtozooVet foi firmada em um termo de concordancia assinada
pelo médico veterinario responsavel pelo projeto (ANEXO A).

4.3 Capturas
As capturas sdo realizadas de forma periddica para trabalho de monitoramento e

ecologia do projeto de conservacdo (Oncafari), onde assim foi possivel o fornecimento
de amostras bioldgicas para o presente estudo.

As capturas foram realizadas de forma aleatdria. As areas foram previamente
monitoradas por cameras traps para avaliar o trafego dos individuos no local. Para a
contencdo fisica (captura), foi utilizada a técnica de laco (FRANK et al, 2003). Os
locais de instalagdo eram escolhidos entre os pontos de maiores registros de ongas-

pintadas que apareciam nas cameras. O local era preparado com a armadilha e um
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transmissor de VHF acoplado ao mecanismo para emitir um sinal, que era acompanhado
a cada hora pela equipe de campo. Todas as armadilhas eram revisadas presencialmente
entre oito e nove horas da manhd, quando eram fechadas. Entre as 17 e 18 horas da
tarde as armadilhas eram reabertas.

Quando os felinos eram capturados pela armadilha, havia uma mudancga no sinal
emitido e a equipe se dirigia ao local em 30 minutos. Era confirmada a presenca de
oncas-pintadas e com o auxilio de um dardo de rifle de CO2 contendo uma combinacgéo
de 5 mg/kg de tiletamina-zolazepam (Telazol® 500 mg, Zoetis, S&o Paulo, SP, Brasil)
utilizado por via intramuscular (POOLE et al., 1993; ONUMA et al., 2015), os
individuos foram sedados para a realizacdo dos procedimentos que incluiam a coleta de
parametros biométricos, avaliacdo clinica, colocacdo de radio colar e coleta de

materiais bioldgicos.

4.4 Amostras

No periodo de outubro de 2013 a janeiro de 2019 foram coletadas 22 amostras
de 19 individuos diferentes utilizadas no presente estudo, incluindo amostras de
recaptura (n=3) no REC.

Durante a sedagéo dos individuos foram coletadas amostras de sangue em tubos
de coleta com anticoagulante EDTA (etilenodiaminotetracético tetrassédico) (n=18) e
sem anticoagulante (n=4); foram confeccionadas laminas de esfregago sanguineo
coradas com Pandtico Réapido® (Newprov, Pinhais, Paran4, Brasil) (n=12) e coleta de
ectoparasitos para identificacdo. Em 12 das 22 capturas, foi possivel a realizacdo da
determinacdo do hematocrito pela técnica de microhematdcrito (JAIN, 1993) por
centrifuga manual por rota¢fes durante 10 minutos. O valor de referéncia utilizado foi
conforme Widmer et al. (2012). Além do hematécrito, a avaliagdo das mucosas, tempo
de preenchimento capilar (TPC), pesagem e temperatura retal da maioria dos individuos

foi avaliado.

4.5 Processamento das amostras
4.5.1 Extracdo de DNA e analise dos esfregacos sanguineos

Do total de amostras (n=22), 18 foram coletadas em tubos EDTA. O volume de
200 pL para extracio de DNA foi processado utilizando kit comercial PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen ™, Carlsbad, CA, EUA), conforme as
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recomendacdes do fabricante. O restante das amostras (n=4), coletadas apenas em tubos
sem anticoagulante (codgulos), foram processadas em um disruptor de células (L-Beater
6, Loccus®, Melbourne, FL, USA) para melhor aproveitamento do material e
posteriormente, seguiu-se utilizando o mesmo kit comercial e protocolo de extracdo de
DNA. Amostras que continham aproximadamente 200 ng/uL. de DNA determinado em
um espectrofotémetro (NanoDrop™) foram utilizadas ou tiveram o volume ajustado.

Foi realizada uma leitura minuciosa em busca de morfologias compativeis com
hemocitozoarios intracelulares e extracelulares em laminas de esfregacos sanguineos.
Para isso, a avaliacdo microscopica foi realizada sempre pelo mesmo operador em
aumentos de 100x, 400x e 1000x.

4.5.2. Ectoparasitos coletados

Foram contabilizados e identificados conforme chaves dicotomicas especificas
segundo Barros-Battesti (2006) para carrapatos em nivel de género. Espécies do género
Amblyomma foram identificadas de acordo com Onofrio et al. (2006). Para bernes e

miiases, a chave utilizada foi conforme Berne et al. (2009).

4.6 Andlise molecular (Ensaios de Rea¢do em Cadeia Polimerase/PCR)
4.6.1 PCR: Protozoérios

A compilagdo dos primers utilizados no presente estudo esta apresentada na
tabela 2.

4.6.1.1 Ordem Piroplasmida

Para amplificacdo do gene 18S rRNA da Ordem Piroplasmida foi realizado o
protocolo para triagem por meio dos primer foward (pf) BAB143-167 (5’
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 3°) e primer reverse (pr) BAB694-667 (5°
GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG  3°), desenhado para amplificar
aproximadamente 500 pb, descrito por Soares et al. (2011).

As amostras positivas na PCR de triagem para piroplasmas foram submetidas ao
teste com primers especificos para C. felis e, para esta reacdo, um par de pf e pr que
amplificam um fragmento de 284 pb do gene 18S rRNA foi utilizado: 5’
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GCGAATCGCATTGCTTTATGCT-3> e 5° CCAATTGATACTCCGGAAAGAG-3’,

conforme descrito por Birkenheuer et al. (2006).

4.6.1.2 Familia Trypanosomatidae

Para amplificacdo do gene 18S rRNA da familia Trypanosomatidae, o seguinte
protocolo foi utilizado como triagem, conforme Maia da Silva et al. (2004), por meio
dos pf 609 5 CACCCG CGGTAATTCCAGC 3 e pr 706 (5
TTGAGGTTACAGTCTCAG 3°), desenhados para amplificar aproximadamente 900
pb.

Amostras positivas nesta reacdo foram retestadas com primers especificos para a
deteccdo de T. evansi, com pf e pr, que amplificam um fragmento de 205 pb do
fragmento  RoTat 1.2  Variable  Surface  Glycoprotein  (VSG): 5’-
GCGGGGTGTTTAAAGCAATA-3’ e 5’-ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG-3’,

conforme descrito por Claes et al. (2004).

4.6.1.3 Género Hepatozoon

Para amplificacdo do gene 18S rRNA do género Hepatozoon, o protocolo
utilizado foi conforme Almeida (2011), por meio dos pf Hep2-169 (5’
GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 3’) e pf Hep2-718 (5
ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG 3°), desenhado para amplificar

aproximadamente 409 pb.
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Tabela 2: Listagem das sequéncias dos primers foward e reverse (respectivamente) utilizados para os protozoarios analisados no presente estudo, 0s
pares de base que amplificam e suas respectivas referéncias.

Agentes Gene Sequéncias pb* Referéncia

Piroplasmida 18S BAB143-167 5> CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 3’ 500 Soares et al. (2011)
BAB694-667 (5 GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG 3’

Cytauxzoon felis 18S 5> GCGAATCGCATTGCTTTATGCT-3’ 284 Birkenheuer et al.
5" CCAATTGATACTCCGGAAAGAG-3’ (2006)

Trypanosomatidae 18S 609 (5 CACCCG CGGTAATTCCAGC 3’ 900 Maia da Silva et al.
706 (5> TTGAGGTTACAGTCTCAG 3° (2004)

Trypanosoma evansi VSG! 5’-GCGGGGTGTTTAAAGCAATA-3’ 205 Claes et al. (2004)
5’-ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG-3’

Hepatozoon 18S Hep2-169 5 GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 3’ 409 Almeida (2011)

Hep2-718 5> ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG 3°

pb*= pares de base amplificados.

1= Variable Surface Glycoprotein
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4.6.2 PCR: Hemoplasma e a-proteobactérias

Na tabela 3 € possivel observar a compilacdo de dados dos primers utilizados no

presente estudo.

4.6.2.1 Hemoplasma
Para amplificacdo do gene 16s rRNA de hemoplasmas, foi utilizado protocolo

descrito por Criado-Fornelio et al. (2003) para triagem, seguindo os primers HBT F 5’
ATACGGCCCATATTCCTACG 3’¢ HBT R 5° TGCTCCACCACTTGTTCA 3°, que
amplifica a regido entre 595 e 620 pb.

Posteriormente, as amostras positivas na triagem foram retestadas no protocolo
especifico de PCR Real Time para pesquisa de Mycoplasma haemofelis de acordo com
Peters et al. (2008).

4.6.2.2 Familia Anaplasmataceae

Para triagem da familia Anaplasmataceae 0s pares de primers do gene 16S
rRNA EHR16SF 5 GGTACCYACAGAAGAAGTCC3 e EHRI6SR 5’
TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’ foram utilizados para amplificar um fragmento de
345 pb, segundo Inokuma et al (2000) no primeiro teste. Posteriormente, 0s primers que
amplificam 360 pb do gene 16s rRNA, foram utilizados para uma segunda triagem,
conforme descrito por Breitschwerdt al., (1998): GE2 5
GTTAGTGGCATACGGGTGAAT 3’ e HE3 5’
CTTCTATAGGTACCGTACATTATCTTCCCTAT 3°.

Outro gene foi avaliado para detectar possiveis espécies de Ehrlichia silvestres
ndo amplificadas nos genes e primers anteriormente mencionados, para isso, O
protocolo do gene DSB descrito por Doyle et al. (2005) para PCR Real Time foi
modificado para PCR convencional, com isso foi utilizado o seguinte protocolo de
amplificagéo: volume final de 12,5 uL contendo 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgClz, 0.2 uM
de cada primer, 1.5 U de Platinum™ Tag DNA Polymerase (Invitrogen ™, Carlsbad,
CA, EUA) e 1 uL de DNA extraido; as condigdes no termociclador foram de 95°C por 5
minutos e 35 ciclos repetidos de 94°C por 40 segundos, 59°C por 40 segundos, 72°C por
1 minutos e extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os primers amplificam 378 pb: DSB 321 5
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA ¥ e DSB 671 5
GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA3".
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4.6.2.3 Género Bartonella

Dois genes para pesquisa do género Bartonella foram utilizados no presente
estudo: ftsZ e glta. Para amplificacdo de 515 pb do gene ftsZ, o protocolo conforme
Paziewska et al. (2011), com os pf 5° CATATGGTTTTCATTACTGCYGGTATGG 3’
e pr 5> TTCTTCGCGAATACGATTAGCAGCTTC 3’ foi utilizado. Para o gene glta
foi utilizado os primers Bhcs F 5> GGGGACCAGCTCATGGTGG 3’ ¢ Bhes R 57
AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 3’ que amplificam 360 pb, conforme Norman et
al. (1995).

4.6.3 PCR: Amplificacdo das reacoes e eletroforese

Em todas as reagOes mencionadas anteriormente, um controle positivo dos
géneros e controle negativo com 4&gua ultrapura UltraPure™ DNase/RNase-Free
Distilled Water (Invitrogen ™, Carlsbad, CA, EUA) foram utilizados. As amplificacfes
foram realizadas em um termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied
Biosystem®, Foster City, CA, EUA). Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, posteriormente visualizados em um

transiluminador LED Kasvi® (Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).
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Tabela 3: Sequéncias dos primers foward e reverse (respectivamente) utilizados para as analises de bactérias no presente estudo, os pares de base que
amplificam e suas respectivas referéncias.

Agentes Gene Sequéncias pb** Referéncia
Anaplasmataceae 16S EHR16SF 5 GGTACCYACAGAAGAAGTCC 3’ 345 Inokuma et al. (2000)
EHR16SR 5' TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’
Anaplasmataceae 16S GE2 F 5 GTTAGTGGCATACGGGTGAAT 3’ 360 Breitschwerdt et al. (1998)
H3 R 5 CTTCTATAGGTACCGTACATTATCTTCCCTAT 3°
Ehrlichia DSB DSB DSB F 321 5> TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA 3° 378 Doyle et al. (2005)
DSB R 671 5> GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA 3’ modificado para este estudo
Hemoplasma 16S HBT F 5 ATACGGCCCATATTCCTACG 3’ 595-620  Criado-Fornelio et al. (2003)
HBT R 5> TGCTCCACCACTTGTTCA 3’
Mycoplasma 16S 5’ F GTGCTACAATGGCGAACACA 3’ 80 Peters et al. (2008)
haemofelis 5 RTCCTATCCGAACTGAGACGAA 3’
Probe: TagMan 5’FAM-TGTGTTGCAAACCAGCGATGGT-BHQ13’
Bartonella ftsZ F5 CATATGGTTTTCATTACTGCYGGTATGG 3’ 515 Paziewska et al. (2011)
R 5 TTCTTCGCGAATACGATTAGCAGCTTC 3’
glta Bhcs F 5 GGGGACCAGCTCATGGTGG 3’ 360 Norman et al. (1995)

Bhcs R 5° AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 32

pb**= pares de base amplificados.
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5 RESULTADOS
As tabelas 4 e 5 compilam os resultados finais das andlises moleculares de

protozoarios, hemoplasma e a-proteobactérias testados em todos os individuos.

5.1 Analise molecular: protozoarios

Todas amostras (n=22) foram positivas para a Ordem Piroplasmida. Em seguida,
todas as amostras foram testadas para C. felis obtendo novamente 100% de positividade
(n=22) (Tabela 4). Destacam-se as oncas-pintadas recapturadas positivas em todas as
coletas: “PO1” com amostras de 2014, 2017 e 2018 ¢ “PO11” com amostras de 2017 e
2018.

As amostras positivas para 0 género Hepatozoon totalizaram 50% (11/22),
incluindo a onca-pintada “PO1” positiva nas amostras de 2014 ¢ 2018. Todas amostras
apresentaram banda unica com fragmento de tamanho esperado.

Quanto as amostras triadas nos primers da familia Trypanosomatidae, 22 delas
apresentaram banda de tamanho esperado (900 pb), assim como, multiplas bandas.
Posteriormente, foi realizado o teste com T. evansi onde cinco amostras (22,72%)
obtiveram resultado positivo com banda Unica com tamanho de fragmento esperado
(205 pb).

Trés oncas apresentaram coinfeccdo por C. felis, Hepatozoon sp. e T. evansi:
PO1 (recaptura 2018), PO10 e PO17.



Tabela 4: Resultados individuais das analises moleculares com diferentes primers para pesquisa de hemoprotozoarios. (continua)

Not ID? Ano de Género Piroplasmida Cytauxzoon Trypanosomatidae  Trypanosoma Hepatozoon
Coleta felis evansi

1 POl 2014 F + + + - +
2 2017 + + + - -
3 2018 + + + + +
4  PO2 2017 F + + + - -
5 2018 + + + - +
6 PO3 2013 F + + + - +
PO4 2016 F + + + - -
8 PO5 2016 F + + + - +
9 PO6 2016 F + + + - -
10 PO7 2016 M + + + - +
11 PO8 2016 M + + + - +
12 PO9 2016 F + + + - -
13 PO10 2017 M + + + + +
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(concluséo)

No? ID? Ano de Género  Piroplasmida Cytauxzoon Trypanosomatidae Trypanosoma Hepatozoon
Coleta felis evansi
14 PO11 2017 M + + + - -
15 PO12 2017 F + + + + -
16 PO13 2017 F + + + - -
17 PO14 2017 F + + + - +
18 PO15 2017 F + + + + -
19 PO16 2018 F + + + - +
20 PO17 2018 F + + + + +
21 PO18 2019 F + + + - -
22 PO19 2019 F + + + - -

1 ntmero total de amostras.
2: nimero de identificagdo do individuo.
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5.2 Analise molecular: hemoplasma e a-proteobactérias

Todas as amostras foram positivas para hemoplasma, mais uma vez, as ongas-
pintadas recapturadas “PO1” com amostras de 2014, 2017 e 2018 e “PO11” com
amostras de 2017 e 2018 foram positivas em todas as coletas (Tabela 5).

Todas amostras positivas na triagem para hemoplasma foram testadas para M.
haemofelis em PCR Real Time, destas 31,81% (7/22) obtiveram resultados especifico
para presenca de M. haemofelis.

Quanto a Anaplasmataceae (gene 16s rRNA), o primeiro teste obteve resultado
inespecifico com diversas bandas (primers EHR), portanto, o segundo teste com
primers GE2-HES3 foi realizado obtendo negatividade em todas as amostras. Para que a
possibilidade de ocorréncia de Ehrlichia silvestres fosse confirmatdria, o teste com o
gene DSB foi realizado e todas as amostras foram negativas.

Quanto aos testes para pesquisa do género Bartonella, todas as amostras foram
negativas nas reacbes dos dois genes estudados no presente estudo.



Tabela 5: Resultados individuais das analises moleculares com diferentes primers para pesquisa de a-proteobactérias. (continua)

Not ID? Anode Género Anaplasmataceae EhrlichiaDSB Hemoplasma Mycoplasma Bartonella
Coleta (EHR + GE2HE3J) haemofelis glta fts7Z
1 PO1 2014 F - - + - - -
2 2017 - - + - - -
3 2018 - - + - - -
4 PO2 2017 F - - + - - -
5 2018 - - + + - -
6 PO3 2013 F - - + - - -
7 PO4 2016 F - - + - - -
8 PO5 2016 F - - + - - -
9 PO6 2016 F - - + - - -
10 PO7 2016 M - - + + - -
11 PO8 2016 M - - + - - -
12 PO9 2016 F - - + - - -
13  PO10 2017 M - - + + - -




(concluséo)

Nol ID? Anode Género Anaplasmataceae Ehrlichia DSB Hemoplasma Mycoplasma Bartonella
Coleta (EHR + GE2HE3) haemofelis glta fts7
14  POl11 2017 M - - + + - -
15 PO12 2017 F - - + - - -
16 PO13 2017 F - - + - - -
17  POl14 2017 F - - + + - -
18 PO15 2017 F - - + - - .
19 PO16 2018 F - - + + - -
20 PO17 2018 F - - + - - -
21 PO18 2019 F - - + + - -
22  PO19 2019 F - - + - - -

1 nimero total

2. identificacdo do individuo
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5.3 Avaliacao clinica geral e do hematocrito

O presente estudo avaliou dados de diversas campanhas de captura de oncas-
pintadas realizadas (contabilizando capturas e recapturas).

Na tabela 6 os valores estdo compilados a cada individuo (quando se aplica).

O valor de referéncia para o hematdcrito de oncas-pintadas de vida livre foi

comparado conforme descrito por Widmer et al. (2012).

Tabela 6: Avaliacdo geral conforme os anos de coleta e 0s parametros de hematocrito,
mucosas, tempo de preenchimento capilar, pesagem e temperatura retal dos individuos

do presente estudo. (continua)
ID! Ano Ht (%)? Mucosas TPC* Peso/kg® Temperatura
VR®: 32,6-38,3 % retal (°C)®
PO1 2014 38 SA* 1 90 37,7
2017 NA** SA 1 100 37,7
2018 38 SA 1,5 86,4 37,9
PO2 2017 NA SA 1 54 41,3
2018 40 SA 1 60,6 38,4
PO3 2013 38 SA 1 95 38,4
PO4 2016 35 SA 1 66 37,3
PO5 2016 36 SA 1 62 38,1
PO6 2016 38 SA 15 58 38,4
PO7 2016 NA SA 1,5 104 38,8
PO8 2016 56 SA 1 74 37,9
PO9 2016 NA SA 1 80 38,4
PO10 2017 NA SA 1 NA 36,5
PO11 2017 NA SA 1 132 38,2
PO12 2017 NA SA 1 50,7 40
PO13 2017 NA SA 1 68,4 40,3
PO14 2017 NA SA 1 90 NA
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(conclusdo)

ID!  Ano Ht (%)? Mucosas  TPC* Peso/kg® Temperatura
VR3: 32,6-38,3 % retal (°C)®
PO15 2017 NA SA 2 81,8 38,1
PO16 2018 38 SA 1 86,5 39
PO17 2018 42 SA 1 60 38,8
PO18 2019 41 SA 1 95 40,5
PO19 2019 45 SA 1 83,4 39

! 1dentificacéo de cada individuo.

2 Porcentagem do hematdcrito.

3 Valor de referéncia para o hematdcrito de ongas-pintadas de vida livre, segundo
Widmer et al. (2012).

4 Tempo de preenchimento capilar.

® Peso em quilograma.

® Temperatura estimada em graus Celsius.

* SA= Sem alteragéo.

** NA= N&o se aplica.

5.4 Avaliacéo das laminas de esfregaco sanguineo

No total de 12 ldminas, foi possivel observar a presenca de dois gamontes de
Hepatozoon sp. em mondcitos da onga-pintada “PO17” (Figura 1), positiva na analise
molecular para o género. Na amostra de 2014 da onca-pintada “PO1” foi possivel
observar uma inclusédo sugestiva de piroplasmas no esfregago sanguineo (Figura 2).

N&o foram observadas formas tripomastigotas do género Trypanosoma nos
esfregacos sanguineos de nenhum individuo positivo na analise molecular, assim como,
de nenhum outro parasito avaliado no presente estudo, além dos mencionados

anteriormente.
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Figura 1: Presenca de gamontes de Hepatozoon sp. em mondcitos da onga-pintada
"PO17" (seta).

Fonte: autora.



45

Figura 2: Presenca de inclusdo sugestiva de piroplasma em neutréfilo na onga-pintada
"P0O1/2014".

Fonte: autora

5.5 Identificagdo dos ectoparasitos

Todos os individuos estavam parasitados por carrapatos no momento da captura
ou recaptura. Ao todo foram identificados 454 carrapatos de diferentes espécies em 17
exemplares de ongas-pintadas diferentes.

Foi registrado o parasitismo por carrapatos nas oncgas-pintadas “P02/2018”
(recaptura), “PO8” e “PO19”, porém estes ndo foram enviados para identificagdo.

A espécie que se sobressaiu nas identificacGes foi Amblyomma sculptum 35,68%
(Figura 4), seguido de Amblyomma ovale 18,28% (Figura 3), Rhipicephalus microplus
11,68% (Figura 5), 30,18% ficaram apenas em nivel de género Amblyomma devido a
presenca em estagio de ninfa e serdo identificadas posteriormente e 4,18% Amblyomma
em estagio de larva.

Na tabela 7 é possivel observar a quantidade de carrapatos e respectivas espécies

coletadas em cada individuo.
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Tabela 7: ldentificacdo individual dos carrapatos coletados das ongas-pintadas

do presente estudo. (continua)
ID!  Ano? Fémea Macho Ninfa Larva
POl 2014 1 A ovale 1 A. sculptum 3 Amblyomma -
3 A. sculptum sp.
2017 4 A. ovale® - - -
1 A. sculptum®
2018 5A. ovale 3 A. ovale 42 -
4 A. sculptum Amblyomma
sp.
PO2 2017 2 A. ovale 20 A. ovale - -
1 A. sculptum
2018 NA* NA NA NA
PO3 2013 8 A. sculptum 11 A. sculptum - -
PO4 2016 2 A. ovale - 17 -
Amblyomma
sp.
PO5 2016 2 A. ovale 1 A. ovale 11 16
3 R. microplus® Amblyomma Amblyomma
sp. sp.
PO6 2016 3 A ovale - 21 3 Amblyomma
3 R. microplus Amblyomma sp.
sp.
PO7 2016 5R. microplus 1 A. ovale 10 -
Amblyomma
sp.
PO8 2016 NA NA NA NA
PO9 2016 1 A. ovale 30 A. sculptum 22 -
10 A. sculptum 20 R. microplus Amblyomma
2 R. microplus sp.
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(concluséo)

ID? Ano? Fémea Macho Ninfa Larva
PO10 2017 3 A.sculptum 10 A. sculptum 3 Amblyomma -
sp.
PO11 2017 13 A.sculptum 8 A. sculptum - -
8 R. microplus 10 R. microplus
PO12 2017 - 1 A. sculptum - -
PO13 2017 1 A. ovale 20 A. ovale 2 Amblyomma -
3 A. sculptum 20 A. sculptum sp.
PO14 2017 2 A. ovale 10 A. ovale - -
13 A. sculptum 9 A. sculptum
PO15 2017 1R. microplus - 4 Amblyomma -
sp.
POl16 2018 1 A. ovale 1 A. ovale - -
1 A. sculptum 5 A. sculptum
1 R. microplus
PO17 2018 1A sculptum 3 A ovale 1 Amblyomma -
1 A. sculptum sp.
PO18 2019 3 A.sculptum 2 A.sculptum 1 Amblyomma -
sp.
PO19 2019 NA NA NA NA
TOTAL.: 110 188 137 19

! 1dentificacéo dos animais.
2 Ano de captura.

3 Amblyomma ovale.

4 Amblyomma sculptum.

® Rhipicephalus microplus.

NA* Houve o registro da presenca de carrapatos, porém ndo foram contados ou

identificados.
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Figura 3: Amblyomma ovale macho encontrado parasitando ongas-pintadas do presente
estudo.

Fonte: autora

Figura 4: Amblyomma sculptum macho encontrado parasitando oncgas-pintadas do
presente estudo.

Fonte: autora
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Figura 5: ldentificagdo de Rhipicephalus microplus macho encontrado parasitando
oncas-pintadas do presente estudo.

Fonte: autora

A presenca de larvas de D. hominis (berne) também foi registrada em seis
individuos (6/22): PO7 (2016), PO10, PO11, PO12, PO 14 e PO15 (todos em 2017) (Figura
6).

Figura 6: Retirada por compressdo manual de uma larva de Dermatobia hominis em
uma onca-pintada do presente estudo.

Fonte: autora.
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6 DISCUSSAO

A importancia do conhecimento sobre a ocorréncia de agentes, vetores e a
ecologia das doengas em determinadas populagdes ou biomas é fator chave para
medidas de conservacao de espécies silvestres. Para planos de acdo de conservacao isto
pode ser desafiador, visto que em paises com ampla biodiversidade como o Brasil, as
diferencas entre 0s vetores que ocorrem em uma populacdo e 0s agentes que estes
transmitem podem gerar lacunas na implementacdo de projetos de conservagédo e planos
de acdo. Este é o caso da ocorréncia de Rickettsia do grupo febre maculosa no Rio
Grande do Sul, onde ndo ha circulacdo do vetor reconhecido A. cajennense, sendo
observado o envolvimento da espécie Amblyomma tigrinum (WECK et al., 2016), assim
como, no sudeste onde ha envolvimento da espécie A. ovale (KRAWCZAK et al.,
2016).

No presente estudo foi realizada uma avaliacdo sanitaria, ndo sendo possivel
correlacionar dados sobre vetores e 0s patdgenos detectados, uma vez que a maior parte
dos individuos estavam infectadas ou coinfectadas por diferentes agentes, bem como,

apresentavam altas taxas de infestacdo por duas espécies do género Amblyomma.
6.1 Protozoarios
6.1.1 Cytauxzoon felis

Conforme sugerido por André et al. (2009), Widmer (2009) e Furtado et al.
(2017), as ongas-pintadas podem atuar com reservatorios de C. felis no ambiente; o
presente estudo relatou 100% de positividade nas analises moleculares para C. felis,
incluindo recapturas em diferentes anos (n=22), sendo mais uma forte evidéncia que
estes individuos sejam reservatérios, uma vez que nenhum animal apresentou alteragdes
clinicas ou no hematdcrito, mesmo estando coinfectado por outros parasitos e infectado
em diferentes anos (PO1 2014-2017-2018).

Furtado et al. (2017) e Widmer (2009) também observaram 100% de
positividade em oncas-pintadas de vida livre no bioma Pantanal (22 e 10 individuos,
respectivamente), e quanto a possiveis alteracdes, Furtado et al. (2017) observaram um
individuo que apresentava baixo escore corporal devido provavelmente a idade

avancada, fora isto, nenhum outro individuo apresentava sinais clinicos; Widmer (2009)
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observou duas oncas-pintadas com mucosas levemente palidas, porém todas foram
consideradas em boas condigdes.

Onuma (2014) relatou 10 ongas-pintadas do Mato Grosso positivas para C. felis,
todas clinicamente saudaveis, apesar de uma vir a ébito ap6s 45 dias da captura, ndo
sendo possivel relacionar o 6bito com o parasitismo.

Diferente do observado nos EUA, onde Lynx rufus de vida livre apresentou
sinais clinicos e achados de necropsia semelhantes a cytauxzoonose em felinos
domésticos (NIETFELD & POLLOCK, 2002), acredita-se que 40% dos linces
americanos apresentem sinais clinicos ou 6bito em decorréncia de C. felis (GREENE,
2006), apesar de serem considerados hospedeiro reservatério natural.

Outros casos fatais da doenca ocorreram em animais de cativeiro como tigre
(GARNER et al., 1996) e ledes em um zool6gico no Brasil (PEIXOTO et al., 2007). O
vetor do agente no Brasil permanece desconhecido, uma vez que 0S carrapatos
conhecidos como vetores de C. felis nos EUA ndo ocorrem no Brasil (BLOUIN et al.,
1984; REICHARD et al. 2009).

Furtado (2010) observou uma ampla abundancia de espécies de carrapatos nas
oncas-pintadas positivas para C. felis, como A. cajennense sensu lato, A. ovale, A.
tigrinum, A. triste e R. microplus, em diferentes biomas como Amaz6nia, Cerrado e
Pantanal, semelhantes as espécies relatadas no presente estudo; Peixoto et al. (2007)
identificaram a presenca de A. cajennense em um dos casos fatais de cytauxzoonose em
ledes de um zooldgico no estado do Rio de Janeiro, porém néo foi possivel afirmar que
a infeccdo foi em decorréncia deste carrapato, uma vez que, 0 hematozoario nao foi
encontrado na hemolinfa ou nos cortes histologicos dos carrapatos coletados do
individuo e do recinto.

Assim como os relatos anteriores, ndo foi possivel relacionar a positividade por
C. felis e as espécies de carrapatos identificadas no presente estudo. Poréem, a
positividade nas recapturas em dois individuos, é indicado que possa haver reinfeccao
constante dos individuos no ambiente que habitam ou h& uma infec¢do por longos
periodos, caracteristico da familia Theileriidae (BARNET, 1968).

Considerando os fatos aqui apresentados, a infec¢do por piroplasmas deve ser
avaliada com cautela perante felinos neotropicais, uma vez que o estresse também €
fator apontado como desencadear de patogenias, seja ele relacionado a deficiéncia
nutricional (MUNSON et al., 2018), alteracdes no ambiente ou climaticas (VALE et al.,
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2015), altos niveis de parasitismo, coinfeccBes e translocacbes (MCCULLOCH &
ACHARD, 1969; WOODFORD et al. 1994). Na Africa foram observados casos de
morte subita de rinocerontes coinfectados por Theileria bicornis e Babesia bicornis,
principalmente durante manejos e translocacdes (NIJHOF et al. 2003). Millan et al.
(2007) também ressaltam que translocacOes, reintroducBes e contato de felinos
silvestres com gatos domésticos e ferais devem ser avaliadas como fonte adicional de

infeccdo.

6.1.2 Trypasonoma evansi

T. evansi € enzodtico no bioma Pantanal (NUNES et al., 1993), ocorrendo nas
formas aguda (AQUINO et al., 1999) e crénica (HERRERA et al., 2002); neste bioma,
um estudo avaliou a ocorréncia do parasito em capivaras, roedores, marsupiais, tatus e
morcegos, sugerindo que os animais silvestres positivos neste bioma participem da
manutencao do agente no ambiente (HERRERA et al. 2004).

Estudos anteriores demonstraram que alteracdes hematoldgicas (principalmente
hematocrito) e bioquimicas sdo frequentemente observadas em quatis (SILVA et al.,
1999; HERRERA et al., 2001, 2002) e capivaras (FRANKE et al., 1994b) naturalmente
e experimentalmente infectados por T. evansi. Tarello (2005) observou mucosas palidas
e diminuicdo da temperatura corporal em um gato doméstico naturalmente infectado por
T. evansi. Os individuos positivos no presente estudo ndo apresentaram alteracfes nas
mucosas e na temperatura corporal. Da Silva et al. (2009) observou experimentalmente
que gatos domésticos nos primeiros sete dias de infeccdo pelo parasito apresentavam
diminuicdo significativa no hematdcrito e, posteriormente, os valores permaneciam
dentro da referéncia, isso deve-se possivelmente pela diminuicdo da parasitemia; isto
pode ajudar a explicar o porqué que apesar da coinfeccdo nas ongas-pintadas positivas
no presente estudo a avaliacdo clinica e hematdcrito permaneceram sem alteracdes, bem
como a ndo deteccdo em esfregaco sanguineo.

Apesar de haver um registro de T. evansi em P. onca (SINHA et al., 1973), este
se deu apenas por caracterizagdo do género em esfregaco sanguineo, sugerindo ser T.
evansi pelo uso de uma medicacdo profiladtica em um individuo doente no mesmo
zooldgico que obteve a cura. Este trabalho traz, portanto, o primeiro relato por deteccao
molecular da infeccdo por T. evansi em cinco ongas-pintadas de vida livre no bioma

Pantanal, assim como na América do Sul.
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6.1.3 Género Hepatozoon

Baneth et al. (2013) sugeriu que a espécie predominante que infecta felinos
domésticos e silvestres seja H. felis, porém a infeccdo por H. canis (JITTAPALAPONG
et al., 2006) e Hepatozoon silvestris (HODZIC et al., 2006; KEGLER et al., 2018) é
bem relatada em felinos no mundo. Recentes estudos avaliaram a capacidade de A.
cajennense (sensu lato), A. ovale e R. sanguineus como vetores de Hepatozoon canis
(RUBINI et al., 2009; DEMONER et al., 2013), estes estudos observaram que A. ovale
pode servir como potencial vetor de Hepatozoon canis em areas rurais e silvestres
(DEMONER et al., 2013).

Apesar do vetor de H. felis ser desconhecido, possivelmente o género
Amblyomma tenha relacdo com as infec¢des em felinos silvestres. No presente estudo, 6
das 12 oncas-pintadas positivas para 0 género Hepatozoon estavam parasitadas por A.
ovale (46,15%). A onca-pintada “PO1”, apresentou positividade na PCR nas amostras
dos anos de 2014 e 2018, tratando-se de um hematozoario com parasitemia intermitente,
explica o motivo pelo qual o animal ndo apresentou positividade no ano de 2017. Em
esfregago sanguineo da onga-pintada “PO17”, foi observada a presenca de dois
gamontes de Hepatozoon, demonstrando possivel fase aguda do protozoério
(GAVAZZA et al., 2003), porém o animal ndo apresentava sinais clinicos ou demais
alteracdes.

A transmisséo vertical de H. canis (MURATA et al., 1993) e H. felis (BANETH
et al., 2013) também foi relatada e pode ser uma rota de infeccdo entre felinos silvestres.
Por se tratar de animais de vida livre e topo de cadeia ndo € possivel determinar qual a
fonte de infec¢do. Podendo ocorrer pela ingestdo de invertebrados (SMITH, 1996), por
transmissdo vertical ou por presas infectadas, como sugerido para algumas espécies de
Hepatozoon (JOHNSON et al., 2009), somente demonstrar que os animais do presente
estudo estdo expostos ao agente.

Widmer (2009), Onuma (2014) e Furtado et al. (2017) observaram uma alta
positividade de oncas-pintadas de vida livre em trés biomas brasileiros, a maioria
relacionada a Hepatozoon felis, sugerindo o papel dos individuos na manutencdo do

agente no ambiente.
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6.2 Hemoplasma e a-proteobactérias
6.2.1 Mycoplasma spp. e Mycoplasma haemofelis

Alguns relatos demonstraram que os hemoplasmas associados principalmente a
coinfeccdo por diferentes espécies do género, retrovirus ou lentivirus, doencas
sistémicas ou estresse, podem causar reducdo nos parametros hematoldgicos e
aparecimento de sinais clinicos (WILLI et al., 2006; TASKER, 2010).

Foi relatado em felinos domesticos coinfectados por M. haemofelis, FIV e FELV
e que associacOes destes patdgenos podem causar severas e fatais anemias (GEORGE et
al., 2002); em felideos silvestres em cativeiro foi relatado uma pequena diminui¢ao no
hematdcrito de individuos com ‘C. M. haemominutum’ e FIV (GHAZISAEEDI et al.
2017); outro estudo com gatos domésticos avaliou que M. haemofelis associado a ‘C.
M. haemominutum’ pode causar anemia grave, com diminui¢do brusca no hematodcrito
(RAIMUNDO et al., 2016) .

No presente estudo, a deteccdo de M. haemofelis foi de quase 32% (7/22) e néo
foram observadas alteracBes no hematdcrito ou sinais compativeis com micoplasmose
foi evidenciada, assim como, ndo foi possivel neste momento determinar qual espécie
infecta os outros individuos ou se ha coinfeccdo; em contrapartida, Furtado et al.
(2018), observaram uma alta prevaléncia de ‘C. M. haemominutum’ em ongas-pintadas
do Pantanal. Filoni et al. (2012) detectou a presenca de ‘C. M. haemominutum’ ¢ M.
haemofelis infectando 10 felinos silvestres de cativeiro em S&o Paulo e nenhum
individuo tinha alteracBes. Rivetti Junior (2006) avaliou por esfregaco sanguineo a
presenca de M. haemofelis em duas ongas-pintadas de cativeiro e felinos domeésticos,
que associou a palidez de mucosas destes felinos com a positividade para retrovirus.

Sanchioli (2015) associou o0 estresse de cativeiro com infeccdo por M.
haemofelis em uma onga-pintada em Minas Gerais que veio a Obito, o individuo
apresentou sinais como: anemia severa, mucosas palidas, febre e perda de peso. Apesar
de 100% de positividade no presente estudo, nenhum dos individuos apresentou sinais
clinicos como observados por Sanchioli (2015).

Os hemoplasmas possuem diversos fatores de risco para o aparecimento de
alteracGes em felinos domésticos ou silvestres, 0 estresse e a imunossupressao por
outros patdgenos sdo grandes causas de Obito entre esses animais, principalmente em
relacdo a espécie M. haemofelis (GRINDEM et al. 1990).
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Recentemente, 0 REC em que 19 oncgas-pintadas diferentes do presente estudo
habitam no Pantanal, foi acometido por um grande incéndio que acometeu 60% do
territério do reflgio. Apesar de todas as ongas-pintadas ndo terem se ferido, a inalacéo
de fumaca, a perda de fauna (presas) e flora (habitat) foram grandes impactos até o
momento. Com isso, ressalta-se a importancia de monitorar todos os individuos para
que toda alteracdo apo6s a queimada de 2019 seja avaliada como diferencial com base

nos achados do presente estudo.

6.2.2 Anaplasmataceae

Assim como Onuma (2014), o presente estudo ndo detectou a presenca de
agentes da familia Anaplasmataceae em oncas-pintadas, apesar de ser realizado testes
com trés diferentes pares de primers.

Widmer et al. (2011) detectou duas amostras positivas de oncgas-pintadas do
Pantanal, sendo uma positiva no gene 16S rRNA para Ehrlichia, porém néo foi
sequenciada, e outra com 80,7% de similaridade com Ehrlichia ruminantium no gene
DSB, com isso uma nova cepa erliquial foi descrita como Ehrlichia sp. strain Jaguar; no
mesmo estudo nenhuma das duas foi positiva na sorologia para E. canis e outros quatro
individuos obtiveram sorologia positiva para E. canis e resultado negativo na PCR
convencional. Portanto, talvez se faca necessario a aplicacdo de técnicas sorologicas
para detectar possiveis contato dos individuos com os agentes da familia
Anaplasmataceae.

6.2.3 Género Bartonella

Guimarées et al. (2010) relataram a primeira deteccdo molecular de B. henselae
em P. onca, segundo os autores, o individuo estava ha uma semana em cativeiro e
sugerem que a infeccdo tenha ocorrida em vida livre.

A presenca do género Bartonella por sorologia foi observada em individuos de
cativeiro (YAMAMOTO et al. 1998), aléem do mais, felideos silvestres sdo sugeridos
como reservatorio de B. henselae no ambiente (FILONI et al., 2006). Assim como no
presente estudo, André (2012) ndo detectou positividade em ongas-pintadas de cativeiro
na PCR Real Time para 0 género, pela baixa bacteremia, sugere-se que a extracdo de
DNA proveniente da cultura da bactéria aumente a sensibilidade das reagdes
moleculares (BREITSCHWERDT et al., 2010).
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Visto que em felinos domeésticos a transmissdo se da pela pulga C. felis felis
(CHOMEL et al., 1996), ndo foi observado o parasitismo por nenhuma pulga nos

individuos do presente estudo, assim como, em todas as ongas-pintadas do REC.

6.3 Ectoparasitos identificados

Os carrapatos identificados no presente estudo como Amblyomma sp., A. ovale,
A. sculptum e R. microplus séo relatados parasitando oncas-pintadas em diferentes
localidades (ARAGAO & FONSECA, 1961; SINKOC et al., 1998; LABRUNA et al.,
2005; WIDMER, 2009; FURTADO, 2010; MARTINS, 2014) (Tabela 1).

Em 2013, Beati et al. reavaliaram o status taxondmico do complexo Amblyomma
cajennense onde foi dividido em seis espécies distintas, com isso destacam-se: A.
cajennense (sensu stricto) predominantemente no bioma Amazonia e zonas de transicdo
e A. sculptum no bioma Pantanal, Cerrado e Caatinga (MARTINS et al., 2016); porém o
relato de A. cajennense por Widmer (2009) e Furtado (2010) no bioma antecede esta
redescricdo, 0 que explica os relatos da espécie em ongas-pintadas do Pantanal.

A. ovale é frequentemente identificado em animais silvestres e domésticos no
Pantanal e estd relacionado principalmente a carnivoros (CANGCADO et al. 2017),
sendo um importante vetor de Hepatozoon canis. No periodo de outubro de 2013 a
janeiro de 2019, apenas estas duas espécies do género Amblyomma foram identificados
parasitando ongas-pintadas, sendo um forte indicio que provavelmente C. felis possa ser
transmitido por A. ovale ou A. sculptum, porém mais estudos sao necessarios.

Além do mais, possivelmente a transmissdo de hemoplasmas em felinos ocorra
por C. felis felis (WILLI et al., 2007), porém no mesmo periodo nenhuma onca-pintada
foi observada parasitada por pulgas, ndo podendo descartar o envolvimento de
carrapatos nesta transmissao e outras rotas de infecgéo.

A presenca de R. microplus parasitando os individuos demonstra a circulagdo de
oncas-pintadas em areas de criacdo de bovinos, considerando tanto o Pantanal quanto o
REC possuem como base a pecuaria sustentavel.

A presenca de miiases furunculares (bernes) em animais domésticos e silvestres é
frequentemente relatada (SILVA-JUNIOR et al., 1998; VEROCAI et al., 2010), além de se
tratar de uma zoonose (BHANDARI et al., 2007); é responsavel por grandes perdas
econdmicas na criacdo de bovinos, onde estima-se que 100 milhdes de bovinos estejam em
risco dos efeitos de D. hominis (GRISI et al., 2014); com a quantidade de animais servindo

como reservatorio e a aproximagao de ongas-pintadas com bovinos, torna-se necessario a
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averiguacdo do parasitismo por D. hominis e demais miiases em populagdes ameacadas. Os
individuos do presente estudo foram parasitados principalmente entre abril e setembro de
2017, onde a regido do MS apresentava ondas de calor e chuvas intensas segundo dados
oficiais (CEDEC — MS, 2017; CEMTEC — MS, 2017), essa associacdo de fatores segundo
Pinto et al. (2002) sdo importantes no aumento de larvas de D. hominis. A presenga de
bernes em oncas-pintadas também pode ser considerada porta de entrada para miiases

biontdéfagas, sendo um agravo na conservacao de individuos vulneraveis.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui apresentados serdo repassados a projetos de conservagdo de
oncas-pintadas no Brasil para que estes possam atribuir as avaliagbes eco-
epidemioldgicas de diferentes parasitos no manejo e monitoramento de individuos em
vida livre ou que serdo reintroduzidos em diferentes areas e/ ou biomas.

Quanto aos patdgenos relatados no presente estudo, destaca-se novamente a
primeira deteccdo molecular de T. evansi em ongas-pintadas de vida livre, bem como,
mais uma forte evidéncia do importante papel das ongas-pintadas na manutencdo de C.
felis no ambiente em que habitam. Ressalta-se também que a presenca de diferentes
espécies de hemoplasmas em oncgas-pintadas do Pantanal deve ser reavaliada.

O estudo também demonstra que apesar da infestagdo por ectoparasitos e a
coinfeccdo por hemoparasitos, em alguns casos em diferentes anos, nenhum individuo
apresentou alteragcdes clinicas ou fisicas, bem como, no hematocrito que sugerem
comprometimento fisiologico devido ao parasitismo.

ApoOs o estresse ocasionado pelas queimadas no REC, os achados do presente
estudo devem ser considerados como diferencial para todas as alteragcdes que possam ser
observadas nos individuos, necessitando assim continuidade nas pesquisas sobre

circulacdo de patdgenos em populagdes vulneraveis.
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Grande do Sul Faculdade de PROTOZOOVET
Veterinaria

Laboratorio de Protozoologia e Rickettsioses Vetoriais

TERMO DE CONCORDANCIA

Eu, Joares Adenilson May Janior, portador do CPF n® XXX XXX.XXX-
XX, vinculado a Universidade do Sul de Santa Catarina, Panthera Brasil, Oncafari
Association, Instituto Pré Carnivoros e GICS Internation Member, concordo em
conceder amostras de sangue, tecidos, fezes e ectoparasitos de individuos da espécie
Panthera onca, que venham a ser capturados durante as atividades dos projetos de
pesquisa e conservacdo realizados em diferentes localidades do Brasil, para o
Laboratério de Protozoologia e Rickettsioses Vetoriais da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, para futuras colaboragbes na area de pesquisa e possiveis
producbes bibliograficas vinculadas a pesquisas com bactérias relacionadas a
hemoparasitoses e com protozodrios em mamiferos. As amostras bioldgicas
somente poderdo ser utilizadas para os fins descritos no projeto para qual foi
solicitada. As amostras ou parte delas ndo poderdo ser utilizadas para outra
finalidade, nem repassadas para outros laboratorios sem consentimento das partes
envolvidas.
Tubaréo, 25 de outubro de 2019.
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Universidade do Sul de Santa Catarina, Panthera Brasil,
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] 91.540-000
Email: protozoovet@gmail.com.
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