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RESUMO

O género Hepatozoon compreende parasitas intracelulares pertencentes ao filo Apicomplexa
transmitidos aos animais vertebrados através da ingestdo de artrépodes, hospedeiros definitivos. No
Brasil, ndo foram realizados estudos significativos sobre a diversidade genética e a relagéo filogenética
dos parasitas do género Hepatozoon em animais silvestres, especialmente em roedores, marsupiais €
morcegos. O ciclo de vida até 0 momento ainda n&o foi bem estabelecido para animais silvestres. O
presente estudo teve por objetivo detectar a presenga de parasitas do género Hepatozoon sp em
roedores, marsupiais e morcegos na Reserva Legado das Aguas no Estado de Sao Paulo. Para isso,
foram utilizadas 316 amostras (sangue, bago e figado) provenientes de 203 individuos, roedores,
marsupiais e morcegos. Para deteccdo dos parasitas do género Hepatozoon foram realizadas analises
moleculares pelo método de PCR nas 316 amostras de DNA extraidas de sangue, bago e figado dos
animais, e testadas para o gene SSUrDNA, utilizando primer Hep 1 e Hep 4 de acordo com protocolo
descrito por Criado-Fornelio et al., 2006. Foram obtidas 21 amostras positivas, sendo 19 de individuos
distintos e 2 do mesmo individuo. O impacto desse grupo de parasitas nas diferentes espécies de
mamiferos silvestres ndo é conhecido, o que deve motivar estudos para maior conhecimento da

diversidade, biologia e implicagdes clinicas destes parasitas neste grupo de animais.

Palavras chave: Hepatozoon, vertebrados, invertebrados.



ABSTRACT

The genus Hepatozoon comprises intracellular parasites belonging to the phylum Apicomplexa
transmitted to vertebrate animals through the ingestion of arthropods, definitive hosts. In Brazil, no studies
were carried out on the genetic diversity and phylogenetic relationship of parasites of the genus
Hepatozoon in wild animals, especially in rodents, marsupials and bats. The life cycle so far has not been
well established for wild animals. This study aimed to detect the presence of parasites of the genus
Hepatozoon sp in rodents, marsupials and bats in the Legado das Aguas Reserve in the state of Sao
Paulo. For this, 316 were used (blood, spleen and liver) from 203 rodents, marsupials and bats. For the
detection of parasites of the Hepatozoon genus, molecular analyzes were performed using the PCR
method on 316 DNA extracted from the blood, spleen and liver of animals, and tested for the SSUrDNA
gene, using primer Hep 1 and Hep 4 according to the protocol described by Criado -Fornelio et al., 2006.
Twenty-one positives were inherited, being 19 from different individuals and 2 from the same individual.
The impact of the group of parasites on different species of wild mammals is not known, which should
motivate studies to better understand the diversity, biology and clinics of these parasites in this group of

animals.

Keywords: Hepatozoon, vertebrates, invertebrates.
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1.INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA
1.1 Agente Etiolégico

Os parasitas Hepatozoon fazem parte do filo Apicomplexa, familia Hepatozoidae e subordem
Adeleorina (Baneth, 2007), classe Conoidasida (Levine et al, 1988), ordem Eucoccidiorida (Methew,
2000). O Filo Apicomplexa agrupa protozoarios que apresentam estruturas conhecidas como complexo
apical (Levine et al., 1988). Esses agrupamentos se baseiam principalmente em caracteristicas
bioldgicas e o ciclo de vida, como hospedeiros, vetores e tecidos que parasitam (Morrison, 2009).

A familia Hepatozoidae é constituida apenas pelo género Hepatozoon spp, o qual apresenta
caracteristicas exclusivas como merogonia restrita a tecidos, oocistos relativamente grandes e presenga
de esporocistos e centenas de esporozoitos (Smith, 1996). O ciclo de vida dos parasitas do género
Hepatozoon spp possui mecanismos de transmissdo variados e um mesmo parasito pode infectar
diferentes hospedeiros, vertebrados e invertebrados. Pertence a um dos seis géneros de hemoparasitas
chamados de hemogregarinas (Smith, 1996). As hemogregarinas séo os parasitos intraterritrocitarios
mais comumente observados em serpentes cativas (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994), sendo os
principais géneros Haemogregarina e Hepatozoon.

O termo hemogregarina é utilizado para descrever coletivamente parasitas sanguineos
pertencentes a subordem adeleorina, que compreende cerca de 400 espécies pertencentes a 4 géneros
(Jakes et al., 2003), Haemogregarina (Danilewsky, 1886), Karyolysos (Labbe, 1894), Hepatozoon (Miller,
1908) e Cyrilia (Lainson, 1983).

Descoberto em 1905 na india e primeiramente nomeado Leukocytozoon canis, pela sua
localizacdo dentro de leucécitos caninos (James, 1905), teve seu nome alterado para Hepatozoon canis
apds a observagao de que seus estagios cisticos se desenvolviam dentro de figados murinos em estudos
de infecgéo experimental (Miller, 1908).

Inicialmente achava-se que apenas uma espécie era responsavel pela infecgdo de todos os
mamiferos, mas a partir de 1978, com a descoberta de cepas mais virulentas nos Estados Unidos por
Craig et al., comegcaram a suspeitar de que poderiam haver diferentes espécies, com diferentes
patogenias. Essa espécie americana, mais patogénica, posteriormente veio a ser nomeada de
Hepatozoon americanum e € a que ocorre nas regides do sul e sudeste dos EUA (Vincent-Johnson et
al., 1997; Mathew et al., 1998; Mathew et al., 2000).

O ciclo de vida até o momento s6 foi bem estabelecido para a infecgéo canina por Hepatozoon
canis e tanto para outros hospedeiros mamiferos quanto para outras espécies ainda ndo ha um ciclo
bem estabelecido, devido principalmente as diferentes caracteristicas de cada um dos hospedeiros
silvestres (Forlano, 2005; Baneth, 2007). Os parasitas do género Hepatozoon spp possuem um ciclo de
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vida que compreende desenvolvimento sexuado e esporogonia em um hospedeiro definitivo invertebrado
e merogonia seguido de gamontogonia no hospedeiro intermediario vertebrado. O hospedeiro vertebrado
possui 0 estagio de gamonte em suas células sanguineas, normalmente nas hemacias em espécies que
infectam répteis e em leucécitos nos mamiferos (Baneth et al., 2007). No ciclo ocorre desenvolvimento
de oocistos poliesporocisticos nos invertebrados (Smith, 1996; Baneth et al., 2007), j& a transmiss&o para
o vertebrado ocorre principalmente a partir da ingestao do invertebrado infectado (Smith, 1996).

Apo6s a ingestdo, ocorre a liberagdo dos esporozoitos pelos oocistos que invadem os tecidos dos
hospedeiros vertebrados e formam merontes e/ou cistos (Johnson et al., 2008). Os merozoitos formados
invadem as ceélulas sanguineas, onde se desenvolvem gamontes (Smith, 1996).

As principais espécies que acometem canideos s&o Hepatozoon canis e Hepatozoon
americanum (Santos et al., 2020; Lima et al., 2017; Honorio et al., 2017). Trata-se de uma enfermidade
transmitida por carrapatos que ja foi descrita em todo 0 mundo (Baneth, 2011), como Asia, Africa, Sul da
Europa, América do sul e Estados Unidos (Baneth, 2007).Além dos cées domésticos, os parasitas do
género Hepatozoon podem acometer diversas espécies animais. Em mamiferos selvagens brasileiros,

parasitas do género Hepatozoon spp ja foram descritos em diversos mamiferos silvestres (Tabela 1).

Tabela 1. Mamiferos silvestres e biomas Brasileiros onde Hepatozoon sp. ja foi descrito nos Ultimos dez

anos

Ordem Hospedeiros Bioma Autor

intermediarios

Carnivora

Lycalopex Pampa Giannitti et al.,
pseudalopex 2012

gymnocerus
Cerdocyon thous Mata Atlantica Almeida et al.,
2013
Chrysocyon Cerrado/Mata Atlantica ~ Demoner et al.,
brachyurus 2016
Pseudalopex vetulus Pantanal De Azevedo et
al., 2017; De
Sousa et al.,
2017

Cerdocyon thous
Pseudalopex Pantanal De Azevedo et
gymnocercus al., 2017; De
Sousa et al.,
2017
Leopardus Pardalis Pantanal De Azevedo et

al., 2017; De



Leopardus Pardalis
Panthera onca

Lycalopex
gymnocercus
Chrysocyon
brachyurus

Nasua nasua

Rodentia
Oligoryzomys
nigripes
Oligoryzomys
flavescens

Akodon sp
Necromys lasiurus
sooretamys angouya
Hydrochoerus
hydrochaeris
Cuniculus Paca
Akodon montesis
Rattus rattus

Mus musculus
Proechimys roberti
Galea spixii

Hylaeamys
megacephalus

Cerradomys scotti

Amazonico
Cerrado/Amazonico/Pantanal

Mata Atlantica

Cerrado

Cerrado/Mata Atlantica

Cerrado/Mata Atlantica

Cerrado/Mata Atlantica

Cerrado/Mata Atlantica
Cerrado/Mata Atlantica
Cerrado/Mata Atlantica

Pantanal

Amazonico
Cerrado/Mata Atlantica

Amazbdnico, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga e Pantanal
Amazbdnico, Cerrado, Mata
Atléntica, Caatinga e Pantanal
Amazonico, Cerrado, Mata
Atléntica, Caatinga e Pantanal
Amazonico, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga e Pantanal
Amazbdnico, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga e Pantanal

Amazoénico, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga e Pantanal

Sousa et al.,
2017

Soares et al.,
2017

Furtado et al.,
2017

Silva et al., 2017

Perles et al.,
2019

Estevam et al.,
2020

Demoner et al.,
2016

Demoner et al.,
2016

Demoner et al.,
2016

Demoner et al.,
2016

Demoner et al.,
2016

De Azevedo et
al., 2017; De
Sousa et al.,
2017

Soares et al.,
2017

Demoner et al.,
2019

Perles et al.,
2019

Perles et al.,
2019

Perles et al.,
2019

Perles et al.,
2019

Perles et al.,
2019

Perles et al.,
2019

14
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Cerradomys akroi Amazdnico, Cerrado, Mata Perles et al.,
Atléntica, Caatinga e Pantanal 2019
Cerradomys Amazdnico, Cerrado, Mata Perles et al.,
. Atléntica, Caatinga e Pantanal 2019

marinhus
Wiedomys Amazdnico, Cerrado, Mata Perles et al.,
. Atléntica, Caatinga e Pantanal 2019

cerradencis

Didelphimorphia
Didelphis albiventris Cerrado/Mata Atlantica  Silva et al., 2017
Gracilianus agilis Amazonico, Cerrado, Mata Perles et al.,
Atlantica, Caatinga e Pantanal 2019
Didelphis Amazdnico Colle et al., 2019

marsupialis

Chiroptera
Artibeus lituratus Mata Atlantica Santos et al.,
2020
Carollia perspicillata Mata Atlantica Santos et al.,
2020
Artibeus lituratus Pantanal Perles et al.,
2020
Artibeus planirostris Pantanal Perles et al.,
2020
Platyrrhinus lineatus Pantanal Perles et al.,
2020

1.2 Transmissao

Os protozoarios podem ser transmitidos aos hospedeiros vertebrados de duas maneiras
distintas: pela ingestao de invertebrados contendo oocistos (Smith, 1996), ou pela ingestéo de presas
contendo cistos (Baneth et al. 2007; Maia et al. 2014). A ingestao de uma presa infectada pelo parasita
faz com que o predador também se infecte (Jhonson, 2009).

A transmissao via presa-predador ja foi descrita para felinos e canideos silvestres, e cobras e
lagartos, na Africa e Brasil (Maia, 2014, Tomé, 2014 Perles, 2019, Harris, 2020). Sousa, et al, 2017,
sugerem que na regido do Pantanal brasileiro essa seja a principal via de transmissao, visto que, apesar
da alta positividade encontrada nos mamiferos, ndo foi encontrado nenhum artrépode positivo durante o
periodo do estudo. Sloboda et al, 2008 em trabalho experimental com cobras descreveu a infecgéo por
ingestdo do hospedeiro mamifero.
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A infeccdo dos cées pelo Hepatozoon sp, ocorre quando estes ingerem carrapatos contendo
oocistos maduros na hemocele. Apds a ingestéo, os esporozoitos séo liberados e transportados através
da corrente sanguinea aos tecidos hemolinfaticos, como bago, medula é6ssea e linfonodos onde os
merontes sdo formados (D’owyer, 2011). Ainda segundo D'owyer 2011, a merogonia pode ocorrer
também em outros érgaos, como figado, pulmdes e rins e 0s merozoitos liberados dos merontes invadem
leucdcitos nos quais sdo formados gamontes. Os carrapatos se infectam durante o repasto sanguineo,
ao ingerirem células com a presencga de gamontes (Baneth et al., 2007). S&o considerados vetores do H.
canis para os caes domésticos, os carrapatos do género Amblyomma e pelo Rhipicephalus sanguineus.
Ja foram descritas diversas espécies de invertebrados positivos para Hepatozoon sp (Tabela 2).

No Brasil, a participagao do R. sanguineos da transmissdo do H. canis ainda precisa ser melhor
investigada (Gomes et al., 2010). Segundo Baneth et al., 2007 a ninfa do R. sanguineos ingere 0 sangue
do hospedeiro infectado e na ecdise para adulto desenvolve os oocistos esporulados. Os carrapatos
dessa espécie sao altamente suscetiveis (Baneth et al., 2001). Existem relatos na literatura de outros
artropodes como vetores, como os carrapatos argasideos Ornithodoros guaporensis (Wolf, 2016),0
Ixodes ricinus (Hamiskova, 2016) pulgas (Krampitz, 1981), o vetor pode variar de acordo com o

hospedeiro intermediario.

Tabela 2. Vetores de parasitas do género Hepatozoon sp.

Género Espécie Autor
Carrapatos Amblyomma maculatum  Mathew, 1999
cajennense  D’owyer, 2001

triste Forlano et al.,

2005

ovale Forlano et al.,

2005

sculptum Forlano et al.,

2005

ovale Rubini et al.,

2009

americanum Allen, 2011

fuscum Perles et al.,

2019



rotundatum

rotundatum

Rhipicephalus R. microplus

Rhipicephalus
sanguineus sensu
lato
Rhipicephalus
sanguineus sensu

lato

Ornithodoros Ornithodoros sp

Acaros Echinolaelaps echidninus
Eutrombicula alfreddugesi
Zeterohercon oudemansi
Ophionyssus natricis

Fonseca, 2020
Mendoza-
Roldan et al.,
2021

Miranda et al.,
2011

Santos et al.,
2018

Chao, 2019

Mendoza-
Roldan et al.,
2020

Miller, 1908

Mendoza-
Roldan et al.,
2020

Mendoza-
Roldan et al.,
2020
Mendoza-
Roldan et al.,
2020

17
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Geckobia hemidactyli Mendoza-

Roldan et al.,

2020

Pulgas Xenopsylla cheopis  Krampitz, 1981
Mosquitos Culex tarsalis Telford, 1984

1.3 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da hepatozoonose canina s&o inespecificos e sua intensidade pode variar (
Vincent-Johnson, et al., 1997, Gondim et al., 1998, Baneth et al. 2013, Mundim et al., 2008b, O’ Dwyer,
2011). Ainfecgao por H. Canis frequentemente esté associada a baixa parasitemias, enquanto a infec¢éo
por Hepatozoon americanum é debilitante e geralmente fatal (Baneth, 2011). Segundo Baneth et al.,
2003 e O’'Dwyer, 2011, no Brasil tem sido identificadas infec¢des subclinicas, frequentemente associadas
a baixa parasitemia. Podendo ocorrer quadro clinico mais grave em filhotes, animais imunossuprimidos
ou quando ha infecgdo concomitante com outros agentes infecciosos e/ou parasitarios.

O impacto causado pelo Hepatozoon sp a animais silvestres até 0 momento ndo esta bem
esclarecido. Kocan et al., 2000 relatou doenca clinica severa em coiotes (Canis latrans) nos Estados
Unidos. Este estudo demonstrou que coiotes em algumas partes de Oklahoma sdo naturalmente
infectados com Hepatozoon americanum. Além disso, neste mesmo estudo dois filhotes infectados
experimentalmente, desenvolveram doenga clinica grave que pode ser comparada com a visualizada em
caes domésticos parasitados por H. americanum, incluindo lesées musculares e 6sseas caracteristicas.
East et al., 2008 descreveu mortalidade em dois filhotes de hienas (Crocuta crocuta) na Africa, neste
estudo, conclui-se que essas duas mortes podem indicar que a infec¢do por Hepatozoon sp pode estar
associada a mortalidade em hienas jovens e que talvez o efeito deste parasita nas populagdes de

carnivoros na natureza pode estar sendo subestimado.

1.4 Epidemiologia

A epidemiologia da hepatozoonose em animais silvestres e domésticos ainda nédo esta
totalmente elucidada. Sabe-se que atinge animais de todos os tipos, domésticos e silvestres em regides
que variam de clima temperado, tropical e subtropical. Ja foram relatados em diversos paises como
Turquia (Karagenc et al., 2006), Bulgaria (Ivanov et al., 2008), Kosovo, Albania, Grecia ( Mylonakis et al.,
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2005), Croacia (Dezdek et al., 2010), Espanha (Criado-Fornelio et al., 2006), Portugal (Cardoso et al.,
2010), Africa do Sul (Van As, 2020; ), India (James, 1905), Brasil (Gondim et al., 1998; Rubini, 2005
Sousa, 2017; André, 2010; Soares, 2017;Demoner, 2019; Fonseca, 2020; Gomes, 2018), Chile (Mufioz-
Leal, 2019), Cuba (Diaz-Sanchez, 2021), Estados Unidos (Allen et al 2011).

Os parasitas do género Hepatozoon séo pouco estudados em mamiferos selvagens (roedores,
marsupiais e morcegos) do Brasil (Soares et al 2017; Wolf et al 2016). A falta de conhecimento sobre a
infeccdo por Hepatozoon em mamiferos selvagens nos motiva a investigar a diversidade de parasitas de
Hepatozoon nestes animais. O impacto desse grupo de parasitas nas diferentes espécies de mamiferos
selvagens ndo € conhecido. Essa descoberta contribuira para o campo da ciéncia e fornecera

informagdes sobre a Hepatozoonose em mamiferos selvagens, como roedores, marsupiais € morcegos.

2. PEQUENOS MAMIFEROS

A Ordem rodentia € a ordem de mamiferos mais rica em espécies (Romanenko et al., 2012).
Atualmente os roedores representam a ordem de mamiferos mais abundante, compreendem cerca de
42% de todos os mamiferos e incluem aproximadamente 2277 espécies (Carleton e Musser, 2005).
Possuem distribuicdo cosmopolita com alcance frequentemente associado ao movimento humano
(Romanenko et al., 2012). De acordo com o Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade
(ICMBIo), os roedores, além de representarem uma das ordens mais numerosas de mamiferos,
apresentam incrivel diversidade que varia do tamanho corporal até especializagbes ecoldgicas e
comportamentais. Ainda segundo o ICMBio, cerca de 244 espécies de roedores ocorrem no Brasil, mas
esse numero constantemente se atualiza e gera divergéncias entre os especialistas. Sabe-se que esses
animais hospedam patégenos de importancia médica e veterinaria. O papel dos roedores na
epidemiologia do Hepatozoon spp também justifica uma investigacdo, para avaliar se as espécies de
Hepatozoon spp sao especificas para esse grupo ou se sdo compartilhados entre carnivoros ou répteis
selvagens, desempenhando papel como hospedeiros intermediarios e/ou hospedeiros paraténicos
(Perles, 2019).

A ordem didelphimorphia inclui a maior parte dos marsupiais presentes nas Américas. Possuem
importante papel ecoldgico nos ecossistemas em que ocorrem, atuando no controle populacional de
artropodes e pequenos vertebrados, como presas, na dispersdo de sementes e polinizagao (Abreu,
2011). Segundo Rossi & Bianconi, 2011, no Brasil ocorrem 55 espécies de marsupiais da familia
Didelphidae e 16 géneros. Tratam-se em sua maioria de animais onivoros e algunas espécies estao

adaptadas a diversos ambientes e sua presenca em areas urbanas favorecem o contato com animais
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domésticos e humanos, podendo por essas caracteristicas ser considerados disseminadores de
patogenos (Muller et al., 2005).

Em termos de diversidade de espécies, 0s quirdpteros constituem a segunda maior ordem de
mamiferos, sendo superados apenas pelos roedores (Lourengo, 2016). Existem cerca de 179 espécies
de quirépteros distribuidas no Brasil (Lourengo, 2016), eles apresentam grande diversidade em aspectos
como dieta, morfologia e tipos de abrigo (Sato, 2007). Estes mamiferos voadores possuem longos
periodos de vida e podem ocupar diversos habitats, tanto em ambientes naturais como urbanos (Santos,
2017).

Portanto, devido aos diversos habitos alimentares e sua grande mobilidade e adaptabilidade aos
meios urbanos e auséncia de estudos, estas espécies animais sdo excelentes modelos de estudo, do

ponto de vista parasitoldgico.

3. OBJETIVO

O presente projeto teve por objetivo principal detectar a presenca de parasitas do género
Hepatozoon sp em roedores, marsupiais e morcegos na Reserva Legado das Aguas na estado de Sao

Paulo.

4. MATERIAIS E METODOS

A coleta das amostras utilizadas no presente estudo foi previamente autorizada pelo comité de
ética da Faculdade de Medicina Veterinaria e zootecnia - USP sob 0 N° 1609160318 e N° 7717280119.

4.1 Area de estudo

A Reserva Legado Das Aguas esta localizada no Vale do Ribeira, regido Sul do Estado de Sao
Paulo. Possui 31 mil hectares, esta ligada a diversas outras unidades de conservacao, formando corredor
ecologico de grande importancia entre as areas de litoral e interior da regido sul de S&o Paulo.
Corresponde a maior area continua de Mata Atlantica remanescente que sofreu minima intervencao
humana, devido a baixa densidade demogréfica e pouco desenvolvimento econémico da regiéo.

Foram realizadas trés campanhas de campo com duragéo de seis dias cada, preferencialmente

nos periodos de lua nova, nas seguintes datas:
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Primeira campanha: de 15 a 22 de janeiro/2018
Segunda campanha: de 18 a 25 de julho/2018
Terceira campanha: de 12 a 19 de dezembro/2018

As trés campanhas iniciais foram realizadas na area da Base da Reserva que fica na regiéo norte
do Legado Das Aguas. Foram utilizadas 240 armadilhas do tipo gaiola totalizando um esforco de captura
de 8640 armadilhas/dia por campanha e com um total de 25920 armadilhas/dia nas campanhas ja

realizadas no projeto.
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Figura 1. Localizacdo da sede da Reserva Legado das Aguas, na regido Sul do estado de S&o Paulo,

Vale do Ribeira. Criado em: Map maker
4.2 Captura e Identificagdo dos Animais

Para captura dos pequenos mamiferos terrestres foram selecionadas trés trilhas na area da Base

da Reserva, areas (trilha Cambuci, Bike-Cambuci e trilha da Estufa) que s&o trilhas ja utilizadas para o
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ecoturismo comercial, tém inicio na Sede, e se aprofundam na mata. A trilhas Cambuci e Bike-Cambuci
sdo de continuo fluxo de visitantes, com vegetagéo ligeiramente mais seca e alterada pela presenca
constante de visitantes, e nestas duas as armadilhas foram colocadas nas adjacéncias da passagem,
entendendo-se até cerca de um quildmetro de extenséo a partir da entrada de cada trilha. Ja a trilha
Estufa possui uma passagem suspensa artificial, que corre ao longo de uma vegetagdo bastante
diversificada e Umida e sobre um corrego. Nesta trilha as armadilhas foram distribuidas por um trajeto
diferente do demarcado para visitantes, seguindo uma passagem de animais, com vegetagdo mais
conservada e Umida em relagéo as outras duas e bastante variagdo de inclinagao do solo. Em cada uma
destas 3 areas foram dispostas 40 estacOes de captura distantes 15m de cada uma em linha reta. Cada
estacao foi composta por duas armadilhas, uma armadilha do modelo Tomahawk e Shermman, iscadas
e vistoriadas diariamente.

Para a captura de morcegos foram utilizadas redes de neblina (“mist nest”) com 3,0 X 6,0 m de
comprimento, armadas no inicio do pér do sol e mantidas abertas por um periodo de das 18 as 22 horas,
por 5 noites a cada campanha.

Para algumas espécies de morcegos foram realizadas buscas ativas em abrigos e 0s animais
capturados transportados em sacos de pano até o laboratério montado em campo. Os animais foram
identificados com o auxilio de diferentes chaves de identificagéo e descrigdes originais (Emonns & Feer,
1990; Vizotto & Tadei, 1973; Bonvicino et al., 2008).

Apos a captura, os animais foram anestesiados para a coleta de sangue realizada ou por pungao
cardiaca, ou pela veia caudal, além de aliquotas de sangue total e de tecidos (bago e figado) coletadas
para estudos moleculares. Para alguns animais a identificacdo da especie ndo foi possivel a campo e
por este motivo precisaram ser eutanasiados. Para isso foi utilizada sedagado com xilazina (1mg/kg) e
quetamina (10mg/kg), seguida de anestesia inalatoria com Isoflurano e apds eutanasia, estes espécimes
foram fixados em formol 10% para posterior identificacdo e transportados ao laboratorio para deposito
no Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP). Também foi realizada eutanésia de um
individuo por especie capturada, para ser depositada como espécime testemunho, mediante autorizagéo
do ICMBio.

4.3 Extragao e Amplificagdo de DNA de Sangue e Tecidos de Animais Selvagens

A extragcdo do DNA do tecido foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido pelo Kit
Purelink Genomic DNA Purification (Thermofisher). Baseado nas recomendagdes e protocolos do
fabricante. Todas as amostras extraidas foram submetidas a quantificacdo de DNA em espectrofotbmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) antes de seguirem para a etapa seguinte de amplificacdo. As
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amostras de DNA foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase convencional (PCR) para
amplificagdo do gene ribossémico (SSUrDNA). As analises moleculares pelo método de PCR foram
realizadas em 316 amostras de DNA extraidas de sangue, bago e figado dos animais, e testadas para o
gene SSUrDNA, utilizando primer Hep 1 e Hep 4 de acordo com protocolo descrito por Criado-Fornelio
et al., 2006.

4.4 Controle endégeno para PCR

Dez por cento das amostras negativas para cada tecido serdo selecionadas aleatoriamente e
submetidas a PCR, conforme descrito por Ferreira et al. (2010), para amplificar o gene do citocromo b
de mamiferos que é altamente conservado.
5.RESULTADOS

Foram capturados 203 individuos de pequenos mamiferos na Reserva Legado das Aguas, sendo
20 marsupiais, 87 roedores e 96 morcegos (Tabela 3). E destes, coletadas 316 amostras, sendo sangue,

figado e bago dos individuos eutanasiados e somente amostras de sangue dos individuos soltos.

Tabela 3. Espécies de mamiferos capturados e examinados na 4rea da Sede da Reserva Legado das Aguas.

Hospedeiros

Ordem Familia Género e Espécie Individuos por
Espécie
Rodentia

Muridae Euryoryzomys russatus 60

Sooretamys angowya 1

Oxymycterus sp. 5

Delomys sp. 1

Oligoryzomys sp. 9

Oryzomys sp. 6

Oxymycterus nasutus 1

Sooretamys sp. 1

Hyalaemys sp. 2

Brucepattersonius sp. 1

Chiroptera

Phyllostomidae Anoura caudifer 8
Carollia perspicillata 18

Uroderma bilobatum 1

Artibeus fimbriatus 4

Artibeus cinuereus 3

Artibeus lituratus 8



Emballonuridae

Vespertilionidae

Molossidae
Didelphiamorpha
Didelphidae
Total: 203 individuos,

Artibeus sp.
Artibeus obscurus
Artibeus planirostris
Artibeus gnomus
Sturnira lillium
Rhinophylla pumilio
Platyrrhinus lineatus
Glossophaga soricina
Lonchorhina aurita
Micronycteris pusilla

Saccopteryx sp.

Myotis nigricans
Eptesicus sp.

Nyctiomops sp.
Molossus molossus
Molossus ater

Metachirus nudicaudatus
Didelphis aurita
Micoureus demararae
Micoureus sp.
Gracilinanus sp.
Marmosops sp.

316 amostras
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As analises moleculares pelo método de PCR foram realizadas em 316 amostras do DNA

extraido de sangue e tecidos dos pequenos mamiferos, e testadas para o gene SSUrDNA para a

detecgéo de parasitas Hepatozoon em geral. Foram obtidas 21 amostras positivas, sendo 13 roedores,

6 quirdpteros e 1 marsupial. Destas, 19 amostras eram de individuos distintos e 2(*) do mesmo individuo

(Tabela 4).

Tabela 4. Amostras de pequenos mamiferos positivas para o género Hepatozoon através do método

de PCR convencional

Amostras Positivas

Ordem Género e Espécie Material
Rodentia

Oxymycterus sp. Sangue

Oligoryzomys sp. Baco

Oryzomys sp. * Fi

gado
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Euryoryzomys Baco

russatus
Oxymycterus sp. Sangue
Euryoryzomys Figado

russatus
Euryoryzomys Figado

russatus
Euryoryzomys Figado

russatus
Oryzomys sp. * Baco
Sooretamys sp. Baco
Oligoryzomys sp. Baco
Oryzomys sp. Baco
Euryoryzomys Baco

russatus
Oligoryzomys sp. Figado

Chiroptera
Rhinophylla pumilio Sangue
Carollia perspicillata Figado
Artibeus cinereus Figado
Artibeus cinereus Figado
Sarcopteryx sp. Figado
Myotis nigricans Baco
Didelphiamorpha

Metachirus Figado

nudicaudatus
Total: 20 individuos, 21 amostras

A ordem Rodentia apresentou 0 maior nimero de animais positivos, (13), seguido pelos
quirépteros (6) e marsupiais (1) e das 21 amostras positivas, 18 sdo provenientes de bago e figado. O
que pode ir de encontro com a hipdtese de que a transmisséo via presa-predador, seja importante no
ambiente silvestre (Perles, 2019; Harris, 2020; Sousa et al., 2017), tendo em vista o fato de que estudo
realizado anteriormente, demonstrou animais silvestres parasitados, mas ndo houveram amostras de
invertebrados positivas (Sousa et al., 2017). Durante os trabalhos a campo também foram colhidos
ectoparasitas dos animais capturados, para outro estudo. A investigagdo de parasitas do género
Hepatozoon em invertebrados colhidos de animais positivos para parasitas deste género, pode ser de

grande importancia para melhor entendimento do ciclo destes parasitas no ambiente silvestre.
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6. DISCUSSAO

Segundo o instituto brasileiro de florestas, o IBF, originalmente o bioma Mata Atléntica ocupava
cerca de 15 % do territorio nacional, mas hoje existe apenas cerca de 12,5% do bioma que existia
originalmente. A perda do bioma Mata Atléntica é conhecido mundialmente como um grande problema
para a conservagao (Viana et al., 1997), considerada um dos maiores hotspots de biodiversidade do
mundo, o que a torna uma area prioritaria para a conservagao (Myers et al., 2000).

A Reserva Legado das Aguas, apresenta em seu entorno comunidades tradicionais e
hospedagens onde ha fluxo de pessoas e animais domésticos, a pesar disso, a maior parte dos
ambientes é formada por mata preservada, com presenca de pequenos mamiferos endémicos da Mata
Atlantica. Sabe-se que algumas espécies, sdo tidas como biocindicadores do nivel de conservagédo de
determinadas areas, isso ocorre por se tratarem de espécies sensiveis a alteragdes ambientais e que
por isso necessitam de areas conservadas para sua existéncia. Neste estudo foi possivel demonstrar a
abundancia de espécies de pequenos mamiferos presentes na Reserva, através da captura de diversas
espécies endémicas da Mata Atlantica como, Oryzomys sp, Akodon sp, Oxymycterus sp, Oligoryzomys
sp (Pardini et al., 2006), inclusive espécies indicadoras de qualidade ambiental como Euryoryzomys
russatus (Wagner, 1848) e espécies da familia Phyllostomidae que de acordo com Fenton, et al, 1992,
indicam habitat pouco alterado.

Dos 87 roedores analisados, 13 foram considerados positivos para Hepatozoon sp., em sua
maioria em tecidos como figado e bago. O papel dos roedores na epidemiologia do Hepatozoon sp ainda
n&o esta totalmente elucidado, sequéncias obtidas por Perles et al, 2019 em estudo sobre a ocorréncia
de Hepatozoon sp em pequenos roedores silvestres, agruparam -se com espécies previamente
detectadas em répteis, 0 que sugere que esses animais podem desempenhar papel de hospedeiros
paraténicos para a infeccdo em répteis. Além disso, hospedeiros intermediarios podem formar gamontes
em células sanguineas e/ou cistos em outros érgdos como bacgo e figado (Johnson et al., 2008%),
Demoner et al., 2016 detectaram cistos de Hepatozoon sp em pequenos roedores em fragmentos
florestais presentes em areas rurais de Botucatu, Sdo Paulo, o que corrobora com fato de que estes
animais possam atuar como hospedeiros paraténicos.

Existem poucos relatos sobre quirdpteros sendo parasitados por Hepatozoon sp, no Brasil € no
mundo. No presente estudo, foram considerados positivos morcegos insetivoros e frugivoros. Morcegos
insetivoros podem ser faciimente expostos ao Hepatozoon sp por seus habitos alimentares e a infecgdo
pode ocorrer por ingestdo acidental de ectoparasitas para morcegos frugivoros (Perles et al 2020) e/ou
através da socializagao e lambedura entre os individuos (Kerth, 2008). Sequéncias obtidas de morcegos
nao hematdfagos por Perles, et al., 2020, agruparam-se com sequéncias previamente detectadas em
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répteis e anfibios do Brasil e Estados Unidos, 0 que levou os autores a acreditarem que a predagao
destes animais possa desempenhar algum papel no ciclo de vida de Hepatozoon sp.

Silva et al., 2017 descreveu pela primeira vez infec¢do por Hepatozoon canis em Didelphis
albiventris (Gambé de orelha branca). Estes marsupiais séo onivoros e bastante adaptados ao ambiente
sinantropico e o contato destes animais com animais domésticos pode permitir compartilhamento de
ectoparasitas. O marsupial Metachirus nudicaudatus alimenta-se predominantemente de insetos (Lessa
et al., 2010), o que pode indicar a forma de infecgéo para estes animais.

No presente estudo a analise molecular, possibilitou a deteccdo de parasitas do género
Hepatozoon em pequenos mamiferos silvestres, parasitas estes que até o momento foram pouco
estudados em mamiferos silvestres no Brasil (Soares et al., 2017; Wolf et al., 2016). Apesar de haver
inumeras descri¢des, pouco se sabe acerca da etiologia, epidemiologia, ciclo e sintomatologia em outros
animais que nao caes domésticos. O sequenciamento também é importante para a identificagéo das
espécies e para melhor entendimento sobre o impacto desse grupo de parasitas nas diferentes espécies
de mamiferos silvestres, que ainda é pouco conhecido, se fazendo necessario mais estudos para
investigacdo da diversidade e relagdes filogenéticas entre os parasitas do género Hepatozoon sp em

mamiferos silvestres.
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7. CONCLUSAO

Através das analises moleculares realizadas no presente estudo, podemos concluir que ha
presenca de parasitas do género Hepatozoon sp em pequenos mamiferos (roedores, marsupiais €
morcegos) na Reserva Legado das Aguas, S&o Paulo. Porém, ainda pouco se sabe a respeito do ciclo
de transmisséo e impacto nestes animais, sendo necessario mais estudos para melhor entedimento da

eiologia, epidemiologia de impacto do Hepatozoon sp em roedores, marsupias e morcegos.
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