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Resumo

A antropizacdo em habitats naturais € uma das principais causas da perda
da biodiversidade, fazendo com que ocorra profundas mudancas nesses
ambientes. Dentre essas mudancas, umas das que gera importante impacto
ambiental é a implantacdo de rodovias, que leva ao desmatamento e
consequentemente a uma alteracdo da paisagem natural. A construcado de
rodovias gera impactos diretos sobre a vida selvagem modificando a estrutura e
dindmica dos ecossistemas. O atropelamento de animais silvestres € a principal
causa de mortalidade de vertebrados por meio de acao antrépica. Um dos fatores
gue aumentam a demanda de novas estradas € o crescimento das cidades,
sendo, portanto, necessaria a interligacdo entre elas e a construcdo de vias de
transporte para pessoas e cargas, resultando em impactos ecolégicos severos,
bem como a aproximacgao dos animais silvestres com o homem e os animais
domésticos. O presente estudo teve por objetivo investigar a presenca de
possiveis agentes zoonoticos transmitidos por carrapatos em animais silvestres
atropelados em rodovias no Estado de Sao Paulo. Dos 11 animais que
apresentaram ectoparasitos, dez estavam infestados exclusivamente por
carrapatos e um por carrapato e piolhos. A quase totalidade dos animais que
apresentaram ectoparasitos eram mamiferos, com excecdo de uma ave da
espécie Cariama cristata. Foram coletados carrapatos das espécies Amblyomma
dubitatum, Amblyomma nodosum, Amblyomma ovale, Amblyomma sculptum,
Rhipicephalus microplus e um piolho da espécie Solenopotes binipilosus.
Amostras de tecidos de 33 dos 36 animais testados foram positivas para a
presenca de DNA de hemoparasitas da ordem Piroplasmida, cinco para o género
Hepatozoon e somente uma para a familia Anaplasmataceae. Todas as

amostras foram negativas quanto a presenca de DNA de Rickettsia

Palavras-chave: Rickettsia, Anaplasmataceae, Piroplasmida, Hepatozoon,

carrapatos, animais silvestres.



Abstract

Anthropization of natural habitats is one of the main causes of biodiversity loss,
causing profound changes in these environments. Among these changes, one
that generates an important environmental impact is the implementation of
highways, which leads to deforestation and consequently an alteration of the
natural landscape. The construction of highways generates direct impacts on
wildlife, modifying the structure and dynamics of ecosystems. The running over
of wild animals is the main cause of vertebrate mortality through human action.
One of the factors that increase the demand for new roads is the growth of cities,
therefore requiring interconnection between them and the construction of
transport routes for people and cargo, resulting in severe ecological impacts and
bringing wild animals closer to the man and domestic animals. The present study
aimed to investigate the presence of possible zoonotic agents transmitted by ticks
in wild animals run over on highways in the State of Sdo Paulo. Of the 11 animals
that presented ectoparasites, ten were infested exclusively by ticks and one by
ticks and lice. Almost all of the animals that presented ectoparasites were
mammals, with the exception of one bird of the species Cariama cristata. Ticks
of the species Amblyomma dubitatum, Amblyomma nodosum, Amblyomma
ovale, Amblyomma sculptum, Rhipicephalus microplus and a louse of the species
Solenopotes binipilosus were collected. Tissue samples from 33 of the 36
animals tested were positive for the presence of DNA from hemoparasites of the
order Piroplasmida, five for the Hepatozoon genus and only one for the
Anaplasmataceae family. All samples were negative for the presence of
Rickettsia DNA.

Keywords: Rickettsia, Anaplasmataceae, Piroplasmida, Hepatozoon, ticks, wild

animals.
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1. INTRODUCAO

O avanco humano em habitats naturais € uma das principais causas da
perda da biodiversidade (CEBALLOS et al., 2015), alterando significativamente
os ambientes naturais (FICETOLA, MAZEL, & THUILLER, 2017). Nas regites
tropicais ocorre uma perda global de biodiversidade devido as atividades
humanas (GIBBS et al., 2010).

Dentre as atividades que causam grande impacto no ambiente natural,
temos a implantagdo de rodovias como grande modificadora, gerando uma
alteracdo da paisagem natural em razado do desmatamento, aproximadamente
85% da perda da vegetacao ocorre em até cinquenta quildmetros do limite das
rodovias (DOMINGUES, 2014).

As estradas/rodovias desenvolvem funcdo essencial quanto ao
desenvolvimento econémico do pais, servindo de conexdo entre cidades/estado
para execucédo de logistica de modo geral. Entretanto, a construcao viaria gera
Impactos significativos no ambiente natural, causando antropizacdo de
ambientes, segregacdo de espécies, devendo ser realizado estudo sério e

complexo para minimizacao desses impactos ambientais.

Conforme previsdo do CONAMA (BRASIL, 1986a, p. 636):

Art. 1. [..] considera-se impacto
ambiental qualquer alteracéo das
propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas do meio ambiente, causada
por qualquer forma de matéria ou
energia resultante das atividades
humanas que, direta ou indiretamente,
afetam:

| - a saude, a seguranca e o bem-estar
da populacéo;

Il - as atividades sociais e econdmicas;

I1l- a biota;

11



IV - as condi¢des estéticas e sanitarias
do meio ambiente;

V - a qualidade dos recursos naturais.

As rodovias geram impactos diretos sobre a vida selvagem, modificando a
estrutura e dinamica dos ecossistemas desses animais, como, por exemplo, o
aumento das colisbes com veiculos durante seus processos naturais de
deslocamento (PENA & DRUMMOND, 1999; AVELAR et al., 2015).

Assis e Furlan (2014), definiram como os principais efeitos e impactos
causados pelas rodovias:

[...] efeitos diretos (mortalidade da
fauna por atropelamento, poluicdo) e
efeitos indiretos (perda e
fragmentacao de habitats, alteracdes
microcliméticas, facilitacao de
invasdes por espécies exoticas) que
influenciam a permeabilidade da
paisagem aos fluxos da biota,
restringindo a movimentagdo de
animais e isolando populacdes de
organismos. As estradas também
alteram a qualidade das aguas e do ar

e afetam as comunidades humanas.

O atropelamento de animais silvestres é a principal causa de mortalidade
de vertebrados por meio de acédo antropica (COSTA, 2014). Uma estimativa
parcial do Sistema Urubu!, indica que 15 animais morrem nas estradas
brasileiras a cada segundo. Segundo estimativas do Centro Brasileiro de
Ecologia de Estradas, todos os anos 475 milhdes de animais silvestres morrem

nas estradas brasileiras vitimas de atropelamento.

! Sistema Urubu — aplicativo criado em 2014 para conservagdo da biodiversidade e termémetro de
indice de atropelamento de fauna nas estradas brasileiras
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Segundo Cymbaluk (2018), estimativas feitas Centro Brasileiro de Estudos
em Ecologia de Estradas (CBEE), discorre que os pequenos vertebrados sao os
gue mais sofrem com atropelamentos, seguidos por animais de médio e grande
porte, ainda, h& estimativa de cerca de 56,4% dos casos de atropelamento seja
na regiao sudeste.

Com o crescimento da populacéo e das cidades, aumenta-se a demanda
de novas estradas, havendo necessidade da interligacdo entre elas e a
construcdo de um meio de transporte para pessoas e cargas.

Ainda que benéficas e necessarias a populacdo humana, estas
modificacbes resultam em impactos ecolégicos severos (TROCME, 2003;
LAURENCE et al., 2014).

1.1 Saude Unica

O conceito de Saude Unica ou One Health (OH), foi proposto por
organizacdes internacionais, como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) e a Organizacdo das Nacbes
Unidas para Alimentagao e Agricultura (FAO), reconhecendo o vinculo estreito
entre o ambiente, as doengcas em animais e a saude humana, uma vez que as
interacées entre humanos e animais podem ocorrer em diferentes ambientes e
de diversas maneiras.

Em declaracdo, a Organizacdo Mundial de Saude (2022), versou sobre
abordagem integrativa e unificadora, objetivando a melhoria de forma
sustentavel da salde humana, animal e ambiental. Tal abordagem se da de
forma multidisciplinar e multisetorial, movimentando o0s varios setores
relacionados a saude do homem, animais e dos ecossistemas para trabalharem
de forma conjunta e mitigar as ameacas a saude publica (SHRESTHA, et.al.,
2018).

Segundo a Segundo a OIE, cerca de 60% das doencas humanas tém em
seu ciclo a participacdo de animais, portanto, sdo zoonoticas, assim como 70%
das doengas emergentes e reemergentes.

O Conselho Federal de Medicina Veterinaria entende a Satde Unica como
uma visao integrada e indissociavel entre saude humana, animal e ambiental.

Atualmente, a Medicina Veterinaria € uma das profissées com maior campo de
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atuacdo em Saude Unica no Brasil e no mundo, uma vez que o médico
veterinario atua na inspecéo e fiscalizacdo de produtos de origem animal,
pesquisas de tecnologias de producdo, estudos de medidas de saude publica
relativas as zoonoses e manejo ambiental. O Conselho Nacional de Saude
incluiu a Medicina Veterinéria no rol das profissdes de saude, pela Resolucéo
CNS n° 287/1998.

Ainda amparado pelo CFMV, OIE, OMS e FAO, o médico-veterinario
também esté inserido na Atenc&o Basica, por ser uma das profissdes que podem
compor os Nucleos Ampliados de Saude da Familia e Atencdo Basica (NASF-
AB), podendo atuar nas Vigilancias Sanitaria, Epidemiolégica e de Zoonoses, de
Doencas Transmitidas por Vetores e Saude do Trabalhador ou ainda em
situacdes de transformagfes drasticas como no caso de desastres ambientais.

Um dos fatores mais provaveis para explicar o aumento na ocorréncia de
novas doencas € a expansao da populacdo humana e consequente aproximacao
do homem com animais silvestres/selvagens (PANDA, 2008). H4, ainda, a
preocupacdo com o rapido aumento da urbanizagcdo, como apresentado em um
estudo publicado em 2019, que mostra um aumento de 39% em 1980, para 46%
em 1997, e prevé gue até 2030 ele seja de 60%, indicando uma grande elevacéo
da densidade humana nos centros urbanos (CUTLER, 2019).

N&o obstante o aumento da populacdo humana, outros fatores globais
favoreceram a emergéncia de agentes de doencas zoonéticas, como: comércio
e viagens, mudancas no habitat, terrestre, poluicdo e expansdo da producéao
animal. Sobre o problema, Lomazzi et al. (2019), observam que “os desafios
globais de saude publica ndo sao lineares e [...] sdo necessarias abordagens

multifacetadas e com varias partes interessadas”.

1.2 Fauna silvestre

O Brasil, conhecido por sua enorme biodiversidade de fauna e flora tem
sofrido ao longo das ultimas décadas grandes devastacfes ambientais, afetando
severamente seu ecossistema. O contato cada vez mais préximo do homem e
animais domésticos com a fauna silvestre tem causado grande impacto na saude
como um todo, levando a emergéncia ou reemergéncia de doencas, incluindo as

de carater zoondético, ao aumento da circulacdo dessas doencas em populacdes
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suscetiveis e consequentemente sua disseminacdo para novas regides
geograficas (BARLETT; JUDGE, 1997).

A proximidade destas populacdes acaba favorecendo a disseminacao de
agentes infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e ambientes,
instituindo novas relagfes parasitarias e novos nichos ecologicos na cadeia de
transmissdo das doencas (CORREA e PASSOS, 2001). Estudos
epidemiologicos sado fundamentais para um melhor entendimento sobre os focos
de ocorréncia e comportamento das doencas, sendo possivel 0 mapeamento
dos fatores de risco e da circulagdo dos agentes nos animais silvestres.

A fauna silvestre pode servir como uma valiosa fonte de informacfes em
novos locais de estudo, pois podem ser considerados como bioindicadores da
gualidade e saude ambiental. Alguns de seus representantes atuam como
reservatorios e/ou hospedeiros amplificados de agentes que, em grupos de
individuos suscetiveis, podem se tornar patogénicos e causadores de doencas
ainda desconhecidas (DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT, 2001).

Além do fato de alguns grupos de agentes ja terem sido incriminados como
causa da diminuicdo, ou até mesmo extincdo de populagdes silvestres, o que
evidencia a importancia do monitoramento da saude dessas espécies (DEEM et
al., 2001; CLEAVELAND et al., 2002).

1.3 Bioma Mata Atlantica

No Brasil, existem seis dominios reconhecidos com caracteristicas
ecoldgicas Unicas: Amazbnia, Cerrado, Caatinga, Pantanal, Mata Atlantica e
Pampa (CAMARA et al. 2015). Dois desses dominios, Mata Atlantica e Cerrado,
sdo considerados como “hotspots” de biodiversidade por possuirem muitas
espécies endémicas e emblematicas, e por terem sido fortemente impactado por
acOes antropicas (MITTERMEIER et al. 2005)

O bioma Mata Atlantica ocupa cerca de 13% do territério brasileiro e
compreende a regido costeira do Brasil, indo dos estados do Rio Grande do
Norte ao Rio Grande do Sul. Contribui com 70% do faturamento bruto do produto
interno (PIB) e 2/3 da economia industrial (MARTINELLI et al. 2013).

A Mata Atlantica € uma das florestas tropicais mais ameacadas do planeta
(SAFAR; MAGNAGO; SCHAEFER, 2020). Atualmente, esse bioma vem sendo
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devastado com o processo de urbanizacdo (FERREIRA et al., 2019), com cerca
de 60% da populacdo brasileira residindo em area de dominio desse bioma
(SCARANO; CEOTTO, 2015).

Segundo dados de pesquisa da ONG SOS Mata Atlantica?, hoje restam
apenas 24% da cobertura florestal original, sendo apenas 12,4% de florestas
maduras e bem preservadas (Figura 1). Esse bioma é composto por variados
ecossistemas florestais e por uma biodiversidade semelhante a do bioma
Amazonia.

Entre os meses de outubro de 2021 e de 2022, a Fundagdo SOS Mata
Atlantica e o INPE observaram o desflorestamento de 20.075 hectares (ha) do
bioma, o correspondente a mais de 20 mil campos de futebol de futebol em um
ano ou um Parque Ibirapuera (SP) desmatados a cada trés dias. Protegido por
uma lei especial (Lei 11.428, de 22 de dezembro de 2006), desde o langcamento
do Atlas dos Remanescentes Florestais esse bioma vem sendo monitorado por
imagens de satélite.

No ultimo levantamento feito pelo Ministério do Meio Ambiente - MMA, este
bioma contava com aproximadamente 850 espécies de aves, 370 espécies de
anfibios, 200 espécies de répteis, 270 espécies de mamiferos e 350 espécies de
peixes (BRASIL. MMA, 2018 — Mata Atlantica). Cerca de 39% dos mamiferos

desse bioma sao endémicos.

1.4 Bioma Cerrado-Paulista

O Cerrado € um dos biomas mais ameacados do nosso territorio. Foi criado
0 Mosaico de Unidades de Conservacdo do Cerrado Paulista, que abrange o
Refugio de Vida Silvestre (RVS) Aimorés e a Area de Relevante Interessante
Ecologico (ARIE) Leopoldo Coutinho, localizados nos municipios de Bauru,
Pederneiras e Agudos, no centro-oeste paulista, tornando-se o segundo maior
conjunto protegido do cerrado paulista em termos de area, com 4.035 hectares
no total.

A vegetacdo do cerrado ndo possui uma fisionomia uniforme, ela se
modifica em toda sua extensdo. Bastante diversificada apresenta desde campos
abertos até formas relativamente densas. Esta diferenca se da pela qualidade

2 S0S Mata Atlantica — organizagdo ndo-governamental criada em 1986
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http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2011.428-2006?OpenDocument

de solo, mais férteis ou menos férteis, bem como pela irregularidade dos regimes
e caracteristicas das queimadas de cada local (frequéncia, época, intensidade).
Ent&o, ainda que o bioma do cerrado se distribua predominantemente em areas
de clima tropical sazonal, os fatores que ai limitam a vegetacdo sdo outros: a

fertilidade do solo e o fogo (Coutinho in Klein, 2002, p. 82).

Estados avaliados em 2022

I Area parciaimente avaliada (nuvens)
Lei 11,428/06 da Mata Atlantica

Figura 1: Estado da cobertura vegetal remanescente no bioma Mata Atlantica em 2022. Fonte:

SOS Mata Atlantica

Este bioma é uma das areas que abriga a maior diversidade biol6gica do

planeta, sendo considerado um “hotspot” mundial de biodiversidade em razéo
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das ameacas sobre ele incidentes e por configurar prioridade para conservacao
ambiental.

No estado de S&o Paulo, a area remanescente de cerrado corresponde a
apenas 8,5% de sua superficie original. E do conjunto das unidades de
conservagao estaduais paulistas de protecdo integral, apenas 2%

aproximadamente correspondem a fisionomias do cerrado. Ha ainda uma zona

Legenda

B \ncremento PRODES 2023
Cenas Utilizadas (total 126)

[ Unidade de Fedarregao

0 100 km
—

Figura 2: Ocorréncia de supresséo de vegetacao nativa no periodo agosto/2022 a julho/2023.
Fonte: INPE

de transicdo entre os dois biomas, algo chamado também de zona de tenséo,
previsto pela resolucdo SMA-146, de 8/11/2017. Trata-se de uma zona com
caracteristicas especificas, que abrangem uma diversidade de espécies, sendo
em grande parte areas consideradas como unidades de conservacao e de

protecao integral (UCs).

1.5 Parasitismo

Considerando, ainda, este contato cada vez mais proximo dos animais
silvestres com o homem e animais domésticos, a transmissdo de agentes
patogénicos e a ocorréncia de doengas se tornam cada vez mais presentes

(BARLETT; JUDGE, 1997). Com relacdo aos parasitos, essa maior interacao
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pode levar a sua dispersdo e aumento do seu nicho ecoldgico,
consequentemente alterando a dinamica da relacdo com seus hospedeiros
(CORREA; PASSOS, 2001).

Por definicao, ‘parasito’ é todo organismo que encontra seu nicho ecoldgico
em outra forma de vida (hospedeiro) (LEVINE, 1968), incluindo os virus e varios
outros organismos procariontes e eucariontes, como bactérias, protozoarios,
helmintos e artrépodes.

As doencas resultantes da interacdo entre um parasito e um novo
hospedeiro, pode levar a um declinio na populacdo hospedeira ou até mesmo a
sua extincdo (CLEAVELAND & DYE, 1995; DEEM et al., 2001; CLEAVELAND
et al.,, 2002). Entende-se, que aproximadamente 70% das parasitoses
emergentes em humanos séo originarias dos animais selvagens, o que se torna
cada vez mais preocupante devido ao aumento da circulagdo de animais
domeésticos em ambientes silvestres e vice-versa (MESSENGER et al., 2014).

Os parasitos possuem diferentes formas para alcancar um novo
hospedeiro, algumas espécies sdo transmitidas através do contato direto,
predacdo ou coépula, outras sdo excretadas por descargas nasais/orais ou
dejetos fecais, contaminando o ambiente. E algumas dependem ainda de
artrépodes hematdéfagos para atuarem como vetores.

Algumas espécies possuem competéncias proprias para sua manutengao
e transmisséo, dependendo de varios fatores relacionados ao curso da infeccgéo.
Podem ser considerados como reservatorios aqueles individuos onde o parasito
vive e multiplica-se e do qual € capaz de atingir outros hospedeiros, e
amplificadores aqueles que, além de manterem a infeccdo, favorecem a
transmissao, por apresentarem elevadas parasitemias por determinado periodo.
Hospedeiros reservatorios e amplificadores podem ter suas capacidades
epidemiolégicas alteradas de acordo com o0 estado de saude individual,
infeccdes secundarias e/ou estresse e condicdes ambientais desfavoraveis
(BOTERO et al., 2013).

Considerando essas particularidades, a ocorréncia de determinada
parasitose em uma espécie particular de hospedeiro silvestre, bem como a
atuacado de diferentes individuos na transmissdo pode variar em localidades

distintas ou ainda num mesmo local, porém em diferentes épocas do ano.
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Frequentemente encontramos animais com coinfeccdes, ou seja, expostos
a mais de um parasita concomitantemente, sendo que essas inter-relacdes
podem ocorrer por diferentes cepas de uma mesma espécie de parasita,
diferentes espécies de um mesmo género ou, ainda, por parasitas de grupos
taxondmicos distintos, podendo, inclusive, ocorrer um sinergismo entre eles,
favorecendo ambos os parasitas (JOHNSON et al., 2015).

Dai a importancia do estudo da ecologia dos parasitas, como uma medida
auxiliar na prevencéo e controle das doencas zoonoéticas emergentes causadas
por esses organismos, tendo em vista os casos de infeccdo multipla de
hospedeiros e vetores envolvidos em uma complexa rede de associacdes
(JOHNSON et al., 2015).

1.6 Carrapatos

Atualmente, existem mais de 950 espécies de carrapatos no mundo,
sendo que somente no Brasil temos o registro de aproximadamente 80 delas,
distribuidas nas familias Argasidae e Ixodidae (ONOFRIO, 2021). A familia
Ixodidae tem representantes distribuidos nos géneros Amblyomma, Ixodes,
Haemaphysalis, Rhipicephalus e Dermacentor, sendo Amblyomma o que
apresenta maior diversidade de espécies na Regido Neotropical e o de maior
preocupacdo sanitaria, por possuir espécies que sado vetores de agentes
patogénicos, como a bactéria Rickettsia rickettsii causadora da Febre Maculosa
Brasileira (SANGIONI et al, 2005).

Os carrapatos sdo hematofagos e durante sua alimentacdo sdo capazes
de transmitir patégenos de diferentes grupos, como fungos, bactérias, virus e
protozoarios. S8o considerados como 0 grupo mais importante dentre os vetores
de patogenos para animais e 0 segundo maior transmissor de agentes
causadores de doencas para o homem, superados apenas pelos mosquitos. Os
agentes transmitidos por carrapatos vao desde bactérias, como algumas das
espécies de Rickettsia, Ehrlichia, Borrelia e Mycoplasma, aos protozoarios dos

géneros Babesia e Rangelia.
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1.7 Agentes patogénicos

No Brasil diferentes estudos visando a deteccéo de patdogenos transmitidos
por carrapatos em animais de vida livre, bem como em seus ectoparasitas ja
foram realizados (LABRUNA et al., 2004a; MERINO et al.,, 2008; CRIADO-
FORNELIO et al., 2009; WIDMER et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013; SOARES
et al., 2015, 2017a,b; WITTER et al., 2016; WOLF et al., 2016; DA SILVA et al.,
2017; DE SOUSA et al., 2017; MONGRUEL et al., 2017; LOPES et al., 2018;
COLLE etal., 2019; PERLES et al., 2019, 2022, 2023; MUNOZ-LEAL et al., 2019;
CALCHI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; SANTOS et al., 2020; MUNOZ-LEAL
et al., 2021; ANDRE et al., 2022; SANTANA et al., 2022; ARAUJO et al., 2023).

1.7.1 Ordem Piroplasmida

Composta por protozoarios do filo Apicomplexa, possui varios géneros
de parasitas como Babesia, Theileria, e Cytauxzoon. S&o transmitidos
por carrapatos e parasitam principalmente os mamiferos, podendo em menor
proporcao infectar também as aves. Possui diversas espécies, algumas delas
consideradas de importancia médica, veterinaria ou econémica (LACK et al.,
2012).

Os representantes do género Babesia sé&o protozoarios intraeritrocitarios
transmitidos para uma variedade de hospedeiros através da picada de
carrapatos (IRWIN, 2009). Atualmente, 0s protozoarios desse género se
encontram divididos em dois grandes grupos filogenéticos: Babesia sensu stricto
(s.s.) e Babesia microti (GRAY et al., 2010; YABSLEY e SHOCK., 2013), sendo
gue ambos o0s grupos contém agentes causadores de babesioses de importancia
meédica e veterinaria.

Nos cdes a doenca conhecida como babesiose canina, ¢é
predominantemente causada por B. vogeli e transmitida pelo carrapato R.
sanguineus. Em relacdo aos animais de producdo, os bovinos sdo os mais
atingidos e a enfermidade é causada pelas espécies Babesia bovis e Babesia
bigemina, transmitidos aos animais pelo carrapato R. microplus
(GUGLIELMONE, 1995; BAHIA et al., 2020). A babesiose bovina € uma das
doencas bovinas que mais causa prejuizos econémicos aos criadores (WOLF et
al., 2016; BARBOSA et al., 2020).
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Em humanos é uma doenca febril aguda, e que em casos mais graves pode
até mesmo ser fatal (ALMOSNY, 2002). Pode ser causada por diferentes
espécies como Babesia microti, Babesia divergens, dentre outras (TABOADA;
LOBETTI, 2006). No Brasil, hA somente um relato com diagndstico direto de

babesiose humana, porém sem confirmac¢do molecular (ALECRIM et al., 1983).

Os relatos de Babesia spp. em raposa do campo (Pseudalopex vetulus)
(MARTINS et al., 2006), graxaim do campo (Lycalopex gymnocercus) (RUAS et
al., 2003) e em lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) (SERRA-FREIRE et al.,
1993), publicados para o Brasil, foram baseados em exame parasitoldgico e

esfregaco sanguineo, ndo tendo sido confirmados por técnicas moleculares.

KRAWCZAK et al. (2023) descreveram uma nova espécie para o género
Babesia, denominada como Babesia goianienses, que foi encontrada infectando
capivaras e carrapatos associados a esse hospedeiro, na cidade de Goiania

(GO), regiao Centro-Oeste do Brasil.
1.7.2 Familia Anaplasmasmataceae

A familia Anaplasmataceae é composta por pequenas bactérias parasitas
de células eucarioticas e que se replicam dentro de vacuolos derivados da célula
hospedeira (KERSTERS et al., 2006). Os carrapatos ixodideos séo os principais
vetores deste grupo, e € durante sua alimentacdo no hospedeiro vertebrado que

ele transmite esses agentes através da saliva (FUTSE et al., 2003).

Esta familia apresenta cinco géneros, organizados com base em
evidéncias moleculares: Anaplasma, Ehrlichia, Neoehrlichia, Neorickettsia, e
Wolbachia, os trés primeiros abrangem agentes transmitidos por carrapatos, de
importancia veterinaria e em saude publica, e sdo os agentes causadores de
Anaplasmose e Erliquiose, doengas reconhecidas mundialmente (DUMLER et
al., 2001; RAR e GOLOVLJOVA, 2011).

O género Anaplasma é representando por microorganismos intracelulares
obrigatorios, cujas diferentes linhagens podem expressar tropismo por células
sanguineas especificas, infectando predominantemente granulécitos,
especialmente os neutrofilos (SILAGHI et al., 2017). Além da transmissao por

carrapatos, durante sua alimentacdo, também pode ser transmitido de “forma
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mecanica” por moscas hemat6fagas e mosquitos, cujo ciclo no ambiente envolve
uma complexa interacéo entre o vetor invertebrado e o hospedeiro vertebrado.

Os carnivoros selvagens e domeésticos sdo considerados importantes
hospedeiros para Anaplasma spp., principalmente em areas antropizadas, onde
h& o contato direto entre esses animais. Algumas espécies podem infectar o
homem, como no caso de Anaplasma phagocytophilum (PERLES et al, 2022).

Os sintomas clinicos causados pela infec¢do por Anaplasma incluem febre,
dor de cabeca, petéquias, mialgia, artralgia, coceira, tosse, ndusea, vomito, dor
abdominal, diarreia, leucopenia, trombocitopenia e elevacdo de enzimas
hepaticas.

As espécies Anaplasma centrale e Anaplasma marginale encontradas em
bovinos (BARROS et al., 2005; BARRE; UILENBERG, 2010), A. platys em caes
(DANTAS; TORRES, 2008) e A. phagocytophilum em caes, humanos, gatos e
cavalos (WALKER; DUMLER, 1997; SKOTARCZAK, 2003; GREENE, 2006), sdo
consideradas de grande importancia veterinaria.

Recentemente foi reportado um caso ndo usual de anaplasmose em
humano na regido amazobnica, em éareas florestadas na Guiana Francesa,
causada por ‘Candidatus Anaplasma sparouinense’, uma suposta nova espécie
para este género. Geneticamente, apresentou maior identidade com Anaplasma
spp. encontradas infectando animais silvestres no Brasil, e com outra espécie
registrada em carrapatos Amblyomma coelebs coletados de quatis da regido
amazonica brasileira (DURON et al, 2022).

Diversas espécies de carrapatos e hospedeiros vertebrados estdo
envolvidos no ciclo de vida das diferentes espécies do género Anaplasma,
alguns inclusive servindo como reservatorios deste agente, uma vez que
desenvolvem infeccdes persistentes e atuam como fonte de infeccdo para os
vetores artropodes (KIESER et al., 1990; KOCAN et al., 1992; CASTRO et al.,
2001; VILLAR et al., 2016; BATTILANI et al., 2017).

Os estudos moleculares realizados nos dltimos anos no Brasil, tém
apresentado uma diversidade de possiveis novas espécies dentro do género
Anaplasma, infectando animais silvestres e domésticos no pais.

Em um estudo realizado em uma regido pantaneira de Corumba (MS),
foram encontrados animais silvestres, domésticos e trés espécies de carrapato

positivos para Anaplasma sp. que apresentou maior identidade com A.
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phagocytophilum e A. bovis. A detec¢do molecular de A. phagocytophilum em
cdes domeésticos, associada a um genétipo de Ehrlichia sp. encontrado em
canideos selvagens e domésticos, marsupiais, roedores silvestres, carrapatos e
pulgas, evidencia a presenca de diferentes agentes da familia Anaplasmataceae
circulando nos animais silvestres, domésticos e nos ectoparasitos dessa regido
(DE SOUZA et at, 2017).

Perles et al. (2022) detectaram agentes da familia Anaplasmataceae em
amostras de sangue de quatis capturados em duas areas urbanas com
vegetacdo de Cerrado no municipio de Corumba (MS). O referido trabalho
mostrou a deteccdo de um gendtipo de Anaplasma sp. proximamente
relacionado a 'Candidatus Anaplasma brasiliensis', previamente detectada em
tamanduas no estado de Sdo Paulo (CALCHI et al, 2020).

As espécies do género Ehrlichia sdo bactérias gram-negativas intracelular
obrigatérias pertencentes a familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001).
Sao particulas muito pequenas e semelhantes a riquetsias, encontradas em
leucéceitos do sangue circulante, sendo transmitidas por carrapatos da familia
Ixodidae. Essas bactérias podem causar duas doencas distintas, a Ehrliquiose
monocitica e a Ehrliquiose granulocitica, podendo afetar humanos e céaes
(SKOTARCZAK, 2003).

Os sinais clinicos da Ehrligiose monocitica humana consistem em febre,
dores musculares, dor de cabeca, falta de apetite, vermelhidao da pele, nauseas,
vomitos, diarreia, faringite, tosse, diarreia, dor abdominal e confusdo mental.
Segundos estudos apresentados pela Fiocruz, estima-se que somente um tergo
dos infectados figuem doentes, com a diminuicdo da imunidade a pessoa fica

sucetivel a infeccBes oportunistas, como este caso.

Ja a Ehrliquiose granulocitica apresenta sintomas semelhantes ao de um
guadro gripal, com febre, calafrios, nauseas e vomitos, aumento dos ganglios e
dor de cabeca. A doenca € de grau moderado a grave se nao for tratada. Exames

laboratoriais podem levar o médico a confundir a doengca com algum tumor.

No Brasil, estudos tém incriminado Ehrlichia canis como a principal espécie
deste género, presente no pais (OLIVEIRA et al., 2020). E a causadora da
erliquiose monocitica canina (EMC) em caes domésticos que se infectam através
da picada do carrapato Rhipicephalus sanguineus (SANCHES et al., 2016;
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MORAES-FILHO et al., 2015). Devido a alta exposicéo dos caes aos carrapatos,
a ocorréncia desta doenca acabou se tornando muito comum (VIEIRA et al.,
2011).

Outras espécies de Ehrlichia também ja foram registradas no pais, Ehrlichia
ewingii e Ehrlichia chaffeensis (MACHADO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009),
Ehrlichia minasensis em bovinos (AGUIAR et al., 2014; CABEZAS-CRUZ et al.,
2016), e alguns hapl6tipos em animais silvestres (WIDMER et al., 2011; VIEIRA
et al., 2016; SOARES et al., 2017b; BRAGA et al., 2018; GUIMARAES et al.,
2019).

Trés espécies de Ehrlichia sdo reconhecidas como causadoras de doencas
em humanos: E. chaffeensis, erliqguiose monocitica humana (HME), E. ewingii
erliquiose granulocitica humana (HGE) (OLANO e WALKER., 2002), e
‘Candidatus Neoehrlichia mikurensis’ incriminada como patogénica em humanos
na Europa e Asia (PORTILLO et al., 2018). No Brasil, ha relatos de pessoas
positivas em sorodiagnéstico (CALIC et al., 2004; SPOLIDORIO et al., 2010;
BEZERRA et al., 2017), porém nao ha evidéncias moleculares para suportar

esses registros.

1.7.3 Género Hepatozoon

Este género compreende mais de 300 espécies de protozoarios
pertencentes ao filo Apicomplexa (ALMOSNY, 2002) e acometem espécies
domeésticas e silvestres. No Brasil, a principal espécie encontrada € Hepatozoon
canis, transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus, sendo de baixa
patogenicidade nos cdes domésticos. Outras espécies de carrapatos associadas
a provavel transmissdo de Hepatozoon, tais como Amblyomma ovale, A.

aureolatum e A. sculptum (RUBINI et al., 2005).

Sao protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa caracterizados por um ciclo
de vida heteroxeno, no qual os hospedeiros vertebrados (intermediarios) se
infectam principalmente através da ingestdo de artropodes hematdfagos (como
carrapatos e mosquitos) que albergam oocistos maduros que se rompem no trato
digestivo do animal liberando os esporozoitos (ALMOSNY, 2002; DANTAS-
TORRES, 2008). Outras vias de transmissdo, como a predacéo de vertebrados
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infectados com cistos em seus tecidos, também sdo descritas e parecem ser
uma rota importante de infeccdo, principalmente para hospedeiros carnivoros
(JOHNSON et al., 2007; 2009).

A hepatozoonose € uma doencga que acomete tanto animais domésticos
(PALUDO et al., 2005), quanto silvestres, como felideos neotropicais (METZGER
et al., 2008) e répteis (VILCINS et al., 2009). As manifestacfes clinicas variam
de assintomatico, no caso dos animais silvestres (RUBINI et al., 2006) até casos
de anorexia, diarreia, alteracdes pulmonares, hipertermia, anemia e apatia ou
prostracdo (MUNDIM et al., 2008).

A hepatozoonose canina € a principal doenca relacionada a esse género
no Brasil, e é causada por Hepatozoon canis. Estudos sugerem uma maior
prevaléncia da infec¢do por espécies de Hepatozoon em cées de &reas rurais
(O'DWYER, 2011; DEMONER et al., 2013), onde os vetores associados séo
Amblyomma ovale (FORLANO et al., 2005) e R. microplus (MIRANDA et al.,
2011), do que em éreas urbanas, onde o carrapato R. sanguineus atua como
vetor (SPOLIDORIO et al., 2009).

No Brasil, existem muitos estudos relatando a ocorréncia de espécies de
Hepatozoon em carnivoros, marsupiais, roedores, répteis e anfibios, (ANDRE et
al., 2010; PERLES et al., 2019; SANTOS et al., 2020; MAIA et al., 2014;
DEMONER et al.,, 2016). Estudos moleculares em roedores e marsupiais
encontraram haplétipos que se posicionam em um grande clado composto por
hapl6tipos associados a roedores, marsupiais e répteis. O que seria um indicio
do seu papel como hospedeiros paraténicos, e seu envolvimento na transmissao
através da predacédo (WOLF et al., 2016; COLLE et al., 2019; DEMONER et al.,
2019; SILVA et al., 2017; DEMONER et al., 2016).

1.7.4 Género Rickettsia

As riquétsias sdo bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatorias,
pertencentes a familia Rickettsiaceae (OLANO, 2005). Agente causador das
doencas que acometem o homem e sdo conhecidas como febre maculosa, tifo
endémico e tifo epidémico (BIBERSTEIN; HIRSH, 2003; GREENE, 2006). Para

serem mantidas na natureza, necessitam de um vetor artrépode, estabelecendo
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uma relacdo de tropismo entre vetores, hospedeiros e reservatorios (CARDOSO
et al., 2006).

A classificacdo atual das riquétsias é baseada numa abordagem
multigénica, tendo sido dividida em cinco dos grupos: 1) grupo do tifo (GT),
composto pela R. prowazekii e R. typhi; 2) grupo da febre maculosa (GFM),
representado por mais de vinte espécies; 3) grupo de transi¢cdo, onde estao R.
akari, R. felis e R. australis; 4) grupo Canadensis, representado pela espécie R.
canadensis, e 5) grupo Bellii, representado pela espécie R. bellii (WEINERT et
al., 2009).

Atualmente existem mais de 20 espécies do género Rickettsia incriminadas
como causadoras de doencas no homem, sendo a R. rickettsii a mais
patogénica, principalmente no Brasil. Agente causador da Febre Maculosa, sua
distribuicdo estéa restrita as Américas, com registros no Canadé, Estados Unidos,
México, Costa Rica, Panama, Colémbia, Brasil e Argentina (LABRUNA et al.,
2011). Alguns animais silvestres s&o reservatorios ou hospedeiros
amplificadores dessa bactéria, como o caso de roedores silvestres nos Estados
Unidos, e das capivaras e gambés no Brasil (LABRUNA, 2009).

No Brasil, diferentes espécies de carrapatos ja foram encontradas
infectadas com R. rickettsii, porém até o momento somente Amblyomma
sculptum e Amblyomma aureolatum sdo comprovadamente vetores da bactéria
no pais (PINTER; LABRUNA, 2006).

Outra espécie gue vem ganhando destaque no pais € Rickettsia parkeri,
mais especificamente a R. parkeri cepa Mata Atlantica. Isso devido ao aumento
e constancia no numero de casos diagnosticados, e a alta taxa de infeccao dos
carrapatos na natureza. Ocorre em areas de Mata Atlantica proximas a costa
brasileira e tem como vetores carrapatos das espéceis A. ovale e A. aureolatum.
(SILVEIRA et al., 2007; LABRUNA, 2009; BARBIERI et al., 2014; FACCINI-
MARTINEZ et al., 2020; KMETIUK et al, 2022).

2. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo investigar a presenca de agentes com
potencial zoondtico, transmitidos por carrapatos, em animais silvestres

atropelados em rodovias paulistas.
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3. MATERIAIS E METODO
3.1 Areade coleta

As amostras de ectoparasitos e tecidos investigados neste projeto foram
provenientes de animais silvestres atropelados nas rodovias SP-225, SP-327 e
SP-270 no estado de S&o Paulo (Figura 3).

O Corredor Raposo Tavares possui um total de 834 quildbmetros entre
Bauru e Presidente Epitacio, sendo 444 no eixo principal e 390 de estradas
vicinais. Fazem parte deste corredor as rodovias SP-225 Joao Baptista Cabral
Rennd, de Bauru a Santa Cruz do Rio Pardo; SP-327 Orlando Quagliato, de
Santa Cruz do Rio Pardo a Ourinhos e SP-270 Raposo Tavares, de Ourinhos a
Presidente Epitacio. As rodovias que compdem este corredor atravessam 27
municipios do centro-oeste paulista, e ddo acesso ao inicio da SP-280 Rodovia
Castelo Branco, que faz conexdo com o Mato Grosso do Sul e com o norte do

Parana.

3.2 Obtencgé&o, armazenamento e conservagéo das amostras

Foram utilizadas amostras de 36 animais (Tabela 1), atropelados entre
2021 e 2022, obtidas por meio de doagéo pela empresa Via Fauna (Anexo 1).
As aliquotas aqui utilizadas sao provenientes das amostras originais de sangue,
figado, pulm&o e bago, a depender do estado de conservagao e viabilidade dos

orgaos. Destes 36 animais, 11 apresentaram ectoparasitos.

Quando encontrados nas rodovias, 0os animais atropelados eram recolhidos
e caso estivessem mortos, eram mantidos congelados para posterior retirada de
amostras biolégicas, incluindo ectoparasitos e tecidos de diferentes 6rgéos
internos. As amostras colhidas eram acondicionadas em microtubos e mantidas

a 20°C negativos até o momento do processamento.
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Figura 3. Mapa com a localiza¢&o dos pontos de coleta nas rodovias onde os animais atropelados

foram encontrados. Fonte: Aplicativo MyMaps (2023)

3.3 Identificacdo dos ectoparasitos

identificacdo dos ectoparasitos foi feita com base no exame da
morfologia e utilizacdo de chaves de identificacdo especificas para cada um dos
grupos colhidos (KIM & WEISSER, 1974; BARROS-BATTESTI et al., 2006;
MARTINS et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2019).

Apés identificacdo, o0s ectoparasitas foram depositados na colecao

Acaroldgica do Instituto Butantan.

3.4 Extracdo de DNA

De cada aliquota de tecido foram retirados fragmentos menores (200 mg)
para extragcao de DNA e o restante do material foi congelado a 20°C negativos
para ser utilizado posteriormente, caso necessario. A extracdo de DNA dos
tecidos foi realizada utilizando kit comercial (DNeasy Tissue and Blood Kit,

Qiagen, Chatsworth, CA), conforme as instru¢des do fabricante.
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Tabelal. Espécies de animais silvestres encontrados atropelados nas rodovias.

Espécie Nome popular N Tecido
Mamiferos
Alouatta guariba clamitans Bugio-ruivo 1 pulmdo, figado, baco
Coendou sp. Ourico-cacheiro 2 pulmao, figado, baco
Dasypus novemcinctus Tatu-galinha 3 pulmdo, figado, baco
Didelphis aurita Gamba-de-orelha-preta 1
Euphractus sexcinctus Tatu-peba 2 pulmdo, figado, baco
Galictis cuja Furdo-pequeno 1 pulmao, baco
Hydrochoerus hydrochaeris Capivara 4 pulmao, figado, baco
Lutrinae Lontra 1 pulmao, figado, baco
Mazama sp. Cervideo 2
Myrmecophaga tridactyla Tamandua-bandeira 4 pulméo, figado, baco
Nasua nasua Quati 1 pulmao, figado, bacgo
Procyon cancrivorus Guaxinim 1 pulmé&o, baco
Sapajus sp. Macaco-prego 1 pulmdo, figado, baco
Tamandua tetradactyla Tamandua-mirim 1 pulmao, figado, baco
Aves
Caracara plancus Carcara 1
Cariama cristata Seriema 6 pulmao, figado, bacgo
Cyanocorax cristatellus Gralha-do-campo 1 pulmdo, figado, baco
Patagioenas picazuro Pomba-asa-branca 2 pulmao, baco, sangue
Penelope sp. Jacu 1 pulméo, baco
Répteis
Tupinambis sp. Teil 1 pulmao, figado

N - Namero de animais
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3.5 Quantificacdo do DNA extraido
Para avaliacdo da quantidade de DNA obtido na extracdo, foi realizada a
guantificacdo nas amostras extraidas em Espectrofotbmetro com comprimento
de onda de 260 nm (Nanodrop 2000 Spectrophotometer® UV-Vis,
ThermoScientific, USA).

3.6 Reacgdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Todas as amostras de tecido foram testadas quanto a presenca de DNA
dos agentes descritos a seguir, utilizando os protocolos 3.6.1 a 3.6.4. As
informacdes dos primers utilizados no presente trabalho estdo descritos no

quadro 1.

3.6.1 Rickettsia

Para pesquisa de riquésias, cada amostra de DNA foi testada por PCR
utilizando-se um par de primers (CS-78 e CS-323), que amplificam um fragmento
de 401 pb do gene gltA, presente em todas as espécies de Rickettsia (LABRUNA
et al., 2004a,b). Para cada reacdo foram utilizados controles negativos (adgua
Milli-Q autoclavada e livre de DNA) e positivo (Rickettsia parkeri cepa NOD).
Foram utilizados dois outros primers para amplificacdo de fragmentos dos genes
gltA (CS4-239 e CS4-1069) que amplificam fragmentos de 834, para melhor
caracterizagao molecular de uma amostra (LABRUNA et al, 2004a,b).

A reacao de amplificacéo foi realizada em microtubos de 200 pl adicionando
2,5 pl de DNA extraido acrescido de 22,5 ul de Mix [12,6 pl de agua de Milli-Q; 4
pl de Buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI, Invitrogen® Carlsbad, CA); 2,5
ul de dNTP (Invitrogen® Carlsbad, CA); 1,25 pl de cada primer; 0,75 ul de Cloreto
de Magnésio (50 mM, Invitrogen® Carlsbad, CA); e 0,15 ul de Taq polimerase
(Invitrogen® Carlsbad, CA)], para um volume total de 25 pl de solugdo. As
condicbes de temperatura da PCR, realizada em termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf® California, USA), para o gene gltA eram: 1 ciclo a 95°C
por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a
58°C, 40 segundos a 72°C, e 7 minutos a 72°C. Para o gene ompA: 1 ciclo a
95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 30 segundos

a 58°C, 45 segundos a 72°C, com extensao final por 10 minutos a 72°C. Para o
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gene htrA: 1 ciclo a 94°C 38 por 3 minutos, seguido por 25 ciclos de 45 segundos
a 94°C, 30 segundos a 56°C e 90 segundos a 72°C, com extensao final por 10

minutos a 72°C.

3.6.2 Familia Anaplasmataceae

Na PCR para Anaplasma spp., cada amostra de DNA foi testada com um
par de primers EHR16SD senso e EHR16SR anti-senso para o gene 16S que
amplifica um fragmento de 345 pb do gene 16S rRNA de praticamente todos os
membros da Familia Anaplasmataceae (INOKUMA; RAOULT; BROUQUI, 2000).

A PCR para o gene 16S foi realizado em solucéao total de 25 pL contendo
1X PCR Buffer desprovido de Mg, 1,5 mM de MgClI2, 0,2 mM de dNTPs, 1U de
Platinum 39 TagDNA Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA), e 0,2 mM de cada
primer. As condi¢des térmicas utilizadas foram: desnaturacao inicial a 95°C por
3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C e
30 segundos a 72°C, com extensdo final a 72°C por 5 minutos. Controles positivo
(DNA de cées positivos para Ehrlichia canis) e negativo (Agua Milli-Q) foram

incluidos em cada reacéo.

3.6.3 Hepatozoon

Para deteccdo de DNA de Hepatozoon spp., foram utilizados os primers
HEP2 144-169 e HEP2 743-718, que amplifica um fragmento de cerca de 574
pb do gene 18S rRNA de Hepatozoon spp., conforme protocolo preconizado por
Almeida et al. (2012). Para todas as reac6es foram utilizados controles positivos
(DNA de H. canis obtido de cao doméstico do Rio Grande do Norte) e negativo
(agua Milli-Q).

Todas as reacbes de PCR foram realizadas em solucéo total de 25 pl
contendo 1X PCR Buffer desprovido de Mg, 1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de
dNTPs, 1U de Platinum TagDNA Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA), e 0,2
mM de cada primer. Os ciclos de temperaturas da PCR foram: desnaturacao
inicial por 5 minutos a 95°C e 35 ciclos repetitivos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C, seguidos por 7 minutos de extenséo final a
72°C.
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3.6.4 Ordem Piroplasmida

Para deteccao de hemoparasitas da ordem Piroplasmida foram utilizados
os primers BAB2 143-167 e BAB2 694-667, correspondentes a regioes
conservadas do gene 18S rRNA dos géneros Babesia, Theileria e Cythauxzoon,
que amplifica um fragmento de cerca de 551 pb, de acordo com protocolo
utilizado por Almeida et al. (2012). Controles positivo (DNA de sangue de equino
positivo para Theileria equi) e negativo (agua Milli-Q) foram incluidos em cada
reacao.

A PCR foi realizada em solucéo total de 25 pl contendo 1X PCR Buffer
desprovido de Mg, 1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, 1U de Platinum
TagDNA Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA), e 0,2 mM de cada primer. As
condi¢des 40 dos ciclos da PCR foram: desnaturagao inicial utilizada por 5
minutos a 95°C e 35 ciclos repetitivos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a

58°C, e 30 segundos a 72°C, seguidos por 7 minutos de extenséo final a 72°C.
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Quadro 1 - Lista dos primers utilizados nas Reagdes em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa de patdégenos.

Gene / Primers Especificidade Sequéncia dos primers (5’-3’) Fragmento Referéncia
Amplificado

gltA Rickettsia

CS 78 F- GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401 pb Labruna et al., 20042

CS 323 R- GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

CS 239 F- GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 834 pb Labruna et al., 2004b

CS 1069 R- CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT

16S Familia Anaplasmataceae

EHR 16SD F- GGTACCYACAGAAGAAGTCC 345 pb Inokuma et al., 2000

EHR 16SR R- TAGCACTCATCGTTTACAG

18S Hepatozoon

HEP2 144-169 F- GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 574 pb Almeida et al., 2012

HEP2 743-718 R- ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG

18S Ordem Piroplasmida

BAB2 143-167 F- CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 551 pb Almeida et al., 2012

BAB2 694-667

R- GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG
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3.7 Leitura e andlise dos produtos da PCR

Todos os produtos da PCR (5 uL DNA amplificado acrescido de 2 pl de
corante Gel Loading Buffer (Invitrogen® Carlsbad, CA) foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% (1,5 mg de Agarose Ultra-Pure
Invitrogen® Carlsbad, CA; 100 mL TBE 0,5X [44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido
bérico; 12,49 mM EDTA]) acrescido de SYBR® Safe DNA Gel Stain (0,1 pl/mL)
e tampao de corrida TBE 0,5X pH 8,0 a 110V/50mA. O gel foi visualizado luz
ultravioleta (UV) em camara escura (Alphalmager®). As amostras que revelavam
bandas de DNA na altura do controle positivo, confirmando a amplificacdo de

nucleotideos, eram consideradas positivas para a reacdo da PCR utilizada.

3.8 Purificagéo e sequenciamento de nucleotideos

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o produto comercial
ExoSAP-IT (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), que consiste em
Exonuclease | (Exo I) para digerir excesso de primers e Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) para degradar excesso de nucleotideos provenientes da
PCR. Em microtubos de 500 pL, previamente identificados, foram adicionados 4
uL de ExoSAP e 10 pL da amostra amplificada na PCR, em seguida as amostras
foram colocadas no termociclador durante 30 minutos (15 minutos a 37°C e 15
minutos a 80°C).

Apos a purificagdo, os nucleotideos foram submetidos ao sequenciamento
utilizando o Kit comercial BigDye® Terminator v 3.1 (Applied Biosystems/Austin,
TX) de acordo com especificacbes do fabricante, sendo 5 pL de DNA purificado
(concentracdo méaxima de 100 ng), 1 pL de agua Milli-Q, 1 uL de “Big Dye”, 1 uL
de oligonucleotideos iniciadores especificos senso e anti-senso (5 pmoles/pL) e
2 uL de buffer. As amostras foram sequenciadas em sequenciador automatico
(Applied Biosystems/Perkin Elmer, modelo ABI Prism 310 Genetic, FosterCity,
CA) disponivel no Laboratério de Biologia Molecular Aplicado a Sorologia
(LaBMAS), do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo
(USP).
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3.9 Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas utilizando o programa SegMan
(Lasergene, DNAstar, Madison, Wis.) e submetidas a analise de similaridade
através do programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST two sequences
analysis) (ALTSCHUL et al., 1990) para verificar homologia com sequéncias

correspondentes disponiveis no GenBank.

3.10 Andlises filogenéticas

As sequéncias obtidas para os diferentes grupos de patdgenos e genes
foram alinhadas com diversas sequéncias disponiveis no GeneBank. O
alinhamento das sequéncias foi realizado com o programa ClustalX
(THOMPSON et al., 1997) e ajustado manualmente no programa GeneDoc V.
2.6.01 (NICHOLAS et al., 1997). As analises filogenéticas foram inferidas pelo
método de Méaxima Parciménia (MP). As arvores de MP foram construidas
utilizando o programa PAUP* v. 4.0b10 (SWOFFORD, 1998). Devido ao niumero
de taxa, a analise foi feita utilizando—se algoritmos heuristicos para a busca da
arvore mais parcimoniosa. A opcao padrdo do PAUP foi utilizada. Os métodos
de Parcimbnia procuram a arvore que minimize o ndmero de passos
(substituicdo de nucleotideos ou aminoacidos) para explicar os padrdes
observados nos dados. A fim de determinar os valores que apoiam cada braco
da arvore filogenética utilizamos o método estatistico “bootstrap”
(FELSENSTEIN, 1985). Assim, quanto maior o numero de vezes que um
determinado braco ocorre na estimativa, maior é a confianca da existéncia deste
braco. A matriz de similaridade foi construida utilizando o programa Point
Replacer v. 2.0 (http://www.geocities.com/alvesjmp/software.html).
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4 Resultados

4.1 Ectoparasitos coletados

Dos 11 animais que apresentaram ectoparasitos, dez estavam infestados
exclusivamente por carrapatos e um por carrapato e piolhos. A quase totalidade
dos animais que apresentaram ectoparasitos eram mamiferos, com excecao de
uma ave da espécie Cariama cristata, popularmente conhecida como seriema
(Tabela 2).

No total, foram coletados 106 carrapatos, sendo 21 (19,8%) ninfas e 85
(80,2%) adultos [46 (54,1%) machos e 39 (45,9%) fémeas]. Destes, 105
pertenciam ao género Amblyomma, das espécies Amblyomma dubitatum (12),
Amblyomma nodosum (26), Amblyomma ovale (1), Amblyomma sculptum (65),
Amblyomma sp. (2) e um Unico exemplar da espécie Rhipicephalus microplus.
Em um hospedeiro do género Mazama, foram coletados trés exemplares de
piolho da espécie Solenopotes binipilosus (Tabela 2).

Nas quatro amostras de Myrmecophaga tridactyla e uma de Tamandua
tetradactyla foram identificados exemplares de A. nodosum, espécie de carrapato
comumente encontrada nesse grupo de mamiferos. Na Unica amostra coletada em
Procyon cancrivorus foi encontrado apenas uma fémea de A. ovale, espécie que
utiliza os carnivoros como hospedeiros habituais.

A espécie de carrapato A. sculptum foi encontrada parasitando trés
capivaras  (Hidrochoerus  hidrochaeris) e um  tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla). Em duas capivaras foi registrada infestagdo mista
por carrapatos das espécies A. dubitatum e A. sculptum, e em um tamandua-
bandeira infestacdo por A. nodosum e A. sculptum, sendo que a ultima espécie
foi encontrada em um numero muito superior ao da primeira.

Um exemplar de Mazama sp. estava parasitado por carrapatos da espécie
R. microplus e por piolhos S. binipilosus. E na uUnica ave (C. cristata) infestada
com ectoparasitos, foram encontradas duas ninfas de carrapato do género
Amblyomma (Tabela 2).

Os carrapatos foram depositados na Colecdo Acarologica do Instituto
Butantan (IBSP), sob numeros de tombo de IBSP 19.319 a 19.329.
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Tabela 2: Espécies de carrapatos e piolhos coletados de animais silvestres atropelados nas rodovias SP-225, SP-327 e SP-270 no estado de Sao Paulo.

Amostra Hospedeiros Ectoparasitos Espécie N° de exemplares

1 Dasypus novemcinctus

3 Tupinambis sp.

4 Hydrochoerus hydrochaeris carrapato A. dubitatum, 3F, 4M
A. sculptum 1F

5 Hydrochoerus hydrochaeris carrapato A. dubitatum, 5F
A. sculptum 2F, 2M

6 Hydrochoerus hydrochaeris

7 Penelope sp.

8 Cyanocorax cristatellus

9 Alouatta guariba clamitans

11 Dasypus novemcinctus

13 Cariama cristata

16 Hydrochoerus hydrochaeris carrapato A. sculptum 2F, 2M, 19N

17 Cariama cristata

19 Patagioenas picazuro - individuo 1

20 Patagioenas picazuro - individuo 2

22 Cariama cristata

23 Cariama cristata

26 Didelphis aurita

29 Tamandua tetradactyla carrapato A. nodosum 2F, 5M

30 Euphractus sexcinctus

31 Mazama sp.

32 Lutrinae

33 Euphractus sexcinctus

34 Myrmecophaga tridactyla carrapato A. nodosum 1F, 4M

35 Myrmecophaga tridactyla carrapato A. nodosum 5M

36 Cariama cristata

37 Sapajus sp.

38 Galictis cuja

39 Cariama cristata carrapato Amblyomma sp. 2N

40 Dasypus novemcinctus

42 Nasua nasua

43 Myrmecophaga tridactyla carrapato A. nodosum 5M
A. sculptum 22F, 14M

48 Mazama sp. carrapato e piolho R. microplus M
S. binipilosus 3 exemplares

49 Myrmecophaga tridactyla carrapato A. nodosum aM

53 Coendou sp.

54 Coendou sp.

56 Procyon cancrivorus carrapato A. ovale 1M

57 Caracara plancus

F: fémea; M: macho; N: ninfa
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4.2 Amostras de sangue e tecidos

Um total de 101 amostras bioldgicas, provenientes dos 36 animais
investigados, foram testadas para a presenca de hemoparasitas dos géneros
Rickettsia e Hepatozoon, da familia Anaplasmataceae e da ordem Piroplasmida.
Sendo 36 (35,7%) amostras de pulmé&o, 35 (34,7%) de figado, 28 (27,7%) de
baco e duas (2,0%) de sangue. Das amostras testadas, 30 (83,3%) de pulméo,
27 (96,4%) de baco, 26 (74,3%) de figado e uma (50,0%) de sangue foram
positivas para um ou mais dos agentes investigados (Tabela 3). Somente trés
animais, sendo eles Didelphis aurita, Coendou sp. e Caracara plancus, foram
negativos para os todos 0s agentes testados.

Amostras de pulméo, baco, figado ou sangue de 33 dos 36 animais
testados foram positivas para a presenca de DNA de hemoparasitas da ordem
Piroplasmida. Cinco de pulméao e/ou baco foram positivas para o0 género
Hepatozoon e somente uma de pulméo para a familia Anaplasmataceae. Todas
as amostras de sangue e tecidos foram negativas quanto a presenca de DNA de
Rickettsia (Tabela 3).

Mamiferos, aves e répteis de diferentes espécies tiveram amostras de
sangue e tecido positivas na PCR para protozoarios da ordem Piroplasmida.
Dentre os mamiferos, estdo D. novemcinctus (pulméo, figado e bacgo), E.
sexcinctus (pulméo e figado), H. hidrochaeris (pulmé&o, figado e baco), T.
tetradactyla (pulméao, figado e baco), M. tridactyla (pulméao, figado e baco), A.
guariba clamitans (pulmé&o, figado e bacgo), Sapajus sp. (pulméo, figado e baco),
P. cancrivorus (pulméo e bacgo), G. cuja (pulméao e baco), N. nasua (pulméo,
figado e baco), Mazama sp. (pulméo e figado), Coendou sp. (pulméo, figado e
baco), e um representante da subfamilia Lutrinae (pulméo, figado e baco).
Quanto as aves, Penelope sp. (pulméo e baco), C. cristatellus (pulmao, figado e
baco), C. cristata (pulmdo, figado e bago) e P. picazuro (pulmao, figado, baco e
sangue). Com relacdo aos répteis, amostras de tecido de um Unico lagarto do
género Tupinambis foram testadas, com pulmdo e figado positivos para
Piroplasmida.

Cinco animais apresentaram amostras de tecido positivas pela PCR para
protozoarios do género Hepatozoon, sendo trés M. tridactyla (pulméo e baco),

um Galictis cuja (pulméo) e um representante da subfamilia Lutrinae (pulméao e
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baco). Tecidos (pulméo, figado e bacgo) destes mesmos animais também
apresentaram positividade para protozoarios da ordem Piroplasmida. A infeccéo
por bactérias da familia Anaplasmataceae, foi detectada somente em uma
amostra de pulmao de Mazama sp., que também foi positiva para representantes

da ordem Piroplasmida, bem como o figado.
4.3 Sequenciamento

As amostras consideradas positivas apds a realizacdo da PCR foram
guantificadas, purificadas e enviadas para sequenciamento. Porém, as
sequéncias geradas nao ficaram boas, impossibilitando a sua analise. As

amostras serado testadas novamente e submetidas a um novo sequenciamento.
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Tabela 3: Resultados da deteccdo molecular pela PCR de protozoarios da ordem Piroplasmida e género Hepatozoon, e
bactérias da familia Anaplasmataceae e género Rickettsia em sangue e tecidos coletados de animais silvestres atropelados
nas rodovias SP-225, SP-327 e SP-270 no estado de S&o Paulo.

Amostra Hospedeiros PIROPLASMIDA HEPATOZOON ANAPLASMATACEAE RICKETTSIA
1 Dasypus novemcinctus pulmao, figado, baco
3 Tupinambis sp. pulmdo, figado
4 Hydrochoerus hydrochaeris pulmao, figado, baco
5 Hydrochoerus hydrochaeris pulméo, bacgo
6 Hydrochoerus hydrochaeris pulmao, figado, baco
7 Penelope sp. pulmao, baco
8 Cyanocorax cristatellus pulmao, figado, baco
9 Alouatta guariba clamitans pulmao, figado, baco
11 Dasypus novemcinctus pulmao, figado, baco
13 Cariama cristata pulmé&o
16 Hydrochoerus hydrochaeris pulmao, figado, bago
17 Cariama cristata pulmao, figado, baco
19 Patagioenas picazuro - individuo 1 pulméo, baco, sangue
20 Patagioenas picazuro - individuo 2 BP
22 Cariama cristata pulmao, figado, baco
23 Cariama cristata pulméo, figado, baco
26 Didelphis aurta s
29 Tamandua tetradactyla pulmé&o, figado, baco
30 Euphractus sexcinctus pulmao, figado, baco
31 Mazamasp. e
32 Lutrinae pulmao, figado, baco pulméo, baco
33 Euphractus sexcinctus pulmao, figado
34 Myrmecophaga tridactyla figado
35 Myrmecophaga tridactyla figado, bago baco
36 Cariama cristata pulmao, figado, bago
37 Sapajus sp. pulmao, figado, baco
38 Galictis cuja pulmao, bago pulmé&o
39 Cariama cristata pulmao, figado, baco
40 Dasypus novemcinctus figado
42 Nasua nasua pulmao, figado, bago
43 Myrmecophaga tridactyla pulmao, figado, baco pulméo
48 Mazama sp. pulmao, figado pulmé&o
49 Myrmecophaga tridactyla pulmao, figado, baco bacgo
53 Coendou sp. pulmao, figado, baco
54 Coendousp. e
56 Procyon cancrivorus pulméo, baco
57 Caracaraplancus ~ ememeeeee




5 Discussao

Nao foi possivel quantificar e classificar o grau de infestacdo nos
hospedeiros, pois ndo houve uma padronizacdo da metodologia de coleta e as
amostras foram colhidas por conveniéncia. O fato de, na maioria das vezes, néo
ser possivel saber ha quanto tempo o animal estd morto, também impossibilita
avaliar o grau de infestagcdo, pois uma vez que se inicia 0 processo de
resfriamento do corpo, os carrapatos comecam a se desprender em busca de
um novo hospedeiro.

Animais atropelados acabam ficando muitas horas expostos as intempéries
climaticas e aos atropelamentos repetitivos, o que acaba diminuindo ou até
mesmo impossibilitando a coleta dos ectoparasitos. Soares et al. (2015), em um
estudo realizado nos estados do Mato Grosso e Par4, registrou o encontro de
um maior niumero de carrapatos em animais recém mortos do que naqueles
encontrados atropelados nas rodovias. Almeida (2013), também relatou um
baixo parasitismo por carrapatos em cachorros-do-mato (C. thous) atropelados
em rodovia no estado do Espirito Santo.

Dessa maneira, 0 numero de animais infestados, bem como a quantidade
de carrapatos colhidos e identificados neste estudo, pode ser menor e nao refletir
os dados reais de infestagéo desses hospedeiros quando ainda vivos.

O encontro de A. ovale em carnivoros como Procyon cancrivorus ndo € um
registro incomum, uma vez que a espécie que tem neste grupo de mamiferos,
principalmente nos canideos, 0s seus hospedeiros preferenciais (LABRUNA et al.,
2005). O mesmo para as amostras de carrapatos colhidas em quatro M. tridactyla
e um T. tetradactyla, onde foram identificados exemplares de A. nodosum, espécie
esta cujos adultos parasitam quase gque exclusivamente este grupo de mamiferos
(BECHARA et al., 2002; MARTINS et al., 2004; QUADROS et al., 2009; GARCIA
et al., 2013; MARTINS et al., 2014; WITER et al., 2016; NASCIMENTO et al.,
2017; LUZ et al., 2020; MARTINS et al., 2020).

Dois dos trés espécimes de capivara (H. hidrochaeris) examinados,
apresentaram infestacfes mistas por A. dubitatum e A. sculptum e o terceiro
somente por A. sculptum. Apesar da capivara ser considerada o principal
hospedeiro de A. dubitatum (NAVA et al., 2010), no sudeste do Brasil é

relativamente comum a infestacdo desses roedores com ambas as espécies de

42



carrapato (HEIJDEN et al., 2005; PEREZ et al., 2008; SZABO et al., 2013).
Também nesta regido, as altas infestacdes ambientais por A. sculptum estao
associadas a presenca de cavalos e capivaras que sdo hospedeiros dos estagios
adultos do carrapato (LABRUNA et al., 2001; PACHECO et al., 2007).

Um dos quatro espécimes de M. tridactyla examinados apresentou
infestacdo mista por adultos de A. nodosum e A. sculptum, sendo que o0 numero
de exemplares desta Ultima espécie de carrapato foi ultrapassou em sete vezes
0 da primeira.

Um exemplar de Mazama sp. estava parasitado por R. microplus, espécie
de carrapato que parasita bovinos. Este tipo de parasitismo talvez possa ser
explicado se levarmos em conta o ponto da rodovia onde o cervideo foi
atropelado, que é ladeado por campos de pastagem, indicando o provavel
deslocamento do cervideo em &reas de criagdo de animais domeésticos.

Silveira et al. (2011) registraram a ocorréncia de carrapatos das espécies
R. microplus, D. nitens e A. sculptum parasitando M. gouazoubira de vida livre
em Minas Gerais. Inclusive com trés cervideos apresentando co-infestacao pelas
trés espécies de carrapato e outros dois por duas delas.

No mesmo exemplar de Mazama sp. que estava parasitado por R.
microplus, foram encontrados piolhos da espécie S. binipilosus. Os cervideos
sdo seus hospedeiros habituais e sua distribuicdo esta restrita ao continente
americano, ocorrendo nas américas do Norte, Central e do Sul (DURDEN &
MUSSER, 1994). Na América do Sul ha registros para a Argentina em M.
gouazoubira e M. americana (CASTRO & CICCHINO, 1998), Chile em Pudu
puda e Hippocamelus bisulcus (GONZALEZ-ACUNA et al., 2004, 2009) e Peru
em Odocoileus virginianus peruvianus (MURGA-MORENO et al., 2023).

No Brasil h4 um unico relato de exemplares de S. binipilosus parasitando
veado-catingueiro (M. gouazoubira) em Minas Gerais (SILVEIRA, 2012), porém
estes dados sado parte dos resultados de uma tese de doutorado que, até o
momento, ndo foi publicado. O parasitismo em Mazama sp. é o segundo registro
para o pais e o primeiro para o estado de Sao Paulo.

Todas as amostras de tecido e sangue dos animais silvestres testados
foram negativas pela PCR para bactérias do género Rickettsia. A deteccdo de
Rickettsia em tecidos de vertebrados € um acontecimento pouco frequente, pois

uma vez infectados apresentam ricketsemia por alguns dias ou semanas, e
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depois disso a bactéria ndo € mais encontrada no hospedeiro (BURGDORFER
et al., 1989).

Neste estudo, amostras de pulmao, figado e baco de quati (Nasua nasua)
apresentaram positividade na PCR para hemoparasitas da ordem Piroplasmida.
Soares et al. (2017a) testaram amostras de pulmao e figado de um quati em
Mato Grosso, porém ambas foram negativas para 0s representantes desta
ordem. Perles et al. (2023) testaram amostras de sangue de 163 quatis coletados
em duas areas urbanas de cerrado no municipio de Campo Grande (MS), porém
nenhuma delas foi positiva para Piroplasmida.

Amostras de tecidos das trés capivaras (H. hydrochaeris) foram positivos
para Piroplasmida na PCR. Criado-Fornelio et al. (2009) relataram infeccao de
capivaras do Rio Grande do Sul por hemoparasitos cujas sequéncias foram 90%
similares a T. equi.

Tecidos (pulméo e figado) de Mazama sp. foram testados e mostraram
positividade para Piroplasmida neste estudo. Este mesmo animal foi positivo
para Anaplasmataceae e estava infestado com carrapatos de bovinos e piolhos.
Soares et al. (2017a) coletou amostras de tecido de veado-mateiro (M.
americana) do estado do Pard, cujas sequéncias geradas apresentaram 100%
de identidade com Theileria cervi. No Brasil, o primeiro trabalho a detectar T.
cervi em cervideos foi realizado em Minas Gerais, sendo que nesse mesmo
estudo, foram também encontrados animais positivos para outros piroplasmas
incluindo Theileria sp., Babesia bovis e Babesia bigemina (SILVEIRA et al.,
2011).

Dois primatas, um bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) e um macaco-
prego (Sapajus sp.), tiveram as amostras de pulmao, figado e bago positivas
para Piroplasmida. Soares et al. (2017a) testaram amostras de pulméo e figado
de trés primatas do género Sapajus, sendo dois do estado do Mato Grosso e um
do Para, porém todas foram negativas para os hemoparasitos desta ordem.

Hematozoarios da ordem Piroplasmida foram detectados em pulméo e
baco de um guaxinim (P. cancrivorus) investigado neste estudo. Duas espécies
geneticamente distintas de piroplasmas foram registradas pela primeira vez no
Brasil em guaxinins de vida livre no Rio Grande do Sul (DE LORENZO, 2021).
Porém estes dados sao parte dos resultados de uma tese de doutorado que,

aparentemente, ainda néo foram publicados.
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Com relacdo as aves, seis individuos das espécies C. cristata, dois P.
picazuro, um Penelope sp. e um C. cristatellus apresentaram amostras de tecido
e sangue positivas na PCR para Priplasmida. Soares et al. (2017a) testaram
amostras de tecidos de seis espécies de aves do municipio de Confresa (MT),
incluindo dois exemplares de Penelope superciliaris, mas nenhuma das
amostras foi positiva.

O Unico réptil, um lagarto do género Tupinambis, cujo pulmao e figado
foram investigados apresentou positividade em ambos os tecidos. Amostras de
tecido colhidas de dois Kinosternon scorpioides e trés Caiman crocodilos, do
municipio de Confresa (MT), foram testadas para Piroplasmida e Hepatozoon,
porém ambas as espécies de répteis foram positivas somente para o segundo
agente (SOARES et al., 2017a).

Amostras de tecido de cinco animais foram positivas pela PCR para
deteccdo de protozoarios do género Hepatozoon, sendo trés M. tridactyla
(pulméo e baco), um Galictis cuja (pulméo) e um representante da subfamilia
Lutrinae (pulméo e baco).

A infeccdo por bactérias da familia Anaplasmataceae, foi detectada
somente em uma amostra de pulmdo de Mazama sp., que também estava
infestada por carrapatos de bovinos da espécie Rhipicephalus microplus. Silveira
et al. (2012) enfatizam a importancia dos cervideos como reservatorios naturais
para os representantes desta familia e relatam a ocorréncia de diferentes
espécies infectando Mazama gouazoubira e Blastocerus dichotomus de vida
livre e cativeiro em Minas Gerais.

No Brasil, evidéncias moleculares da presenca de A. marginale e E.
chaffeensis ja foram descritas em cervideos (Machado et al., 2006; Picoloto et
al., 2010). Soares et al. (2017b) obteve amostras de pulm&o e bago positivas
para membros da familia Anaplasmataceae, colhidas de dois veados-mateiros
(M. americana) provenientes dos estados do Mato Grosso e Para. As sequéncias
geradas para o primeiro cervideo apresentaram similaridade de 97% com
Anaplasma phagocytophilum e para o segundo 100% com Anaplasma bovis.

Diversos registos de cervideos infectados por diferentes espécies de
Anaplasmataceae ja foram publicados, porém as consequéncias destas
infeccdes para a saude desses animais ainda nao estéao claras (Duarte, 2007).
Algumas espécies desta familia, como € o caso de Ehrlichia chaffeensis, podem
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ser responsaveis por infec¢des sintomaticas em humanos e subclinicas, porém
persistentes, em cervideos e canideos (Ewing et al., 1995; Dawson et al., 1996).

Alguns hemoparasitas desta familia podem causar sérios problemas para
ruminantes domesticos, que devido a acdo antropica estdo cada vez mais em
contato com animais selvagens, incluindo os cervideos, considerados
reservatorios naturais para diferentes espécies de Anaplasmataceae (Duarte &
Gonzalez, 2010).

Os carrapatos e piolhos colhidos dos animais silvestres nao foram

investigados para a presenca de hemoparasitas.

6 Consideracfes finais

Nas amostras de ectoparasitos analisadas foi possivel observar a baixa
especificidade de A. sculptum em relacdo aos seus hospedeiros, pois nos trés
animais que apresentaram infestacdes mistas, esta espécie foi encontrada com
outras que sao especificas dos individuos parasitados.

Também foi observado o parasitismo de carrapatos de animais domésticos
em silvestres, indicando o possivel deslocamento desses ultimos em areas onde
circulam animais de criagdo e consequentemente sua proximidade com o
homem. Aumentando assim o risco de transmissédo de agentes entre 0os animais
silvestres, domésticos e o homem.

Os resultados deste estudo reforcam a relevancia da investigacéo sobre os
artropodes parasitas de animais silvestres, podendo inclusive servir como um
alerta para a presenca de ectoparasitas vetores de agentes patogénicos, como
€ o0 caso do Amblyomma sculptum, encontrado parasitando capivaras e

tamandua.

Outro fato que chamou a atencéo foi que 33 dos 36 animais investigados
tiveram amostras de tecido positivas para agentes da Ordem Piroplasmida.
Havendo representantes de diferentes grupos de vertebrados, como mamiferos,

aves e répteis.

A deteccao e identificacdo de agentes infecciosos em animais silvestres
ndo é apenas crucial para a protecdo das espécies, mas também para fornecer

importantes informacdes sobre as relagdes epidemiologicas de uma doenca.
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Anexo 1. Termo de doagdo das amostras biolégicas.

TERMO DE DOACAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Pelo presente termo, eu, Msc. Dra. Fernanda Delborgo Abra, socia na empresa
ViaFAUNA Consultoria Ambiental, venho confirmar a doacdo de tecidos e
ectoparasitas coletados dos animais silvestres atropelados nas rodovias
concessionadas pela CART (SP-225; SP-327; SP-270). O material entregue,
fara parte do projeto de pesquisa intitulado “Identificacdo de ectoparasitas de
animais silvestres atropelados em rodovias brasileiras”, sob a
responsabilidade da Prof. Dra. Valeria Castilho Onofrio — Universidade de
Santo Amaro — UNISA.

Sao Paulo, 22 de margo de 2023.
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