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RESUMO

O Brasil apresenta uma grande diversidade de fauna e flora. No entanto, esta diversidade tem
sido ameagada por intervengdo das agOes humanas. Estas interferéncias tém causado
perturbacdes aos habitats naturais, promovendo a evasdo das populacfes de animais selvagens
para areas urbanas, resultando na interacdo entre populacdes humanas e animais domésticos,
favorecendo assim a transmissdo de doencas infecciosas comuns a estes animais, como
neosporose e toxoplasmose. A neosporose e a toxoplasmose sdo enfermidades parasitérias
causadas por Neospora caninum e Toxoplasma gondii respectivamente. S0 protozoarios
responsaveis por provocar significativas perdas reprodutivas e econémicas no mundo, sendo
reconhecida com umas das principais causas de aborto em ruminantes. Estudos tém
demonstrado a ocorréncia de Neospora caninum e Toxoplasma gondii em canideos selvagens,
evidenciando a importancia dessas espécies como hospedeiros definitivos e intermediarios
desses protozoarios. Neste seguimento, sendo o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) um
hospedeiro intermediario para Toxoplasma gondii e Neospora caninum, pode-se considerar a
possibilidade deste canideo ser um hospedeiro definitivo para estes agentes. Este estudo teve
por objetivo pesquisar a infeccdo por Neospora caninum e Toxoplasma gondii em cachorro-
do-mato (Cerdocyon thous) encontrados mortos no estado de Alagoas, Brasil. Foram
recolhidos 30 animais mortos proximos as rodovias, mas utilizados 17 animais. Destes, treze
eram adultos, sendo oito machos e cincos fémeas ( uma em fase final de gestacdo com quatro
fetos). Desses animais, dependendo da situacdo, foram coletados fragmentos de cérebro,
coracdo, figado, pulmao, intestino e fezes. As amostras foram analisadas pela técnica de
Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR), exame histopatolégico e coproparasitoldgico
respectivamente. Na pesquisa para T. gondii a prevaléncia foi de 82, 35 % (14/17) na PCR,
destes, 75, 59% ( 12/17) amplificados em fragmentos de coragéo, 58, 33% ( 7/12) em cérebro,
75% (3/4) em placenta e 33,33% (1/3) em figado. Néo foi observada a presenca de cistos ou
taquizoitos na histopatologia. Os exames coproparasitologicos foram negativos. N&do houve
amostras positivas para N. caninum em nenhum das técnicas realizadas. Este € o primeiro

estudo da ocorréncia por T.gondii em cachorro-do-mato no estado de Alagoas, Brasil.

Palavras-chave: Cerdocyon thous. Hospedeiros. Neosporose. Toxoplasmose. Diagnostico



ABSTRACT

Brazil has a great fauna and flora variety. Due to the human intervention this variety has been
threatened, though. This intervention has been causing disorders in natural habitats and the
evasion of wildlife animals population to urban areas, resulting in interaction among human
population and domestic animals, promoting the transmission of infectious diseases common
to those animals, for instance neosporosis and toxoplasmosis. Neosporosis and toxoplasmosis
are parasitic diseases caused by Neospora caninum and Toxoplasma gondii respectively.
Those are protozoans responsible for significant breeding and economical worldwide losses,
known as one of the main causes of abortions in ruminants. Nevertheless, Toxoplasma gondii
is not only limited to the animal life, it might expand to human populations, being known as
one of the most worldwide spread zoonosis. Several researches have shown the occurrence of
Neospora caninum and Toxoplasma gondii in wild canids, evincing the importance of these
species as intermediate and definitive hosts of this protozoan. In this segment, being the crab-
eating fox (Cerdocyon thous), an intermediate host, could be possible to consider this canid a
definitive host. Therefore, new researches in this area must be carried out to stablish the
relationship between this animal in the cycle of these pathogens and its impact in producing

animals and public health.

Keywords: Cerdocyon thous. Hosts. Neosporosis. Toxoplamosis. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande biodiversidade de fauna e flora que tem sido ameacada
pela interferéncia humana, tais como: desenvolvimento de atividades agricolas em areas
naturais, invasdo, desmatamentos e queimadas, provocando destruicdo e fragmentacdo dos
habitats naturais dos animais silvestres. Os resultados destas interferéncias podem resultar em
consequéncias diretas a salde destas espécies e do meio ambiente, levando a exposicao e
disseminacdo de patogenos, alteracbes no equilibrio ecoldgico, escassez de alimentos,
atropelamentos nas rodovias e reducdo das populacGes de animais selvagens (DASZAK et al.,
2001; SILVA et al., 2004; FIORELLO et al., 2006; NUNES, 2007; ACOSTA et al., 2016;
VELEZ et al., 2017).

Os animais selvagens desempenham um papel importante na transmissao de agentes
infecciosos. A presenca de canideos em &reas comuns a animais domésticos e o homem,
constitui uma importante fonte de infeccdo, favorecendo a exposi¢do de patdgenos, podendo
levar a consideraveis perdas econémicas e impactos a saude publica (JORGE et al., 2010).

A Neosporose e Toxoplasmose sdo exemplos de doengas comuns a animais
domésticos e selvagens, sdo enfermidades parasitarias causadas por Neospora caninum e
Toxoplasma gondii, respectivamente (DUBEY, 1977, DUBEY et al., 2002). Estudos
relataram a ocorréncia de N. caninum e T. gondii em canideos selvagens, ressaltando a
importancia destas espécies na cadeia epidemioldgica desses agentes (NASCIMENTO et al.,
2015; ALMEIDA et al., 2017).

A transmissdo de N. caninum e T. gondii se da pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados por oocistos esporulados liberados no ambiente pelo hospedeiro definitivo
(LARSON et al., 2004). Contudo, a prevaléncia da infeccdo vai depender de diversos fatores,
tais como: padrfes culturais da populacdo, habitos alimentares, clima, idade, procedéncia
rural ou urbana, entre outros (AMENDOEIRA et al., 1999).

O habito alimentar dos canideos selvagens compostos basicamente de carne de
pequenos animais como coelhos, roedores e pequenos ruminantes, favorecem a infec¢do por
N. caninum e T. gondii e 0s torna possiveis reservatorios para esses agentes infecciosos
(SILVA, et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017). A transmissédo
pode ocorrer pela ingestdo de tecidos dos hospedeiros intermediarios que possuam cistos
teciduais contendo bradizoitos ou ingestdo de &gua contaminada contendo oocistos
esporulados (LINDSAY et al.,1996).
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Cerdocyon thous é um canideo selvagem que apresenta uma ampla distribuicdo
geografica. E popularmente conhecido como cachorro-do-mato, raposa, lobinho, lobete e
graxaim do mato (SILVA et al., 2004). Na regido Nordeste do Brasil, o cachorro-do-mato ja
foi identificado como hospedeiro intermediario de T. gondii, demonstrando a existéncia de um
ciclo silvestre nesta regido (ALMEIDA et al., 2017). Estudos relatam a participacéo de alguns
canideos silvestres como hospedeiro definitivo para N. caninum, evidenciando a participacdo
desses animais na epidemiologia deste patdgeno (SEIMENIS, 2008).

O DNA de T. gondii foi descrito em um cachorro-do-mato em Pernambuco por
Almeida et al. (2017) e no cérebro de uma raposa-do-campo por Nascimento et al. (2015),
demonstrando estes canideos como possiveis fontes de infeccdo capazes de infectar seres
humanos e ocasionar problemas reprodutivos em animais de producdo. E dificil a
identificacdo de N. caninum e T. gondii em canideos silvestres, tornando escassos 0s estudos
relacionados a ocorréncia destes patdgenos nestas espécies (DUBEY; SCHARES, 2011;
CABRAL et al., 2013; CANON-FRANCO et al., 2013; ALMEIDA et al., 2017). O estudo da
epidemiologia de N. caninum e T. gondii em animais silvestres é importante para obter um
melhor entendimento acerca dos fatores de risco para animais de producdo presentes no
ambiente (SAWADOGO et al., 2005).

A presente revisdo aborda aspectos gerais da neosporose e toxoplasmose, e estas
enfermidades em canideos silvestres. Diante disso, objetivou-se neste trabalho pesquisar N.

caninum e T. gondii em tecidos e fezes de cachorro-do-mato no estado de Alagoas, Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Canideos silvestres no Brasil

A Familia Canidae apresenta ampla distribuicdo geogréfica e estdo classificados em
trés sub-familias: Otocyoninae, Symocioninae e Caninae. Na América do Sul, a Ordem
carnivora possui nove espécies de canideos selvagens registradas. No Brasil é relatada a
existéncia de seis espécies: Atelocynus microtis (cachorro-de-orelhas-curtas), Chrysocyon
brachyurus (lobo-guara), Speothos venaticus (cachorro-vinagre), Cerdocyon thous (cachorro-
do-mato), Lycalopex vetulus (raposa-do-campo) e Lycalopex gymnocercus (cachorro-do-
campo) (PESSUTI et al., 2001).

Os mamiferos da ordem carnivora compdem grupos predominantes de predadores
vertebrados, apresentam habitos alimentares carnivoros, comportamento solitario e possuem a
capacidade de adaptacdo a variados ambientes nos ecossistemas terrestres (HENNEMAN 1l1;
THOMPSON; KONECNY, 1983; PITMAN et al., 2002; LEMOS et al., 2007). Os canideos
selvagens sdo importantes na cadeia epidemiolégica de N. caninum e T. gondii, pois devido
aos seus habitos generalistas, se deslocam para areas comuns a homens e animais domésticos

em busca de alimentos, favorecendo a disseminacao destes parasitos (CHOMEL et al., 2007).

2.2 Cerdocyon thous

Habitos e caracteristicas

O cachorro-do-mato foi o primeiro canideo sul-americano descrito na literatura por
Linnaeus (1766). E um canideo de porte médio, amplamente distribuido na América do Sul,
com excecao da bacia Amazonica. Possui habitos generalistas e podem ser vistos em diversos
biomas, normalmente sdo encontradas em savanas, areas abertas, campos e cerrados. Sao
observados com frequéncia em areas habitadas pelos homens, nas margens de estradas e
rodovias em busca de alimentos e restos de animais atropelados e, por isso, sdo
frequentemente vitimas de atropelamentos (BAGATINI, 2006; CORREIA et al., 2009;
LEMOS et al., 2007; REZINI, 2010).
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Apresenta habitos noturnos e crepusculares, em geral, sdo encontrados sozinhos ou em
pequenos grupos de dois a cinco individuos, raramente cacam em pares (BRADY, 1979;
LEMOS et al., 2007). Demarcam territério urinando em arbustos e por meio de vocalizacdo
(MACDONALD; COURTENAY, 1996). Apresentam habitos mondgamos, com gestacdo em
torno de 52 a 59 dias, parindo trés a seis filhotes com 120-160g cada. O cachorro-do-mato
apresenta comportamento generalista, é flexivel em relacdo a dieta e habitat, adaptam-se facil
as modificacdes resultantes da agdo humana. Sua dieta onivora pode variar de acordo com a
oferta, estacdo do ano e habitat, mas normalmente alimentam-se de frutas, pequenas aves,
insetos, crustaceos (caranguejos de rios), répteis, anfibios, ovos e pequenos roedores.
(FACURE; MONTEIRO-FILHO, 1996; FACURE et al., 2003; BUENO; MOTTA, 2004,
COURTENAY; MAFFEI, 2004; GATTI et al., 2006). Pode alimentar-se de carcaca de
animais domésticos, como bovinos, favorecendo a transmissdo de agentes patogénicos
comuns a estes animais (LEMOS et al., 2011).

Possuem pelo com uma coloracdo variavel, apresentando tons de cinza e marrom,
comumente com tons de amarelo. Medem aproximadamente 65 cm de comprimento, seu peso
varia entre 5 a 8 kg. Suas orelhas sdo curtas com tons avermelhados. Cauda relativamente
longa, em torno de 30 cm, com pelos compridos pendendo para uma coloragéo preta e focinho
comprido (Figura 1). Essa espécie é bastante semelhante a raposa-do-campo (Lycalopex
vetulus), canideo que vive na Europa (Figura 2) (LEMOS et al., 2011; BEISIEGEL et al.,
2013).

Figura 1 Cerdocyon thous Figura 2 Lycalopex vetulus

ik

Fonte: adrianogambarini.com (2018)




15

Ameaca de extingao

Até o momento o cachorro-do-mato ndo consta na lista das espécies ameacadas de
extincdo no Brasil, existindo em abundancia na natureza (LUCHERINI, 2015). Uma das
principais ameaga a esta espécie esta relacionada as doencgas transmitidas por animais
domeésticos, devido o deslocamento do seu habitat natural para &reas com presenca de

potenciais fontes de infeccdo, como cées, gatos e bovinos (BEISIEGEL et al., 2013).

Interagéo entre Vida Urbana e Silvestre

A interferéncia do homem em ambientes naturais tem provocado uma maior exposi¢do
dos animais silvestres a agentes infecciosos, esta exposicao esta relacionada a proximidade do
homem a é&reas naturais, favorecendo a transmissdo de agentes patogénicos comuns a
populacdo humana e de animais domésticos (CATENACCI et al., 2010).

O processo de urbanizacdo e interferéncia do homem nos habitats naturais dos animais
silvestres, tais como: expansdo das populacfes humanas, reducdo dos habitats, caca ilegal,
poluicdo, desmatamento, queimada, invasdo e alteragdo do ambiente natural cada vez mais
fragmentado pela acdo do homem, contribuem para destruicdo dos habitats destes animais.
Dessa forma, afetando diretamente as populagdes dos canideos, levando a fuga destes para
areas urbanas, favorecendo a proximidade dos animais silvestres a populacdes humanas e de
animais domésticos (PATZ et al., 2000; CORREA; PASSOS, 2001; DASZAK et al., 2001;
COURTENAY; MAFFEL; 2004, PEARCE- DUVET, 2006; TROVATTI, 2007). A
propagacdo de agentes patogénicos em animais silvestres contribui para a transmissdo de
doencas infecciosas em animais de producdo e ao homem, podendo levar a problemas
reprodutivos, consideraveis perdas econémicas e impactos a satde publica (CHOMEL et al.,
2007). Essas espécies podem atuar como sentinelas no ambiente, servindo como indicadores
de contaminacdo ambiental, auxiliando na identificacdo de patdgenos presentes no ambiente
(AGUIRRE, 2009).

O estudo da epidemiologia do ciclo silvestre de N. caninum e T. gondii vém
aumentando nos ultimos anos, sobretudo apds a confirmacdo do coiote norte-americano
(Canis latrans), dingo Australiano (Canis lupus dingo) e lobo cinza (Canis lupus), como
hospedeiros definitivos para N. caninum, apds observacdo dos oocistos nas fezes destes
animais (DUBEY, 1996; GONDIM et al., 2004; GONDIM; MCALLISTER, 2005).
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A infeccdo também foi confirmada em cervos (Odocoileus virginianus) nos Estados
Unidos, ressaltando a importancia dos animais silvestres na epidemiologia de N. caninum e 0
seu papel como possiveis disseminadores da infeccdo para animais de producdo em area com
altas concentracOes de animais silvestres, contudo, a presenca dos animais silvestres no ciclo
da neosporose ainda ndo foi completamente elucidada, sendo necessarios mais estudos para
identificar a participacdo desse agente no ciclo silvestre desta enfermidade (BARLING et al.,
2000; VIANNA et al., 2005). O diagndstico precoce e a identificacdo destes patdgenos no
ambiente sdo fundamentais para identificacdo dos principais fatores de risco para animais
domésticos e de producio (MORNER et al., 2002; JORGE et al., 2010).

2.3 Neospora caninum

Historico

A descoberta de N. caninum foi descrita pela primeira vez em 1984 por. Bjerkas,
Mohn e Presthus que relataram a existéncia de um parasito intracelular formador de cistos
teciduais em seis cdes da raca boxer com historico de distarbios neuroldgicos que
apresentavam lesfes no sistema nervoso central (SNC) e musculos esqueléticos. Na necropsia,
foram observadas lesdes inflamatorias em todas as partes do SNC e nos mausculos
esqueléticos. Inicialmente sua identificacdo foi erroneamente confundida como Toxoplasma
gondii, por apresentar fases evolutivas e caracteristicas fenotipicas semelhantes, mas, os
resultados foram negativos apés realizacdo de diagndstico laboratorial, descartando a relacéo
com T. gondii (BJERKAS et al., 1984). Posteriormente, Dubey et al. (1988), observaram
diferengas morfoldgicas e imunohistoquimicas entre T. gondii e 0 novo parasita descoberto,
causando sintomatologia mais severa que o T. gondii atribuindo-lhe um novo género
Neospora e espécie N. caninum (BJERKAS; DUBEY, 1991; DUBEY; LINDSAY, 1993,
1996).

Agente etioldgico
E um protozoario intracelular obrigatério, pertencente ao filo Apicomplexa, classe

Sporozoea, ordem Eucoccidiida e familia Sarcocystidae (DUBEY, 1977; DUBEY et al.,

2002). Apesar da semelhanca fenotipica com T. gondii, N. caninum apresenta caracteristicas
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bioldgicas, estruturais e antigénicas distintas (MUGRIDGE et al., 1999; SLAPETA et al.,
2002).

Ciclo bioldgico

N. caninum apresenta um ciclo biolégico complexo, que envolve a participacdo de
hospedeiros intermediarios e definitivos, com duas fases distintas de reproducdo: a fase
assexuada que ocorre nos tecidos dos hospedeiros intermediarios e definitivos e a fase
sexuada que ocorre no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos, que sdo os Unicos
capazes de eliminar oocistos nas fezes contaminando o ambiente (Figura 3) (DUBEY et al.,
2007).

Figura 3: Ciclo biol6gico de N. caninum
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Fonte: Dubey; Schares; Ortega-Mora (2007).

O ciclo de vida envolve trés estagios infectantes: os taquizoitos, bradizoitos e oocistos.
Os taquizoitos sdo caracterizados pela forma proliferativa de multiplicacdo répida; séo

responsaveis pela fase aguda da infeccéo, sendo encontrada em qualquer célula do hospedeiro
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intermediério e em células epiteliais dos hospedeiros definitivos. Apresentam forma de meia-
lua, medindo aproximadamente de 2 x 6 um (Figura 4A). Os bradizoitos que estdo presentes
nos cistos teciduais, morfologicamente semelhantes aos taquizoitos, caracterizados pela
multiplicagdo lenta, em geral apresentam forma arredondada ou oval, com aproximadamente
107 pm de comprimento, e sdo encontrados principalmente no sistema nervoso central.
(Figura 4B). Os oocistos, caracterizados pela forma resistente do parasito liberados nas fezes
do hospedeiro definitivos na forma n&o esporulada (Figura 4C) (DUBEY et al., 1998;
DUBEY et al., 2007). Os oocistos maduros contém dois esporocistos (Figura 4D) e oito
esporozoitos que sdo as formas infectantes para os mamiferos e aves e também para o ser
humano (DUBEY et al., 2007).

Figura 4: Estagios evolutivos N. caninum , A: Taquizoitos; B: Cisto tecidual contendo Bradizoitos; C,:
Oocistos ndo esporulados. D: oocistos esporulados contendo dois esporocistos.

Fonte: Dubey et al. (2007)

N. caninum apresenta estrutura semelhante a T. gondii, contudo, a neosporose é uma
doenca que acomete primariamente 0s bovinos e os canideos sdo os hospedeiros definitivos
para este agente, em contrapartida, T. gondii, afeta primariamente os caprinos, ovinos e
humanos e os felideos sdo os seus Unicos hospedeiros definitivos.
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Acometem diversas espécies de animais domésticos e selvagens, entre 0s hospedeiros
definitivos de Neospora caninum estdo o cdo (Canis lupus familiaris), coiote (Canis latrans),
dingo (Canis lupus dingo) e lobo cinza (Canis lupus) (MCALLISTER et al., 1998; DUBEY et
al., 2002; DUBEY; SCHARES, 2011). Os bovinos sdo os hospedeiros intermediarios mais
acometidos por N. caninum, mas pode acometer ovinos, caprinos, equinos, cervideos, bdfalos,
pardais e galinhas, raposa - do - campo (DUBEY, 1988; THILSTED, 1989; BARR et al.,
1991; DUBEY, 1992; LINDSAY, 1996; MARSH et al., 1996; DUBEY, 1999; CORBELLINI
et al., 2001; DUBEY, 2003; COSTA et al., 2008; GONDIM et al., 2010; NASCIMENTO et
al., 2015).

2.4 Infeccé@o por Neospora caninum em Cerdocyon thous

Os estudos com canideos selvagens demonstram que existe a possibilidade do
cachorro-do-mato ser hospedeiro definitivo de N. caninum, sobretudo apds a descoberta da
participacdo de outros canideos silvestres como hospedeiros definitivos, contribuindo assim,
para a transmissdo e manutengdo da enfermidade no ambiente (MCALLISTER et al., 1998;
BARLING et al., 2000; GONDIM et al., 2004; LINDSAY; ROSYPAL, 2005; DUBEY;
SCHARES, 2011). A exposicdo a fatores de risco como a presenca de hospedeiros definitivos
em éareas comuns a canideos favorecem a transmissdo horizontal para estes animais e a
propagacdo para animais de producéo (DUBEY et al., 2007).

Anticorpos anti- N. caninum foram identificados em amostras de soro de cachorro-do-
mato, demonstrando a circulacdo deste parasito nesta espécie (CANON-FRANCO et al.
2004). Nascimento et al. (2015) relataram a identificagdo do DNA de N. caninum em estudo
realizado em raposa-do-campo na Paraiba, evidenciando a existéncia de um ciclo silvestre
entre os canideos silvestres.

Diferente de T. gondii, o potencial zoon6tico de N. caninum ainda nédo foi totalmente
elucidado, mas, estudos realizados em humanos, relataram a identificagdo de anticorpos anti
N. caninum, levantando a hipotese do potencial zoonotico deste protozoario em humanos
(DUBEY et al., 2007; BENETTI et al., 2009).

2.5 Toxoplasma gondii
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Devido a significativa importancia tanto na medicina humana, quando na veterinaria,
T. gondii é um dos parasitos mais estudados em todo o mundo (DUBEY, 2010). E
responsavel pela toxoplasmose, uma importante zoonose de distribuicdo mundial, sendo uma
das enfermidades parasitarias mais comuns ao homem e animais domésticos (DUBEY;
BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000. Estima-se que um terco da populacdo humana ja foi
exposta a este protozoario (JACKSON; HUTCHISON, 1989; DUBEY, 1998; TENTER,
2000).

Histérico

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908, por Charles Nicolle e
Louis Manceaux que notificaram a descoberta de um parasita intracelular obrigatorio no baco
e figado de um roedor africano da espécie Ctenodactylus gundi. Ainda em 1908, Splendore
relatou a descoberta de um parasito com as mesmas caracteristicas em coelhos de laboratorio
(SPLENDORE, 2009). A principio acreditou que se tratava de Leishmania. Posteriormente,
Nicolle e Manceaux, em 1909, constataram que se tratava de um novo organismo e 0 nomeou
Toxoplasma gondii, baseado na sua morfologia (toxon = arco; plasma = forma) devido a
forma alongada, encurvada em arco na sua fase de multiplicacdo no interior de macréfagos
(REY, 1991; DUBEY; MANCEAUX, 2009).

Agente etioldgico

Toxoplasma gondii é um protozodrio parasita intracelular obrigatério, formador de
cistos teciduais, pertencente ao filo Apicomplexa, sub-classe Coccidia, ordem Eucoccidiida,
sub-ordem Eimeriina, familia Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae. Possui uma gama
de hospedeiros suscetiveis a infecgéo, incluindo os homens, aves, animais domesticos e
silvestres. Os felideos domésticos e selvagens sdo os unicos hospedeiros definitivos de T.
gondii, por serem capazes de eliminar oocistos do protozoario em suas fezes. Apresenta como
possiveis hospedeiros intermediarios, bovinos, ovinos, caprinos, cervideos, equinos,
bubalinos, raposas e felinos, os quais desenvolvem a infeccdo apds ingerirem o0o0cistos
esporulados presentes na agua ou alimentos contaminados (DUBEY; BEATTIE, 1988;
MCALLISTER et al., 1998; DUBEY, 2010).



21

Ciclo bioldgico

Toxoplasma gondii possui um ciclo de vida heterxeno, que envolve a presenca de
hospedeiros definitivos e intermediarios (DUBEY et al., 2007). O ciclo biol6gico ocorre em
duas fases distintas de reproducdo: A fase assexuada, nos linfonodos e tecidos de mamifero e
aves e a fase sexuada que ocorre somente nas células do epitélio intestinal dos hospedeiros
definitivos (Figura 5) (DUBEY, et al., 1998; ROSYPAL,; LINDSAY, 2005; FERGUSON,
2009).

Figura 5: Ciclo bioldgico de T. gondii
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Fonte: DUBEY et al. (1998).

Feto infectado

Semelhante a N. caninum, o ciclo de vida envolve trés estagios infectantes: 0s
taquizoitos, caracterizado pela forma proliferativa de multiplicacdo rapida, sendo encontrados
em qualquer célula do hospedeiro intermediario e em células epiteliais dos hospedeiros
definitivos, representando a fase aguda da infecgdo. Apds a fase aguda, a multiplicacdo torna-
se mais lenta, caracterizando a fase cronica da infeccdo, sendo encontrados cistos teciduais,
contendo bradizoitos (no interior de cistos)e 0s oocistos, contendo esporozoitos que s@o
formados apds reproducdo sexuada e liberados nas fezes pelo hospedeiro definitivo. (Figura
6) (DUBEY et al., 1998).
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Figura 6: Fases evolutivas Toxoplasma gondii. 6 A, Taquizoitos. 6 B, Bradizoitos. 6 C e D, Oocistos.

6C

Fonte:Dubey, 2010

Vias de transmissao

A transmisséo de T. gondii pode ocorrer por duas vias: horizontal, os hospedeiros se
infectam ap6s ingestdo de alimentos ou &gua contaminada por oocistos esporulados
presentes no ambiente, ingestdo de cistos teciduais ou pode ser transmitida verticalmente, por
via trasplacentaria os taquizoitos sdo carreados de uma mée infectada para o feto via placenta.

A transmissao transplacentaria pode ser classificada como exdgena, caracterizada pela
infeccdo primaria proveniente da ingestdo de oocistos esporulados, enquanto a transmissao
transplacentaria enddgena € resultante da reativacdo da infeccdo de uma mae persistentemente
infectada (BUXTON et al., 2002; DUBEY, 2004; DUBEY et al., 2007). O habito alimentar
do cachorro-do-mato, composto basicamente de carne de pequenos animais como coelhos e
roedores, favorece a transmissao da infeccdo (LINDSAY et al., 1996).Alguns estudos relatam
que a exposicdo a fatores de riscos como, convivio em areas comuns aos homens e animais
domésticos, principalmente onde ha presenca de felinos domésticos, favorecem a transmissédo
(VITALIANO et al., 2004; FORNAZARI; LANGONI, 2014).

2.6 Infeccéo por Toxoplasma gondii em Cerdocyon thous

Pesquisas tém apontado a presenca de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em C.
thous, indicando a sua participacdo na epidemiologia dessa enfermidade, desta forma, o
contato do cachorro-do-mato com populagcdes humanas e animais domésticos, habitos
alimentares, facilita a exposicdo destes canideos a fontes potenciais de infeccao, favorecendo

a transmissdo da toxoplasmose entre os animais selvagens , provavelmente devido a frequente
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ingestdo de tecidos de outros animais contendo cistos do protozoario (GENNARI et al., 2004;
DUBEY et al., 2010; FORNAZARI; LANGONI, 2014; PROENCA et al., 2013).

N&o ha relatos que comprovem a importancia dos animais selvagens na cadeia de
transmissdo T. gondii, contudo, a cultura de algumas regides de consumir carne dessas
espécies, pode constituir uma importante fonte de infeccdo para humanos (VITALIANO et
al., 2004). Estudos relatam o isolamento de T. gondii em varias espécies de animais silvestres,
especialmente em canideos silvestres. Os canideos silvestres sdo considerados bons
indicadores de contaminacdo ambiental por oocistos de T. gondii, atuando como sentinelas de
infeccdes em humanos e animais de producdo ( GENNARI et al., 2004; NASCIMENTO et
al., 2015; ALMEIDA et al., 2017).

O cachorro-do-mato frequentemente é vitima de cacadores e atropelamentos nas
rodovias. Em muitas regides do Brasil, sua carne é destinada para consumo humano e animal,
sendo frequentemente ingeridas cruas ou mal cozidas, favorecendo a transmisséo da infecgéo
por T. gondii (CATENACCI et al., 2010).

2.7 Diagnostico Neospora caninum e Toxoplasma gondii

O diagnostico laboratorial da infeccdo por N. caninum e T. gondii é realizado por
meio de técnicas soroldgicas, exame histopatolégico dos tecidos, imunohistoquimica para
identificacdo de parasitos tecidual e diagnéstico molecular (BASZLER et al., 1999). Lesdes
histopatoldgicas causadas por N. caninum no feto e placenta de bovinos sdo dificeis de serem
diferenciadas das ocasionadas T. gondii (BUXTON et al., 2002). Faz- se necessario a
realizacdo de diagndstico molecular e técnicas de imunohistoquimicos para melhor
interpretacdo dos resultados e para distinguir os dois protozoarios ( BASZLER et al., 1999;
PAGLIARI, 2001).

Os exames histoldgicos sdo amplamente empregados no diagnéstico destas
enfermidades, principalmente em caso de aborto, pela analise histologica dos tecidos do
cérebro, coracao, figado, placenta, fluido corporal e sangue do feto (DUBEY, 2005). Por meio
da técnica de imunohistoquimica é possivel identificar o parasito e as lesdes, porém, pode ser
é pouco sensivel para detectar o parasito em tecidos hospedeiros quando o numero de
parasitos no tecido é baixo (LOPES, 1999).

As técnicas de moleculares, tais como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é
baseada na identificacdo de agentes infecciosos com capacidade de amplificar fragmentos
especificos do DNA do parasito a partir de pequenos fragmentos de tecidos da amostra
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suspeita e secrecOes, sendo bastante empregada pela sua alta sensibilidade, especificidade e
diagndstico répido (SINGH, 1997; SLAPETA et al., 2002; HURTADO et al., 2001). Uma
vantagem da técnica é a capacidade de detectar o parasito, mesmo quando presente em
pequenas quantidades (HURTADO et al., 2001).

No entanto, a sensibilidade e especificidade da PCR podem ser prejudicadas devido a
selecdo de iniciadores especificos para amplificacdo do DNA alvo, tais como a escolha dos
protocolos adequados para coleta, acondicionamento da amostra, escolha correta dos
reagentes (DUBEY; SCHARES, 2006; DUBEY, 2010). O DNA de N. caninum e T. gondii
ja foram detectados por meio da técnica de PCR em tecidos e fezes de canideos silvestres (
GONDIM, 2004; KING, 2010; DUBEY; SCHARES, 2011; NASCIMENTO et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2017).

O isolamento de N. caninum é dificil. VVarios experimentos ja foram realizados para
isolar o protozoario através de bioensaio em camundongos ou cultura celular, mas ndo
obtiveram sucesso. O isolamento em cultivo celular é demorado, podendo levar de 20 dias a
dois meses para deteccdo do parasito ( DUBEY; SCHARES, 2006). O diagndstico eficaz
contribui para compreensdo dos varios aspectos da infeccdo e auxilia também na criacdo de
medidas profilaticas e de controle.

A realizacdo de exame coproparasitoldgico é importante para identificar a presenca de
oocistos de N. caninum e T. gondii nas fezes dos hospedeiros. Os oocistos dos protozoarios
podem ser detectados pelo método de Willis-Mollay, 1921 modificada (Flutuacdo em
solucdo saturada de agucar) que apresenta como principio a concentracdo e flutuacdo de
cistos e oocistos de protozoarios e ovos leves de helmintos em solugdo saturada de
cloreto de sodio ou agucar. E indicada para identificacdo de oocistos de coccideos (
Cystoisopora, Sarcocystis, Toxoplasma, Neospora).

No entanto essa técnica pode apresentar resultados falsos negativos para T. gondii,
pois os felideos produzem oocistos morfologicamente semelhantes a infeccdes por Besnoitia
e Hammondia, sendo necessaria a realizagdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase

(PCR), para diferenciar o DNA de T. gondii de outros organismos semelhantes.

2.8 Neospora caninum e Toxoplasma gondii em animais de producao

Neosporose e toxoplasmose sdo infeccBes parasitarias responsaveis por ocasionar

consideraveis perdas econémicas em animais de producdo e tem sido associada a casos de
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aborto, retengdo de placenta, retorno ao estro, aumento dos intervalos entre partos, baixa
producdo, retardo no crescimento e nascimento de animais debilitados, levando a prejuizos
econbmicos aos produtores (TENTER et al, 2000; LARSON et al., 2004; DUBEY E
SCHARES, 2006; DUBEY et al., 2007; LANGONI et al., 2011; SILVA et al., 2013;
NICOLINO et al., 2015). Os suinos, bovinos, ovinos e caprinos sdo espécies comumente
afetadas por T. gondii e podem atuar com potencias fontes de infec¢do para o0 homem. Dentre
0s animais de producdo, os caprinos sao os hospedeiros intermediarios mais sensiveis para T.
gondii. A transmissao vertical por N. caninum é a via mais eficiente em bovinos (DUBEY et
al., 2007; ANSARI- LARI et al., 2017).

Em estudo realizado no estado de Alagoas, Pinheiro Jr et al. (2009), relatam a alta
prevaléncia para T. gondii em ovinos, demonstrando exposi¢cdo dos animais de producdo a
este agente e relatando alta contaminacdo ambiental presente na regido. Achados semelhantes
ao de Magalhdes et al. (2016), que relataram uma maior prevaléncia de T. gondii em ovinos
quando comparados a bovinos. Os bovinos sdo o0s hospedeiros intermedidrios mais
acometidos por N. caninum, estima-se que aproximadamente 20% de todos os abortos que
ocorrem no Brasil, estdo relacionados a esta infeccdo. (ROMERO; FRANKENA, 2004,
PINHEIRO et al., 2013).

Estima-se que 0s prejuizos econémicos ocasionados por T. gondii pode originar
prejuizos em torno de mais de um bilhdo de ddlares em todo o mundo. No entanto, 0s
problemas relacionados a T. gondii ndo estdo restritos apenas a perdas econémicas, a
infeccdo resulta em grandes problemas para salde publica, uma vez que animais infectados
possuem grande quantidade de cistos teciduais do parasita em variados érgdos e musculos,
podendo transmitir para seres humanos pelo consumo de sua carne crua ou mal cozida (
DUBEY; BEATTIE, 1988; SILVA et al., 2003; MILLAR et al., 2008; DUBEY, 2010).

O papel dos animais silvestres na epidemiologia da neosporose ainda ndo foi
completamente elucidado, contudo, estudos associam o aumento da prevaléncia da infecgédo
em bovinos a areas com altas concentragdes de canideos silvestres (BARLING et al., 2000).
Estudos relatam a identificagdo de anticorpos 1gG anti-Toxoplasma gondii em C. thous,
indicando a circulacdo deste agente entre os canideos silvestres (GENNARI et al., 2004;
CATENACCI et al., 2010).

A neosporose € umas das doencgas parasitadrias que mais ocasionam problemas
reprodutivos em animais de producdo, sua importancia econémica esta atribuida
principalmente a casos de abortos, redugdo na producdo de leite, descarte e reposicdo de
animais (LARSON et al., 2004; MELO et al., 2008; MACHADO et al., 2011). Em estudo
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realizado com vacas naturalmente infectadas, Mansari-Lari et al. (2017), relataram que a
incidéncia de aborto é maior em vacas infectadas com N. caninum, quando comparados a
vacas soronegativas. Bezerros provenientes de vacas congenitamente infectadas podem nascer
clinicamente normais, mas, persistentemente infectados, contribuindo para a manutencédo da
enfermidade nos rebanhos (DUBEY et al., 1988; LOPES, 1999; ANDERSON et al., 2000;
CORBELLINI et al., 2002; FORTUNATO et al., 2010; PANADERO et al., 2010; DIAS,
2014).

Estudos relatam a identificacdo de anticorpos anti-N. caninum em cachorro-do-mato
no Brasil, indicando que existe a possibilidade de que esta espécie de canideo também atue
como hospedeiro definitivo deste parasito (CANON-FRANCO et al., 2002; MATTOS et al.,
2008; ANDRE et al., 2010). O ciclo silvestre de N. caninum ressalta a importancia dos
canideos na epidemiologia da doenca e o impacto econémico que causa nos rebanhos,
principalmente nas criages extensivas (GONDIM, 2005). Estudos associam uma maior
prevaléncia de N. caninum em rebanhos bovinos em éareas com maior concentragdo de
canideos silvestres BARLING et al., 2000; ALMERIA et al., 2002; GONDIM et al., 2004;
ROSYPAL; LINDSAY, 2005).

2.9 Neospora caninum e Toxoplasma gondii no estado de Alagoas.

O Estado de Alagoas esta localizado na regido Nordeste do Brasil. Apresenta uma area
de 27,8 mil Km2 e uma de 3.340.932 habitantes. O Estado é dividido em 102 municipios e
trés mesorregifes: Mesorregido do Agreste Alagoano. Mesorregido do Leste Alagoano.
Mesorregido do Sertdo Alagoano.

N. caninum e T. gondii estdo largamente distribuidas em todo mundo, embora o estudo
de zoonoses parasitarias em animais selvagens ainda seja escasso. Cerdodcyon thous é
amplamente distribuido no estado de Alagoas, Brasil, sendo constantemente vitima de

atropelamentos em diferentes areas nas rodovias (Figura 7).
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Figura 7- Mesorregides de Alagoas, Brasil.

Fonte: Alagoas em dados e informagdes— Mesorregides do Estado de Alagoas. 2013.

T. gondii foi relatado em ovinos em diferentes regides no estado de Alagoas, Brasil.
Anticorpos anti-T. gondii foram identificados em cabras em diferentes municipios por meio
de técnicas sorologicas, demonstrando que a infeccdo por este parasito estd disseminada na
regido. A alta prevaléncia em algumas regides pode ser decorrente do clima e temperatura
favoravel da regido que propiciam um ambiente adequado para manutencdo dos oocistos
(ANDERLINI et al., 2011). Pinheiro Jr et al. (2009), realizaram um estudo associando a alta
prevaléncia para T. gondii em ovinos ao tipo de manejo e exploracao, clima, exposi¢do dos
animais de producdo a hospedeiros definitivos e alta contaminacdo ambiental com parasita na
regido. Almeida et al. (2018), identificaram anticorpos anti- N. caninum e anti- T. gondii em
um cachorro-do-mato no estado de Alagoas. Desta forma, pesquisa de agentes com potencial
zoonoticos, principalmente os parasitarios entre canideos selvagens no estado de Alagoas é
importante devido & presenga destas espécies na regido.

Estudos semelhantes realizados com N. caninum em ovinos relata possivel associacao
entre perdas reprodutivas nos rebanhos a presenca de cées em areas rurais e contaminagédo
ambiental por oocistos. (FARIA et al., 2010; SOUSA et al., 2012). Em pesquisa realizada em
matadouro, Amaral et al. (2012), descreveram uma prevaléncia de 9,3% (16/ 173) para N.
caninum em vacas abatidas e 18,6 % ( 5/27) em soro fetais, no Municipio de Vicosa, Alagoas,

demonstrando possivel associagdo deste parasito a casos de aborto no rebanho.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Neospora caninum e Toxoplasma gondii sdo parasitos com ampla distribuicdo e alta
prevaléncia em todo mundo, acomete uma variedade de animais domésticos e selvagens, sao
responsaveis por ocasionar importantes problemas reprodutivos, sendo uma das principais
causas de aborto em animais de producdo. Estudos relativos a epidemiologia da toxoplasmose
e Neosporose sao necessarios, tendo em vista sua patogenicidade em animais de producéo e de
companhia.

Ressalta-se ainda que o cachorro-do-mato é um canideo com ampla distribuicdo
geogréfica, sendo relativamente abundante e tolerante a perturbagfes ambientais resultantes
da acdo humana, seus habitos generalistas possibilitam habitar uma variedade de ambientes
em busca de alimentos. De forma geral, preferem ambientes abertos e bordas de rodovias,
sendo constantemente vitimas de atropelamentos nas rodovias.

Devido a constante acdo dos homens nos ambientes naturais destes canideos e a
consequente destruicdo dos seus habitais, estes animais buscam areas em comum ao homem e
outros animais domésticos, contribuindo para a circulacdo e disseminacdo de patdgenos
comuns, atuando como fontes de infec¢do e bons indicadores de contaminacdo ambiental
para estes agentes, apesar de ndo ser hospedeiro definitivo, tem papel epidemioldgico
relevante nestas infecgdes.

Os resultados obtidos nesse estudo evidenciam a alta contaminagcdo ambiental
presente na regido. A elevada prevaléncia para T. gondii pode ser decorrente da
exposicdo do cachorro-do-mato em areas comuns a humanos e animais domésticos,

favorecendo a transmissao de patdgenos comuns ao homem e animais.

Faz-se necessario a elaboracdo de estratégias epidemioldgicas para prevencdo da
neosporose e toxoplasmose na cadeia de producdo e um trabalho de conscientizacdo dos
produtores para melhor compreensdo, controle e prevencdo desta enfermidade, tais como,
praticas de manejo adequadas, controle de roedores, felinos e cdes nas instalacGes,
educacdo sanitaria. Portanto, estudos complementares devem ser considerados para melhor
compreensdo da epidemiologia da neosporose e toxoplasmose no estado de Alagoas,

Brasil.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Frequéncia de Neospora caninum e de Toxoplasma gondii em Cachorro-do-Mato
(Cerdocyon thous, Linnaeus, 1776) no estado de Alagoas, Brasil.

(artigo submetido no periodico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Qualis Capes A2).
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Resumo

Objetivou-se neste estudo pesquisar a infeccdo por Neospora caninum e Toxoplasma gondii
em tecidos de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous — Linnaeus, 1766) no estado de Alagoas.
Foram recolhidos 30 animais encontrados mortos proximos as rodovias, mas utilizados 17
animais, sendo 13 adultos e quatro fetos. Foram coletados fragmentos de cérebro, coracdo,
figado, pulmé&o e intestino, para a pesquisa dos parasitos nos tecidos utilizando as técnicas de
Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR) e Histopatologia. Foram coletadas fezes para a
pesquisa de oocistos, através da técnica de Willis-Mollay modificada e exame direto. Na
pesquisa para T. gondii a prevaléncia foi de 82,35% (14/17) na PCR, destes, 70,59% (12/17)
foram amplificados em fragmentos do coracdo, 58,33% (7/12) em cérebro, 75% (3/4) em
placenta e 33,33% (1/3) em figado. Néo foi observada a presenca de cistos ou taquizoitos na
histopatologia. Os exames coproparasitoldgicos foram negativos. Ndo houve resultado
positivo para Neospora caninum em nenhuma das técnicas realizadas. Este é o primeiro

estudo da ocorréncia por T. gondii em cachorro-do-mato no estado de Alagoas, Brasil.

Palavras chaves: Neosporose, toxoplasmose, canideos, Alagoas.
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Abstract

The aim of this study was to research Neospora caninum and Toxoplasma gondii infection
in tissues of crab-eating foxes (Cerdocyon thous— Linnaeus, 1766) in the state of Alagoas
Forest Zone. 30 animals found dead near highways were collected, but 17 animals were
used, 13 of them were adults and four fetuses. For parasites research in tissues, brain,
heart, liver, lung and intestine fragments were collected and the Polymerase Chain
Reaction (PCR) and histopathology techniques were used. Feces were collected for the
detection of oocysts, using the modified Willis-Mollay technique and direct examination.
The research for T. gondii showed a 65,71% (23/36) prevalence in PCR, among these,
(12/17) were amplified in heart fragments, (7/12) in brain fragments, (3/4) from placentas
and (1/3) in liver fragments. There were no positive results for Neospora caninumin in
any of the techniques used. This is the first study of the occurrence of T.gondii in crab-
eating foxes in the state of Alagoas, Brazil.

Keywords: Neosporose, Toxoplasmose, canids, Alagoas.

Introducéo

Neosporose e toxoplasmose sdo enfermidades parasitarias causadas por Neospora
caninum e Toxoplasma gondii, protozoarios intracelulares obrigatérios formadores de cistos
teciduais, responsaveis por provocar significativa perda econémica e grande impacto a saude
publica no mundo. Estima-se que aproximadamente um ter¢o da populacdo mundial esta
acometida por T. gondii, principalmente individuos imunossuprimidos e gestantes, além de
representar grande importancia aos profissionais relacionados ao meio rural (Dubey et al.,
2002; Dubey, 2010). A variagdo na prevaléncia destas enfermidades podem ser atribuidas a
regido, clima, cultura, habitos alimentares e grupos étnicos (Nardi Junior et al., 2012).

Os cées (Canis familiaris) sdo os principais hospedeiros definitivos de Neospora
caninum (Lindsay et al., 1996; Mcallister et al., 1998). Alem dos cées, N. caninum tem sido
relatado em coiotes (Canis latrans), dingo australiano (Canis lupus dingo), lobo cinza (Canis
lupus) (Gondim et al., 2004; King et al., 2010; Dubey et al., 2011). Os felideos sdo 0s Unicos
hospedeiros definitivos para T. gondii, por serem capazes de eliminar oocistos nas fezes

contaminando ambiente (Dubey, 2010). Estudos relatam que alta prevaléncia em animais de



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

31

producdo para estas enfermidades podem estar associados a presenca de hospedeiros
definitivos em &reas comuns a estes animais (Rizzo et al., 2017).

Os canideos selvagens podem desempenhar papel importante na epidemiologia e
manutencdo destes agentes no ambiente e sdo considerados bons indicadores de contaminacédo
ambiental. Em muitas regides do Brasil € comum a pratica de caca e o consumo de carne dos
canideos silvestres, favorecendo as chances de transmissdo para humanos e animais
domeésticos, contudo, dados sobre a epidemiologia desses agentes em canideos silvestres sdo
escassos (Wolfe et al., 2001; Gennari et al., 2004; Catenacci et al., 2010; Dubey, 2010; Pena
et al.,, 2011; Canon-Franco et al., 2013). A infeccdo de N caninum e T. gondii tem sido
relatada em algumas espécies de canideos silvestres no Brasil, evidenciando a importancia
dessas espécies na transmissdo e manutencdo desses agentes (Nascimento et al., 2015;
Almeida et al., 2017), no entanto, isolados de N. caninum e T. gondii nunca foram
identificados em cachorro-do-mato no estado de Alagoas, Brasil.

Considerando que o DNA de N. caninum e T. gondii j& foi identificado em canideos
selvagens ( Dubey, 2010; Costa et al., 2012), neste seguimento, sendo o cachorro-do-mato um
hospedeiro intermediario para estes agentes, pode-se considerar a hipdtese dessa espécie ser
também um hospedeiro definitivo. Diante disso, objetivou-se neste trabalho pesquisar N.
caninum e T. gondii em tecidos e fezes de cachorro-do-mato no estado de Alagoas, Brasil.

Material e Métodos

Um total de 30 cadaveres de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) vitimas de
atropelamentos foram recolhidos em diferentes trechos das rodovias no estado de Alagoas,
Brasil. As coletas foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (SISBIO Protocolo 58357).

Dos 30 cachorros-do-mato recolhidos, foram necropsiados 17 animais, sendo 13
adultos. Destes, eram nove machos e quatro fémeas, uma estava prenhe de quatro fetos, dois
machos e duas fémeas. Os demais animais estavam inviaveis para processamento devidos o
estado de autdlise. Foram coletadas amostras de encéfalo, coracédo, figado, pulmao, intestino
delgado e fezes. As amostras dos orgaos foram mantidas sobre congelamento para realizacdo
da Reacdo em Cadeia da Polimerase e em formol tamponado a 10% para oS exames

histoldgicos. Quatro amostras de fezes foram processadas ap0s a coleta.
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Para diagnostico molecular, as amostras dos tecidos do cérebro, coracdo, figado e
placenta foram submetidos a extracdo de DNA, utilizando-se Kit comercial Wizard Genomic
DNA Purification (Promega®), seguindo o protocolo do fabricante.

Para amplificacdo do DNA de T. gondii foi realizado PCR nested em um so tubo,
utilizando dois pares de primers externos TgNN1 (3-
5'CCTTTGAATCCCAAGCAAAACATGAG) e TgNNZ2 (3-
5'GCGAGCCAAGACATCCATTGCTGA) e os primers internos TgNP1 (5-
GTGATAGTATCGAAAGGTAT-3) e TgNP2 (ACTCTCTCTCAAATGTTCCT 5'-3),
(Hurtado et al., 2001), capazes de amplificar uma regido de 227 pb da regido. O controle
positivo utilizado na reacdo foi proveniente de uma suspensdo de taquizoitos de T. gondii
(cepa ME49, 104 taquizoitos/mL) e para controle negativo foi utilizado agua ultrapura. O
DNA amplificado de T. gondii foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 2%
corados com BlueGreen (LGC®Biotecnologia, Cotia, Sdo Paulo, Brasil), visualizados por luz
UltraVioleta (UV) e fotocumentados.

As amplificacdes do DNA de Neospora caninum foram realizadas utilizando-se 0s
primers Np21 (5"-GTGCGTCCAATCCTGTAAC-3") e Np6 (5°-
CAGTCAACCTACGTCTTCT-3") que amplificam a regido Nc-5, que é uma sequéncia de
repeticdo especifica que apresenta elevada sensibilidade. Os produtos amplificados foram
detectados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com Blue Green (LGC®I),
visualizados através de luz UV e fotodocumentados.

No histopatol6gico, fragmentos de cérebro, coracdo, pulméo, figado, placenta e
intestino delgado foram cortados e desidratados em concentracdes crescentes de alcool,
clarificados, incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em secgdes de 5 pm em
micrétomo (LEICA RM 2125RT), fixadas em lamina de vidro, desparafinadas, re-hidratadas,
coradas com hematoxilina-eosina e examinadas a microscopia de luz.

Para diagndstico coproparasitologico, as amostras de fezes foram coletadas
diretamente do intestino grosso durante a necropsia. Ap0s a coleta, as amostras foram
processadas. O meétodo de Willis-Mollay (1921) modificado (Flutuagdo em solugdo saturada
de acucar) foi realizado para pesquisa dos oocistos dos protozodrios nas fezes. Para a
realizacdo de exame direto, as fezes foram diluidas em uma gota de solucdo fisioldgica,
homogeneizadas e examinadas ao microscopio, entre lamina e laminula. Ambas as leituras

foram realizadas em microscopia de luz em aumento de 100 e 400x.

Resultados
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O DNA de Toxoplasma gondii foi identificado em 82,35% (14/17) dos fragmentos de
tecidos dos cachorros-do-mato pela técnica de PCR. Destes, 70,59% (12/17) amplificados em
fragmentos de coracdo, 58,33% (07/12) em fragmentos de encéfalos, 75% (03/04) nas
placentas analisadas e 33,33% (01/03) em amostras de figado. Cinco animais apresentaram
resultados positivos nos fragmentos de encéfalo e coracdo analisados. A fémea que estava
prenhe foi positiva na PCR para T. gondii, incluindo os quatro fetos e a placenta, sendo
verificada a transmissdo vertical desse protozoario. Todas as amostras foram negativas para
N. caninum. No exame histopatologico ndo foram observados cistos ou taquizoitos de N.
caninum e T. gondii em nenhum dos 88 fragmentos de tecidos analisados. N&o foi possivel
analisar todos os tecidos dos 17 cachorros-do-mato, pois alguns tecidos ndo estavam viaveis
para processamento. As lesdes encontradas foram decorrentes dos traumas ocorridos nos
atropelamentos, como congestdo e hemorragia. Foram observados, nodulos parasitarios
contendo larvas de helmintos da classe Nematoda no pulmé&o de dois animais e a presenca do
parasito adulto no intestino delgado de um animal. Os exames coproparasitologicos foram
realizados em quatro animais, pois apenas estes possuiam material suficiente. O resultado foi

negativo para ambos 0s agentes.

Discussao

N&o ha dados suficientes sobre a identificacio do DNA de Neospora caninum e
Toxoplasma gondii em canideos silvestres no Brasil, a maior parte dos relatos sdo referentes a
identificacdo de anticorpos por meio de técnicas sorolégicas (Andre et al., 2010; Catenacci et
al., 2010). Grande parte dos isolados de T. gondii no Brasil sdo de animais domésticos, pouco
se sabe a respeito da genética de isolados de T. gondii e N. caninum em mamiferos
silvestres no Brasil (Yai et al., 2009).

A prevaléncia para T. gondii neste estudo corrobora com achados mais recentes
realizados com canideos silvestres no Brasil. Nascimento et al. (2015), relataram uma
prevaléncia de 14, 3% em amostras de encefalos de raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus),
indicando a circulacdo de T. gondii nessas espécies e reforcando a hipotese que esses animais
possam atuar como possivel fonte de infeccdo para seres humanos e outros animais
domeésticos.

Almeida et at. ( 2017), isolaram T. gondii do cérebro de um cachorro-do-mato no
estado de Pernambuco, corroborando com o presente estudo, demonstrando a importancia
dessa espécie na epidemiologia do parasito. Vitaliano et al. (2014) isolaram o DNA de T.

gondii em raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus) no estado de Sdo Paulo, demonstrando que



167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

34

0s canideos silvestres atuam como hospedeiros intermediarios e podem ser considerados
como bons indicadores de contaminagdo ambiental por oocistos eliminados no ambiente.

O estado de Alagoas tem mostrado prevaléncias consideraveis para T. gondii, Fonseca
et al. (2015), identificaram uma frequéncia em anélise soroldgica de 14,4% para T. gondii em
equinos na regido. Anderlini et al. (2011), relataram a ocorréncia de 39% de anticorpos anti-
T. gondii em amostras de caprinos. J& Pinheiro Jr et al. (2009), relataram uma frequéncia de
32,9% de anticorpos anti-T. gondii em amostras de ovinos no estado de Alagoas. A elevada
prevaléncia em C. thous demonstra alta contaminacdo ambiental presente na regido. Os
resultados positivos nos fetos analisados ressaltam a importancia da transmissao vertical da
infecgdo por T. gondii em canideos.

Semelhantes aos achados de Nascimento et al. (2015) e Almeida et al.(2017), os
isolados de T. gondii foram provenientes de tecido cerebral e coracdo, corroborando com esse
estudo que detectou uma prevaléncia de 70,59% (12/17) amplificados em fragmentos de
coragdo, 58,33% (07/12) em fragmentos de encéfalos. Os resultados nesse estudo demonstram
a alta contaminacdo ambiental na regido e reforcam a importancia do cachorro-do-mato na
manutencdo e disseminacdo do agente no ambiente. A capacidade de adaptacdo a ambientes
urbanos e o crescente processo de urbanizacdo nos habitats naturais desse canideo favorecem
a interacdo entre populagdes humanas e animais domésticos.

O cachorro-do-mato € frequentemente vitima de atropelamentos nas rodovias, sua
carcaca exposta no meio ambiente atua como potencial fonte de infeccdo para hospedeiros
definitivos e intermediarios. A alta prevaléncia nesta espécie pode ser explicada pela
crescente interacdo entre esta espécie com populagcbes humanas e de animais domésticos,
favorecendo a exposic¢éo a fatores de riscos para a doenca, como ingestéo de tecidos contendo
cistos, contaminagdo ambiental por oocistos e o contato com hospedeiros definitivos os torna
mais susceptiveis a infeccdo (Almeida et al., 2018).

A alta prevaléncia nos fetos analisados reforca a importancia da transmisséo vertical
de T. gondii em animais e no homem. Estudos podendo levar a consideraveis perdas
reprodutivas em animais de producdo e implicacbes a salde publica. Portanto, faz-se
necessario a realizacdo de mais estudos para uma maior compreensdo da epidemiologia da
doenca (Vitaliano et al., 2004).

Neste estudo ndo houve resultados positivos para N. caninum, semelhantes a outros
estudos realizados em canideos silvestres ( Suteu et al., 2014). Vitalino et al. (2014) isolaram
T. gondii em tecidos de raposa vermelha (Vulpes vulpes) utilizando a técnica de PCR, mas ndo

obtiveram resultados positivos para N. caninum. De Craeye et al. (2011) relataram uma maior
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prevaléncia para T. gondii (18,8%) em relagdo a N. caninum que foi (6,6%). Almeida et al.
(2012), descreveram que todas as amostras provenientes de lobo-guara foram negativas para
N. caninum. Entretanto, esses resultados diferem de Cafion-Franco et al. (2004), que relataram
evidéncias da infeccao por N. caninum em canideos selvagens brasileiros. Dubey et al. (2014)
e Nascimento et al. ( 2015) isolaram N. caninum viaveis em amostras de cérebro de canideos
silvestres, demonstrando que estas espécies sdo hospedeiras intermediérias naturais para N.
caninum.

O resultado negativo para N. caninum pode estar relacionado a baixa carga parasitaria,
contudo, este resultado ndo descarta a possibilidade do cachorro-do-mato ser um potencial
hospedeiro definitivo para este agente. Mais estudos sdo necessarios para a compreensao da
epidemiologia do ciclo silvestre do N. caninum em &reas comuns a animais silvestres e
domeésticos.

Até o presente momento, ndo héa relatos de identificacdo do DNA de N. caninume T.
gondii em cachorro-do-mato no estado de Alagoas. Os resultados encontrados demonstram
gue existe contaminacao ambiental por oocistos de T. gondii na regido, sendo assim um risco

potencial para a saude humana e animal.

Concluséo

Conclui-se que a infec¢do por T. gondii ocorre em cachorros-do-mato naturalmente
infectados no estado de Alagoas, sendo comprovada a transmissao vertical do parasito. Este é
o primeiro relato da infec¢do de T. gondii em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) no estado

de Alagoas.
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