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RESUMO

Kluyber D. Avaliacéo da Prevaléncia de Patdgenos Zoonoéticos de Importancia para
Salde Pdblica em Tatus de Vida Livre — Mato Grosso do Sul — Brasil (dissertacao).
S&o Paulo: Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade de Sao Paulo;
2016.

Ao longo dos anos, a humanidade contribuiu para o surgimento de diversos patdgenos,
tornando-se vitimas de doencas transmitidas dos animais para 0 homem, as chamadas
antropozoonoses. Dentre os animais, os tatus, mamiferos selvagens primitivos,
apresentam caracteristicas anatdmicas e fisiologicas peculiares, que os tornam mais
susceptiveis a diversas doencas e potenciais reservatorios de patdégenos zoondticos,
relevantes para a saude publica. O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de
cinco patégenos zoondticos (Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp,
Mycobacterium leprae e Paracoccidioides brasiliensis) em quatro espécies de tatus;
P. maximus, E. sexcinctus, D. novemcinctus e C. unicinctus do Pantanal e Cerrado do
Mato-Grosso-do-Sul. Um total de 50 tatus foram analisados. Sendo, 43 amostras de
soros de individuos de vida livre (16 Priodontes maximus; 17 Euphractus sexcinctus;
02 Dasypus novemcinctus e 08 Cabassous unicinctus) provenientes do Pantanal e 07
conjuntos de fragmentos de tecidos (pulméo, figado e baco), de 06 E. sexcinctus e 01
(D. novemcinctus) atropelados em trés rodovias do Cerrado do Mato-Grosso-do-Sul.
Dos 43 individuos amostrados no Pantanal, 13/43 ou 30,23% apresentaram anticorpos
anti-T. gondii; 01/43 ou 2,32% anti-T. cruzi e 4/43 ou 9,30% anti-Leishmania (L.)
infantum chagasi. Amostras de fragmentos de orelha dos 43 individuos do Pantanal, e
fragmentos de tecido (pulmao, figado e baco) dos tatus do Cerrado, também foram
analisadas para M. leprae e Leishmania spp através de biologia molecular, nas quais
foram negativas. Dos tatus provenientes do Cerrado, analisados para P. brasiliensis,
07 ou 100% dos individuos foram positivos. Baseado nestes resultados, pode-se
afirmar que os tatus apresentam uma relacdo e histérico de exposicdo a estes
patdgenos, seja através do contato com outras espécies, seres humanos ou condicoes
ambientais onde ocorrem. Contudo, confirma-se a importancia destas espécies para 0
entendimento dos ciclos de transmissdo de patdgenos e de forma estratégica, como
indicadoras da saude de um ecossistema em programas de investigacdo e
monitoramento de doencas, especialmente as zoonoses.

Descritores: Tatus. Toxoplasma gondii. Trypanosoma cruzi. Leishmania spp.
Mycobacterium leprae. Paracoccidioides brasiliensis



ABSTRACT

Kluyber D. Prevalence of zoonotic pathogens important for public health in wild
armadillos, Mato Grosso do Sul, Brazil. Sdo Paulo: Instituto de Medicina Tropical de
Séo Paulo da Universidade de Sao Paulo; 2016.

Over the years mankind has contributed to the emergence of several diseases, while
becoming victims of those passed among humans and other animals, known as
zoonosis. Armadillos are primitive wild mammals who present peculiar anatomical
and physiological characteristics which make them susceptible and potential reservoirs
of zoonotic pathogens relevant to public health. The goal of the present study was to
evaluate the prevalence of five zoonotic pathogens (Toxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi, Leishmania spp., Mycobacterium leprae and Paracoccidioides brasiliensis) in
four armadillo species (Priodontes maximus, Euphractus sexcinctus, Dasypus
novemcinctus and Cabassous unicinctus) found in Pantanal and Mato-Grosso-do-Sul
tropical savanna ecoregion, the Cerrado. A total of 50 armadillos were sampled: 43
free living individuals from Pantanal (16 P. maximus; 17 E. sexcinctus; 02 D.
novemcinctus and 08 C. unicinctus) and 07 individuals found dead in three different
roads of the Cerrado. Of the 43 individuals sampled in Pantanal, 13 (30.23%) presented
T. gondii antibodies; 01 (2.32%) showed antibodies anti-T. cruzi; and 04 (9.30%)
showed anti-Leishmania (L.) infantum chagasi antibodies. All 50 samples were also
analyzed by molecular biology based on the polymerase chain reaction (PCR). None
of the samples tested positive for M. leprae and Leishmania spp. And all seven or
(100%) individuals from the Cerrado were tested positive for P. brasiliensis. The
results suggest that the armadillos have been exposed to these pathogens, either by
contact with other species, including humans or by their own environmental conditions
in certain ecosystems. The armadillo species studied may have a greater susceptibility
to these pathogens in the natural environment where they occur. Armadillos are key
species in understanding diseases transmission cycle, especially regarding zoonotic
pathogens and they can strategically act as an indicator of ecosystem health for
research programs and zoonotic diseases monitoring.

Descriptors: Armadillo.  Toxoplasma gondii. Trypanosoma cruzi. Leishmania.
Mycobacterium leprae. Paracoccidioides brasiliensis
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, os seres humanos tém sido afetados e contribuido para o
surgimento e disseminacio de diversas doencgas.! Tal fato, torna-se concreto, pois as
doencas estdo se tornando a maior causa da simplificacdo ecoldgica, incluindo a
extingdo.? Um a cada cinco assuntos relacionados a satide humana, apresenta relago
com causas ambientais®, envolvendo impactos substanciais na economia, agricultura,

producdo, salide publica e conservagéo de espécies ameacadas.*

As causas destes fatores estdo diretamente associadas ao crescimento explosivo
da populacdo humana, o aumento da frequéncia e velocidade de viagens
internacionais, 0 aumento do consumo de animais e produtos de origem animal,
mudancas nas praticas de agriculturas, e as alterac6es ou degradacdes ambientais que
impactam a distribuicdo de reservatdrios e favorecem a transferéncia de patdgenos
entre espécies selvagens e domeésticas. E no entanto, podem assumir caracteristicas

zoonGticas, mediante situacdes de contato com as pessoas.®

Dois padrdes diferentes de transmissdo de patdgenos de animais selvagens para
humanos séo evidentes entre as zoonoses emergentes. O primeiro padréo a transmisséo
de um patdgeno para humanos é considerada um evento raro, mas quando ocorre, a
transmissdo humano-humano se mantém por um periodo de tempo ou
permanentemente. No segundo padrdo, direto ou mediado por vetores, transmissédo
animal-humano é um recurso mais comum de infec¢do, no qual populacbes de
espécies selvagens sdo considerados os principais reservatorios de patgenos e a

transmissdo de humano-humano é mais rara.®

N&o apenas os humanos podem contrair as doencas de animais selvagens, mas
também podem introduzir doencas que pdem em risco a vida selvagem. Populaces de
animais selvagens infectadas por patdgenos considerados tipicamente causadores de

doencas em humanos, podem tornar-se um foco enzodtico para estas infeccdes.*



Um desafio que vem sendo enfrentado pelas autoridades na &rea de saude
animal e publica sdo os focos em animais silvestres de doencas infecciosas que
acometem animais domeésticos e seres humanos. Estes focos ameacam a eficécia de
programas nacionais e internacionais de controle e erradicacdo de doencas, 0s quais
vem sendo implementados e executados com sucesso significativo e a elevados
custos.®

No entanto, para o entendimento da dindmica das zoonoses e seus ciclos, criou-
se 0 conceito de estudo conhecido como “satde ecoldogica”, como essencial e ndo tao
novo assim. Baseado neste conceito, a “Medicina da Conservacdo” torna-se uma
disciplina que tem como principal objetivo, desenvolver um entendimento cientifico
da relagdo entre a crise ambiental, a salde humana e ndo humana’, e criar solugdes
para os problemas na interface entre meio ambiente e ciéncia da sadde.®

Iniciativas que envolvem este conceito, trazem novas alternativas para
conservacao da biodiversidade, desenvolvimento de politicas publicas e potencias
melhorias da saide humana. Podem contribuir na identificacdo de lacunas no controle
de doencas e no desenvolvimento de acBGes preventivas aplicaveis a determinadas
espécies, como também a salde publica.®

O presente estudo teve como objetivo, avaliar a prevaléncia de exposicdo a
patdgenos zoonoticos de importancia para sadde publica em tatus de vida livre.
Justifica-se a implementacdo do estudo, por apresentar um valor real de estratégia de
baixo custo para a investigacdo e monitoramento de importantes doencas zoondticas e
na contribuicdo de resolucbes de questbes eco-epidemioldgicas nas populacdes de

tatus e seu impacto para a saude humana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Superordem Xenarthra

Os xenartras pertencem a um grupo distante, composto de espécies
radicalmente especializadas que fazem parte de apenas 0,5% da diversidade de
mamiferos existentes. Junto aos marsupiais, os xenarthras sdo os mamiferos mais
antigos da histdria na América do Sul.1® No passado, a superordem xenartra foi muito
mais diversa e numerosa, e continha animais agora extintos, como por exemplo, varias
espécies de gliptodontes e de preguicas-gigantes.'!

Algumas destas espécies estiveram entre 0s maiores mamiferos terrestres ja
encontrados e as existentes sdo remanescentes de uma radiacdo evolucionaria que
ocorreu durante o isolamento Terciario da América do Sul.* De fato, esta ordem,
permanecia ligeiramente diversa até a Gltima extincdo em massa que ocorreu ha 10.000
anos.1213

Acles antropicas sobre o ecossistema durante milhares de anos tem se
intensificado abruptamente no ultimo século, e desde entdo muitos xenartras tem
sofrido um critico declinio populacional. Segundo Aguiar e Fonsecal*, das 31 espécies
existentes, 38% estdo ameacadas de extincdo, e esta porcentagem € maior que outras
ordens de mamiferos mais carismaticos como 0s carnivoros (27%) e 0s cetaceos
(33%).%°

Atualmente, os xenartras sdo representados por cinco familias, 14 géneros e 31
espécies viventes, sendo sua maior diversidade concentrada na América do Sul 1618
Conhecida até pouco tempo como Edentatas (animais desprovidos de dentes), esta
superordem foi desmembrada em duas ordens: Cingulata (tatus) e Pilosa (tamanduas

e preguicas).®?0



A reclassificagdo desta superordem se deu inicialmente devido a outras
caracteristicas anatdmicas peculiares dentre estas espécies. O termo “xenartra”,
(xenom = estranho e arthros = articulacdo) agrupa estas espécies que apresentam em
comum uma articulagdo diferenciada conhecida como ‘“processo xenartro”, uma
considerada secundaria e de caracteristica primitiva encontrada entre as vértebras

lombares e a articulacio do isquio com a coluna espinhal %

Além das suas particularidades anatdbmicas diferenciadas, este grupo de
mamiferos é considerado muito especial por apresentar, uma baixa taxa metabdlica e
uma variavel temperatura corpdrea. Estas caracteristicas estdo relacionadas ao
consumo de alimentos com baixo teor energético como formigas e/ou cupins, e podem

ser adaptativas, o que lhes confere a capacidade de poder armazenar energia.??



2.2 Ordem Cingulata

A ordem Cingulata consiste de apenas uma Unica familia: Dasypodidae
(tatus)?® e vinte e uma espécies classificadas em nove géneros.?* A massa corporea
pode variar de 90 gramas para o pequeno tatu-peludo (Chlamyphorus truncatus) até
60 quilos como o tatu-canastra (Priodontes maximus), sendo estas espécies que mais
fidelizam a linhagem dos xenartras. Os tatus s&o considerados um dos poucos grupos
de mamiferos originalmente da América do Sul que com sucesso se distribuiram para

América Central e do Norte durante o periodo Mioceno e Plioceno.?®

Como caracteristica ecoldgica desta ordem, cada espécie cava sua toca com
tamanho e forma peculiar.?®?” Ja que a maioria destes animais sdo considerados
eximios cavadores.?® As tocas sdo utilizadas para dormir, abrigar os filhotes, escapar
de predadores ou para a criacdo de um reservatério de insetos, pois muitas sdo
escavadas dentro de formigueiros ou cupinzeiros.?®*° Contudo Grassé®! e Boily*
classificam estas espécies como homeotermos imperfeitos e a construcdo de estruturas
para abrigo como buracos, pode ser uma consequéncia da capacidade

termorregulatoria limitada destes animais.>3°



2.3 Relacdo entre tatus e os patdgenos

Os tatus sdo espécies que apresentam uma ampla variedade de interacbes com
diversos agentes patogénicos e que aliada as suas caracteristicas fisiologicas e
ecologicas, contribuem para que se tornem potenciais hospedeiros apropriados de
inimeras doencas. Associado a sua baixa temperatura corpérea, seu fragil sistema
imunologico e seu habito de viver literalmente imerso no solo e matéria organica, além
de compartilnarem suas tocas®®, viverem sob condicBes bidticas e abidticas, e
principalmente em regides tropicais e subtropicais, favorecem uma intensa e dinamica

relacdo destas espécies com diversos vertebrados, grupos de patdgenos e vetores. 3’4

Pat6genos responsaveis por zoonoses significantes tem sido frequentemente
associados aos tatus e a outros xenartras*’. Além disso, em diversas regides onde
ocorrem, existe uma estreita relacdo com os seres humanos, atraves da cacga para uso
medicinal como adornos para confeccdo de artesanatos ou instrumentos musicais em
paises como Bolivia e Peri*® e de maneira cultural a caca de subsisténcia e sua carne
sdo fontes de alto valor proteico e paladar, mas a manipulacdo e o consumo de sua

carne pode ser uma ameaca de impacto importante para a satde publica.**

Os tatus sdo considerados importantes reservatdrios para protozoarios como a
Leishmania spp* e Trypanossoma cruzi.*® Da mesma forma, e grau de importancia
para a satide pUblica, o Toxoplasma gondi*’*8, e o fungo Paracoccidioides brasiliensis

também tem sido relatado em tatus.*®->°

Em maior nimero, principalmente o tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), sao
descritos como espécies modelo para pesquisas em laboratérios e como principal
mamifero reservatério para o Mycobacterum leprae, o agente etiolégico da

hanseniase.>?



Segundo dados descritos pela agéncia Federal Americana de Programas e
Servicos de Saude e Controle de Doencas (Health Services and Mental Health
Administration)®, os tatus-galinha oferecem diversas vantagens como animais
modelos para pesquisa sobre os camundongos. A sua pele fina, baixo metabolismo e
temperatura corpdrea (32°C), sdo prontamente afetados pelo ambiente, criando
condicbes Otimas para 0 crescimento do organismo. Possuem caracteristicas
reprodutivas Unicas, como a capacidade de produzir quadruplos através de um
fendmeno chamado de poliembrionia, onde cada gestacao da a luz a gémeos idénticos
e para pesquisa favorece a repeticdo de estudos em animais geneticamente idénticos.
Com isso, pesquisadores podem realizar reproducdo seletiva dos tatus e tentar produzir
duas coldnias de animais, uma com alta susceptibilidade, e outra resistente. Sua média
de vida, de 12-15 anos, € considerado um tempo suficiente por exemplo, para contrair

hanseniase, uma doenga com longo e lento periodo de incubagio e curso.>?

No entanto, pouco se conhece ou foram estudadas as formas de contato ou
como estas espécies podem albergar, contrair, disseminar ou acabar sendo vitimas de
patdgenos causadores de morbidade ou mortalidade, principalmente nas espécies mais
raras ou ameacadas. E no ponto de vista epidemioldgico, tais fatores podem se
transformar em mais um risco potencial, e tornar sua populacdo mais vulneravel. A
elevada prevaléncia envolvendo a relacdo patdgenos e tatus, destaca a importancia do
estudo das doencas para estas espécies, bem como, a compreensédo do seu fundamental

papel e dindmica na salde de seus ecossistemas.



3 PATOGENOS ZOONOTICOS E SUA OCORRENCIA EM TATUS

3.1 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose é uma antropozoonose que ocorre em distribuicdo mundial,
sendo transmitida por um parasito celular obrigatorio, o Toxoplasma gondii. O
Toxoplasma é capaz de infectar diversas espécies de animais de “sangue quente”,
incluindo aves, humanos, animais de criacdo e animais marinhos e que causa um
grande impacto econémico para a satide animal e salide publica.>

Este parasito é considerado amplamente prevalente e estima-se que 1 a 3
bilhdes de pessoas estdo infectados no mundo.>® No Brasil, a prevaléncia de infeccio
por T. gondii em humanos é especialmente alta e pode chegar a 100% em algumas
areas e em média 60% das mulheres adultas ja foram expostas a este protozoario.>*>°

Felideos geralmente sdo considerados fontes primarias de infeccdo e
hospedeiros definitivos, adquirindo o protozoario através da ingestao de carne ou fezes
contaminadas. InUmeros hospedeiros intermediarios podem disseminar a doenca, ou 0
parasito entre eles, consumindo a carne de outros individuos infectados.®’

Animais e humanos tornam-se infectados apds ingestdo de cistos teciduais em
carne crua ou malpassada, leite, ou ingestdo de oocistos ambientais, frutas ou vegetais
onde o felideo defecou, como também através da agua, pois 0 oocisto pode permanecer
viavel em ambiente por muitos meses.>%-°

Em humanos, a infeccdo por Toxoplasma em pacientes imunocompetentes
normalmente € assintomatica, mas apresentam leves a moderados sinais de gripe ou
febre e sinais de infeccio inespecifica em 10-20% dos casos, sendo auto-limitante.5!
Sintomas moderados podem ndo ser notados em uma significante propor¢éo dos casos
restantes 80-90%. Porém para pacientes imunosuprimidos, a infeccdo pode acarretar

em tratamento por toda a vida.®?



Na infecdo aguda apresenta 0 mesmo risco para gestantes imunocompetentes,
comparado a mulheres ndo gravidas. No entanto, se taquizoitas circulantes
atravessarem a placenta, podera resultar em infecdo congénita podendo levar a graves
consequéncias, até mesmo fatais para criangca em gestacao, dependendo do estagio de
gravidez que ocorre, pode resultar em lesdo oftalmica e envolvimento do sistema
nervoso central.5

A investigacao para T. gondii sempre foi focada em animais domésticos que
coabitaram ou sdo fontes de alimentacao para humanos, sendo este animais principais
reservatorios para infeccdo.** Porém Sacks et al*®, relatou a ocorréncia de
toxoplasmose em cacadores que se alimentaram de carne crua de veados, com sinais
clinicos como febre, leucopenia, e fungbes hepaticas anormais. Dois dos trés pacientes
descritos, apresentaram infiltracdo no torax aos raios-x. No mesmo trabalho, o autor,
também descreve um surto em cachorros de caca que se alimentaram de visceras de
animais selvagens.

Os animais selvagens apresentam importante participacdo na Toxoplasmose
devido a alta susceptibilidade e mortalidade, como por exemplo o0s primatas
neotropicais e 0s marsupiais australianos. Por outro lado, outros mamiferos selvagens
podem carrear 0 parasito em seus tecidos por um longo periodo, apresentando entéo,
um papel fundamental como reservatdrios na cadeia alimentar das espécies carnivoras
ou onivoras.®®

Segundo Forrester et al®®, os tatus da espécie Zaedyus pichy, demonstram a
mesma vulnerabilidade para este parasito como 0s marsupiais australianos, nos quais
apresentam uma baixa taxa de soroprevaléncia em razdo de sua alta taxa de
mortalidade devido a infeccdo primaria.

Historicamente o T. gondii possui uma estreita relagdo com tatus selvagens®’,
mas pouco se conhece sobre seu potencial risco como reservatérios. Em estudos
conduzidos na Flérida, Estados Unidos, por Burridge et al®®, avaliando a prevaléncia
de Toxoplasma gondii em tatus, foi identificado 12 de 63 individuos de tatu-galinha
(D. novemcinctus), soropositivos através do método de hemaglutinacdo indireta. Ja
segundo Forrester et al®®, 19% das amostras de tatus na Flérida, EUA, foram positivos
para T. gondii.
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Na Argentina, Superina et al®® avaliaram através do método de hemaglutinagio,
24 individuos da espécie Z. pichy em vida livre e 11 provenientes de cativeiro. Todos
apresentaram resultados negativos para anticorpos anti-T.gondii. Como também
nenhum dos 150 individuos mortos avaliados por analises histopatoldgicas
apresentaram resultados positivos.

Também na Argentina, provincia de La Pampa, Kin et al*® relatam a presenca
de anticorpos anti-T.gondii em tatus da espécie Chaetophractus villosus. Amostras de
soros de 150 individuos (70 machos e 80 fémeas) foram coletadas e 27% ou 41
individuos apresentaram titulos anti-T.gondii.

No Gran Chaco Boliviano, Deem et al,” identificaram trés de nove individuos
de tatu-galinha (D. novemcinctus) que apresentaram anticorpos anti-T.gondii pelo teste
de hemaglutinacao indireta.

No Brasil, na regido oeste do estado de S&o Paulo, municipio de Baurud, um
estudo conduzido por Silva et al® avaliando a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii
em animais selvagens, sendo 15 tatus, 9 tatus-galinha (D. novemcinctus) e 6 tatus-peba
(Euphractus sexcinctus). Pela analise do soro pelo método de aglutinacdo direta
(MAT), obteve-se a prevaléncia de 9/9 ou (100%) de individuos de tatus-galinha (D.
novemcinctus) e 03/6 ou 50% de tatus-peba (E. sexcinctus). Apenas uma amostra de
soro de D. novemcinctus e dois de E. sexcinctus apresentaram reacdo produzindo
titulos iguais a 256, 512 e 512 respectivamente. T. gondii foi isolado em dois
individuos de E. sexcinctus, um dos quais, apresentou resultado negativo para o
anticorpos anti-T.gondii.

Na mesma regido, da Silva et al’*, avaliou a prevaléncia de anticorpos anti-T.
gondii através de amostras de soro de 31 tatus-galinha (D. novemcinctus), 03 tatus-
pebas (E. sexcinctus,) 02 tatu-de-rabo-mole-grande (Cabassous tatouay) e 02 tatus-
mulita (Dasypus hybridus) de vida livre, capturados no oeste do estado de Séo Paulo.
De todos individuos analisados através do teste de aglutinacdo modificada (MAT-t),

apenas 4/31 (12,90%) de D. novemcinctus foram positivos para T. gondii.
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Em um estudo descrito por Vitalino et al’?, identificaram e realizaram a técnica
de caracterizacdo genética por PCR de T. gondii com animais selvagens de vida livre
em quatro diferentes regides do pais, nos quais 100% dos tatus, sendo 14 individuos
de D. novemcinctus proveniente de Santarém (Pard) e 05 individuos de E. sexcinctus

Uberlandia, (Minas Gerais) foram positivos para este protozoario.
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3.2 Trypanosoma cruzi

A tripanossomiase ou Doenga de Chagas (DC) é classificada como uma
antropozoonose causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi e foi descrita
em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas.”

A doenca humana encontra-se limitada ao Hemisfério Ocidental, com ampla
distribuicdo em zonas rurais do México, da América Central e América do Sul. Na
América Latina é considera uma das mais importantes infeccGes parasitarias e que
trouxe severas consequéncias para a saude publica e economia nacional neste
continente. Estima-se que mais de 12 milhdes de pessoas albergam o protozoario no
mundo hoje. Apresenta uma incidéncia anual de 8 casos a cada 100.000 habitantes, e
mortalidade com taxas de aproximadamente 10.000 casos ao ano.’*"

A Doenca de Chagas constitui um dos maiores problemas de saude publica do
Brasil. A incidéncia da endemia encontra-se condicionada ao nivel econdmico e social
da regido aos tipos precarios de habitagdo do homem rural, as baixas condi¢Ges de
higiene de seus habitantes e em particular a existéncia de vetores domiciliados. Por
outro lado, em 2006, o Brasil recebeu da OPA/OMS, a certificacdo da interrupcéo da
transmissao vetorial domiciliar. E atualmente, os casos de transmisséo de T.cruzi estdo
atribuidos apenas a exposicéo ao ciclo silvestre, principalmente pela via alimentar, por

contaminacio de alimentos por triatomineos infectados.”®

Segundo o Ministério da Saude’®, os estados (Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Parana, Rio Grande do Sul, Sergipe, Sdo Paulo e Tocantins) sdo
considerados originalmente areas de risco para a transmissdo vetorial, onde a
vigilancia epidemioldgica visa detectar a presenca e prevenir a formacao de col6nias
domiciliares do vetor; e na Amazonia Legal (Acre, Amapa, Amazonas, Rondonia,
Roraima, Pard, parte do Tocantins, Maranhdo e Mato Grosso) como vigilancia

centrada na deteccéo precoce de casos agudos.
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Hoje sdo conhecidas 15 espécies de triatomineos (insetos hematdfagos)
popularmente conhecidos como barbeiros ou bicudos, de importancia epidemiolégica
e envolvendo espécies silvestres com altas taxas de infecgdo natural.”” Uma das formas
de transmissdo do agente se da através dos vetores, 0s insetos reduvideos,
principalmente dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, e neles multiplicam-

se o Trypanosoma.’

Sinais clinicos na fase aguda em humanos variam desde febre, cefaleia, edema
facial, inflamacéo, parestesia lingual, vomito, hepatomegalia, esplenomegalia e dor
abdominal. Os demais sinais, podem manifestar-se por mialgia, inapeténcia, edema de
membros superiores, edema de membros inferiores, anasarca, dispneia, taquicardia,
miocardite e derrame pericardico, sendo que 100% dos pacientes apresentam edema
facial, espleno e hepatomegalia.”™

A auséncia de tratamento clinico, pode levar a infeccdo por T.cruzi a fase
cronica e praticamente por toda vida. De grande importéncia clinica para a doenca,
durante a fase crbnica, a parasitemia s é detectavel por analise de cultura sanguinea
ou xenodiagndstico. Pode caracterizar-se por ser assintomatica, mas a doenca cardiaca
torna-se comum. Aneurismas no apice do ventriculo esquerdo sdo dados como sinais
classicos de cardiomiopatia causada por doenga de Chagas. Megasindromes como
megaes6fago e megacdlon podem ocorrer, como também, danos neuroldgicos podem

ser considerados em pacientes desde a fase aguda.”

A doenca é uma zoonose complexa, tendo mamiferos como hospedeiros
reservatorios naturais.”” Mais de 200 espécies e subespécies de mamiferos e 120
espécies de triatomineos sdo conhecidas por serem susceptiveis a infeccdo por T.
cruzi.”® Qualquer mamifero pode albergar o parasito, enquanto aves e répteis sio

refratarios a infecgao’®.

A Doenca de Chagas, ocorre naturalmente em ambiente silvestre, onde T. cruzi
interage com triatomineos e mamiferos reservatorios, como marsupiais, roedores e
tatus.’”®®* Pouco se conhece sobre a epidemiologia da doenca de Chagas em tatus e seu

papel na transmisséo para infec¢cbes humanas.
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O pesquisador Carlos Chagas descreveu pela primeira vez que tatus-galinha do
género (Dasypus novemcinctus), seriam 0s principais reservatorios silvestres para
Trypanosoma cruzi.** A partir desta descricdo, diversos pesquisadores e estudos com
tatus de vida livre no continente americano, relatam estas espécies como potenciais

reservatorios para Trypanosoma spp®2.

InfecgBes experimentais foram descritas por Sherlock et al®3, com animais
apresentando sinais clinicos muito similares aos humanos. Em dois tatus (espécie ndo
identificada), os autores descrevem que 0s animais apresentaram edema generalizado
de todos os orgaos, inclusive insuficiéncia cardiaca congestiva e edema agudo de
pulmao, apos o quarto més de inoculacdo. Relatam também que foi detectado a maior
positividade dos triatomineos utilizados para o xenodiagnostico no periodo de um més,
e diminuiu consideravelmente de acordo com a evolugdo da doenca até a morte
espontanea. Os autores também relatam que a morte dos dois individuos inoculados
ocorreram praticamente no mesmo periodo, dentro do 4° més apds inoculacéo.

Ja Naiff e Barret et al®*, em estudo com infecgdo experimental em dois tatus-
peba (Euphractus sexcinctus), descrevem a parasitemia ocorrendo em até quatro dias
apos inoculacado intradérmica e morte do individuo em 10 dias.

Nos Estados Unidos, o tatu-galinha (D.novemcinctus) é considerado
reservatorio natural para T. cruzi.®' Forrester et al®, ressalta através de evidéncias
soroldgicas que 1,7% de tatus amostrados na Florida, Estados Unidos, foram positivos
para T.cruzi e 25% de amostras positivas procedentes de New Orleans.

Na Lousiana, EUA, Yaeger et al® realizaram um estudo com 80 tatus da
espécie D. novemcinctus, e através de cultura de sangue, exame microscépico direto e
o teste de aglutinacdo direta com soro destes individuos, 23 dos 80 animais analisados
confirmaram a presenca de anticorpos anti-T.cruzi.

Ja em 1991, Barr et al®® também estudando tatus-galinha, no sudoeste de
Lousiana, avaliou 98 individuos, e apenas um apresentou resultado positivo através de
hemocultura, mas ausente de lesfes histopatoldgicas caracteristicas de infecgéo por T.

cruzi.
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No Chaco Paraguaio, Yeo et al®” em estudo com tatus de vida livre, dos 38
individuos de tatus-galinha (D. novemcinctus) avaliados, 17 foram positivos, 4 de 23
tatus-peba (E. sexcinctus) e 1 de 28 Chaetophractus spp, também apresentaram
resultados positivos, sendo apenas a espécie tatu-bola (Tolypeutes matacus), com 16
individuos capturados, foram negativos através da técnica de xenodiagndstico e
hemocultura.

Também no Paraguai, em comunidades locais proximo ao distrito de San Pedro,
Fujita et al®® pesquisaram T. cruzi em animais domésticos e selvagens, e dentre dois
individuos de tatu-peba, um apresentou resultado positivo por hemocultura LIT (liver
infusion triptose).

No Gran Chaco, Bolivia, Deem et al®, utilizando o método de hemaglutinacéo,
identificaram 2/9 individuos de tatus-galinha (D. novemcinctus) que apresentaram
anticorpos anti-T.cruzi.

Na Venezuela, Morocoima et al*® analisaram e isolaram T. cruzi em seis
individuos de D. novemcinctus pela técnica de observacdo direta em lamina
(esfregaco), coloragdo por Giemsa e xenodiagnostico T.cruzi.

Na Argentina, provincia de Mendonza, Superina et al®®, estudaram e avaliaram
através do método de hemaglutinacdo, 25 individuos da espécie Zaedypus pichy
provenientes de vida livre, e apenas dois apresentaram anticorpos anti-T.cruzi, com
titulos de 1/16 e 1/64, respectivamente.

No Chaco Argentino, Orozco et al*® obtiveram dentre 195 animais analisados
através de xenodiagnostico e KDNA = kinetoplast DNA; PCR (Polymerase Chain
Reaction), 48% de tatus-galinha (D. novemcinctus) positivos para xenodiagnostico e
56% para PCR, em tatus-bola (T. matacus) 12,5% para xenodiagnostico e nenhum para
PCR, em Chaetophractus vellerosus, 6,3% dos animais foram positivos para ambos os
métodos, em tatus-peba (E. sexcinctus) nenhum animal foi detectado através de
sorodiagnostico, mas 20% apresentaram amostras positivas para PCR, e em um Gnico
individuo de Chaetophractus. villosus apresentou resultado negativo para os métodos

avaliados.
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Também no Gran Chaco argentino, utilizando o método de xenodiagndstico
e PCR, Alvarado-Ortegui et al®® estudando quatro diferentes espécies de tatus, tatu-
galinha (D.novemcinctus), Chaetophractus villosus, Chaetophractus vellerosus e o
tatu-bola (Tolypeutes matacus) encontraram um total de 6/14 individuos positivos para
T. cruzi.

Ja no Brasil, Naiff e Barret® encontraram em um tatu-peba (E. sexcinctus) de
vida livre procedente da Bahia, resultado positivo para Trypanosoma cruzi atraves da
analise por método de cultura de sangue em meio NNN (Novy-Mc Neal-Nicole). No
mesmo estudo, em 9 individuos de tatus-galinha procedentes do Para foram isolados
T. cruzi por hemocultura ou xenodiagndstico.

Roque et al®2, também analisando amostras de animais selvagens em areas de
surtos por T. cruzi, nas regides do Para, Santa Catarina e Ceara, isolaram T. cruzi em
um individuo de tatu-galinha (D. novemcinctus) no municipio de Cachoeira do Arari,
Para.

Fernandes et al’”® ndo encontraram tatus infectados nos estados do Rio de
Janeiro. Ja no estado do Espirito Santo, Antunes et al®® analisaram 61 individuos de D.
novemcinctus de vida livre e 6,55% destes foram positivos para T. cruzi utilizando
analise molecular — PCR.

Poucos estudos relatam a pesquisa de T. cruzi no estado do Mato-Grosso-Sul.
No entanto, dentre os animais selvagens capturados em uma comunidade rural para
avaliar a presenca de T.cruzi, Cominetti e Andreotti **, descrevem ter analisado em um
Unico individuo de tatu-galinha (D. novemcinctus), resultado negativo para
hemocultura pelo meio NNN (Novy-Mc Neal-Nicole).

Apenas Herrera et al% descrevem a captura de oito individuos de vida livre da
espécie E. sexcinctus para detecgdo de Trypanosoma evansi, na regido da Nhecolandia,
Pantanal do Mato-Grosso-do-Sul e apenas um individuo foi positivo através dos

métodos por microhematdcrito e biologia molecular (PCR).
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3.3 Leishmania spp

As leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande problema de
salde publica, e representam um complexo de doencas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica.®

Aproximadamente 350 milhdes de pessoas em 88 paises pelo mundo j& foram
infectadas, 72 nos quais, sao paises em desenvolvimento. Acredita-se que em torno de
12 milhGes de pessoas estdo infectadas, com um a dois milhdes de novos casos
ocorrendo a cada ano.®’

O seu principal vetor € o “mosquito-palha”, um flebotomineo pertencente ao
género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae: Phlebotomidae) responsavel pela
transmissio do protozoario Leishmania spp (Trypanosomatidae).®® Este parasito
intracelular obrigatdrio das células do sistema fagocitico mononuclear apresenta duas
formas principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor, e outra aflagelada ou amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados.®

Em humanos, a doenca pode aparecer em trés diferentes formas, cutanea,
mucocutanea e visceral com uma grande variacdo de sinais clinicos. A leishmaniose
cutanea é considerada a mais comum.%

A leishmaniose tegumentar constitui um problema de saude publica em 88
paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com
registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos. E considerada pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), como uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu
alto coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades. A LTA possui
ampla distribuicdo mundial e no Continente Americano ha registro de casos desde o
extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecdo do Chile e
Uruguai.®

indices apontam que 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no
Afeganistdo, Peru, Arabia Saudita, Siria e Brasil.%’

Encontrada praticamente em todos os estados do Brasil, sua prevaléncia vem
aumentando consideravelmente. E classificada como endémica no estado do Parana,

com registro em 289 municipios de um total de 399.%7
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No Brasil, as principais espécies de vetores envolvidas na transmisséo da
Leishmania cutanea sdo os mosquitos Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L.
umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei.*®

Outra importante zoonose para saude publica é a leishmaniose visceral,
causada pela L. (L) infantum e considerada endémica na América Latina.%®

Os cées sdo os principais reservatorios, particularmente em areas urbanas®.
Normalmente transmitida pelas atividades hematofagas de mosquitos pertencentes ao
género Lutzomia spp (Novo Mundo) e fleb6tomo (Velho Mundo).®

Epidemiologicamente, as infeccbes em cées sdo mais prevalentes que em seres
humanos, e ha um elevado nimero de animais assintomaticos que albergam parasitos
na derme.’® A L.V em cées é considerada uma doenca cronica caracterizada pela
emergéncia de inGmeros sinais clinicos como linfoadenomegalia, dermatopatias'®,
hepatoesplenomegalia e onicogrifose!®® e oftalmopatias.’® O parasito eventualmente
causa lesdo no sistema reprodutivo do macho'® e fémeas!®. E pode ser detectado no
sémem?®” e placental®®, respectivamente marcando a ocorréncia de transmissio
vertical e horizontal'®?.

Atualmente observa-se para a leishmaniose a existéncia de trés perfis
epidemioldgicos: a) Rural ou periurbana — em &reas de colonizagdo (zoonose de matas
residuais) ou periurbana, em que houve adaptacdo do vetor ao peridomicilio (zoonose
de matas residuais e/ou antropozoonose); b) Ocupacional ou lazer — em que a
transmissao esta associada a exploracdo desordenada da floresta e derrubada de matas
para construcdo de estradas, extracdo de madeira, desenvolvimento de atividades
agropecuarias, ecoturismo; (antropozoonose) c) Silvestre — em que ocorre a
transmiss3o em areas de vegetagdo primaria (zoonose de animais silvestres).%

Seus principais hospedeiros reservatdrios sdo considerados animais domésticos
(canideos, felideos e equideos), os sinantropicos (marsupiais), 0s selvagens (macacos)
e ocasionalmente os humanos.®®

Com relagdo aos animais selvagens, seu papel na manutencdo do parasito no
meio ambiente ainda nédo foi definitivamente esclarecido. Dentre elas estdo também
classificadas diversas espécies de Leishmania com ampla distribuicdo e diferentes

hospedeiros.*®
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Descritas e associadas aos xenarthras estdo a L. (Viannia) shawi, distribuida
nas regides nordeste e sudeste do Estado do Paré e regido oeste do Maranhdo. O
parasito foi isolado de amostras de visceras e pele de alguns mamiferos silvestres
como: macacos (Chiropotes satanas e Cebus apella), quati (Nasua nasua) e preguica
(Choloepus didactylus). Como estes animais sdo predominantemente arbéreos,
considera-se que o ciclo enzodtico ocorra neste ambiente, porém a transmissao para o
homem ocorre no nivel do solo.%

A Leishmania (Viannia) guyanensis: Esta limitada a regido norte (Acre,
Amapa, Roraima, Amazonas e Pard), estendendo-se para as Guianas. Encontrado em
areas que ndo alagam no periodo de chuvas. O parasito foi isolado de mamiferos
silvestres, principalmente em xenarthras, tais como a preguica (Choloepus didactylus),
e o tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) e em marsupiais como o gamba
(Didelphis albiventris). Os vetores conhecidos sdo L. umbratilis (principal vetor) e L.
anduzei.®

A primeira espécie a apresentar uma relacdo direta e possivel participacéo dos
tatus no seu ciclo de transmissao, a Leishmania (Viannia) naiffi ocorre nos estados do
Pard e Amazonas. Trés espécies de flebotomineos sdo responsaveis pela transmissdo
vetorial: L. ayrozai, L. paraensis e L. squamiventris. O parasito foi isolado e
caracterizado em tatu-galinha (D.novemcinctus) e provavelmente apresenta uma
distribuicdo geografica bem mais ampla, se esta for concomitante com a desse
hospedeiro.®

Alguns vetores também foram descritos apresentando uma relacéo direta com
tatus, como o Lutzomia intermedia, L. migonei sendo uns dos principais mosquitos
primordialmente silvestres que sobrevivem a drasticas degradacdes florestais.
Provevelmente ndo € antropofilico, e mantem sua atracdo por animais selvagens, como
demonstrado na utilizagio de tatus como “isca”'%%%* (apud Rangel et al'*?).

Ja o vetor Lutzomyia (Trichophoromyia) ubiquitalis (Mangabeira, 1942), foi
descrito quando o pesquisador estudava apenas 0s machos retirados de tocas de tatus-
galinha (D. novemcinctus) (Xenarthra) e pacas Agouti paca (Rodentia) em Belem, PA.
Foi a primeira espécie do subgénero Trichophoromyia caracterizada como vetor da

Leishmania.lt®
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O Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai € o vetor presuntivo para tatus
hospedeiros. Infec¢des graves foram detectadas em L. squamiventris, um flebotomineo
comum a humanos no Amazonas e Pard. Contudo, este flebotomineo ndo é altamente
antropofilico, fato este que é provavelmente responsavel por sua baixa taxa de infeccao
em humanos.®

Por muito tempo, os tatus tem sido suspeitos como fonte de infeccdo para
Leishmania para humanos na Ameérica do Sul, principalmente em razéo da literatura
ndo cientifica que indicava uma marcante associacdo de flebotomineos com estas
espécies.tt’

Até o momento o tatu-galinha (D. novemcinctus) é considerado o Unico
hospedeiro selvagem para Leishmania spp. Sua infec¢do geralmente ocorre em pele e
visceras aparentemente normais.''® Segundo Naiff et al''8, tatus sdo considerados os
principais reservatorios para Leishmania spp na Amaz6nia brasileira.

Poucos estudos envolvendo tatus e sua participacdo no ciclo de transmissao da
leishmania foram realizados. No Brasil, Lainson et al't"19%120 jsolaram e
caracterizaram Leishmania spp em tatus no Estado do Para.

Também na regido norte, Amazénia, Lainson et al'!’ analisaram 14 individuos
de tatus-galinha através do método de cultura de sangue, e fragmentos de baco, figado
e pele em meio NNN (agar-sangue). L.brasiliensis foi isolado de amostras de trés
individuos. Ndo houve isolamento de amostras de pele, mas quando inoculado em
hamsters, desenvolveram les6es nodulares.

Leishmania (Viannia) naiffi também foi isolada por Lainson et al*!’ e Naiff et
al*'® em um total de 10 de 64 tatus-galinhas e em um tatu-de-quinze-quilos (Dasypus
kappleri), utilizando de técnicas de cultura com amostras de tecido como pele, figado,
baco, sangue e linfonodos subcutaneos.

Estudos mais recentes desenvolvidos por Richini-Pereira et al,*?! analisaram
através de técnica de biologia molecular (PCR) amostras de figado, bago, pulméo, rins,
coracdo, linfonodos mesentéricos e glandulas adrenais de animais selvagens
atropelados em rodovias no estado de Sdo Paulo, dentre eles, trés tatus-galinha (D.
novemcinctus), um tatui (D. septemcinctus) e um tatu-peba (E. sexcinctus). Apenas na
amostra de figado do individuo de D. septemcinctus procedente da regido de Botucatu

foi isolado Leishmania spp.
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3.4 Paracoccidioides brasiliensis

O Paracoccidioides brasiliensis é 0 agente causador da paracoccidioidomicose
(PCM), antigamente conhecida como Blastomicose sul-americana ou Moléstia de
Lutz-Splendore Almeida.'?? Apesar de considerada a micose sistémica mais prevalente
em areas rurais da América do Sul,*?® dados epidemioldgicos indicam uma abrangente
distribuicdo geografica de P. brasiliensis na América Central e do Sul, do México a
Argentina.?

A PCM, autoctone da América Latina, apresenta maior incidéncia no Brasil
(80% dos casos), Argentina, Colémbia e Venezuela.'??

No Brasil é endémica, tendo a maior concentragdo de casos reportados nas
regides sul, sudeste e centro-oeste. Tem sido relatada a ocorréncia de casos em areas
de colonizacdo mais recente submetidas a desmatamento, como em partes da
Amazo6nia, atingindo areas dos Estados do Maranhdo, Tocantins, Para, Mato Grosso
Rondonia, Acre e Amazonas, onde a paracoccidioidomicose pode ser considerada uma
micose sistémica emergente.??

PCM possui um impacto social significante na maioria dos paises latino-
americanos. Em parte, por afetar principalmente trabalhadores rurais durante o periodo
de atividade da sua vida. Ndo ha medidas de controle. O tratamento é frequentemente
dificil e prolongado. Pacientes periodicamente precisam de hospitalizacdo o que eleva
0 custo do tratamento.1%

Estima-se que mais de 10 milhdes de individuos tenham se infectado com P.
brasiliensis, adquirido por inalacdo, no qual atinge o epitélio pulmonar e transforma-
se em uma espécie de levedura parasitaria.'?*

A forma humana de (PCM) na qual a ocorréncia da sequela é outro fator
importante, frequentemente causa disfuncdo pulmonar, sérias deformacdes
dermatoldgicas e outras limitagcdes.'®® Estas variacbes de manifestacdes clinicas
podem ser brandas ou de formas assintomaticas, a severas doengas disseminadas

muitas vezes fatais.!?*
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Duas formas distintas de PCM sédo observadas: Uma forma aguda, que ocorre
em pessoas jovens de ambos 0s sexos e parece desenvolver mais rapidamente assim
que ocorre a infeccdo primaria. E uma forma crbnica ou adulta observada
principalmente no sexo masculino e caracterizada por um longo periodo de laténcia,
que como descrito em alguns casos pode durar de 30 a 40 anos.*?®

A primeira caracteriza-se por comprometimento pulmonar, lesdes ulceradas de
pele, mucosas (oral, nasal, gastrointestinal), linfoadenopatia; na forma disseminada,
pode acometer todas as visceras, sendo frequentemente afetada a supra-renal. A
segunda é rara e, quando ocorre, compromete o sistema fagocitico-mononuclear e leva
a disfuncdo da medula déssea. Na cavidade oral, evidencia-se uma estomatite, com
pontilhado hemorrdgico fino, conhecida como ‘“estomatite moriforme de Aguiar-
Pupo”.126

Acredita-se que o solo e as plantas sejam o habitat ideal para o P. brasiliensis!?®
e 0 homem era tido como Unico hospedeiro animal até o recente reconhecimento de
tatus naturalmente infectados por esse fungo em regides endémicas da micose.*??

Ja foram descritas evidéncias de infeccdo natural para P. brasiliensis em alguns
animais selvagens através de testes intradérmicos e sorodiagndstico. Porém, apenas
em amostras de visceras de tatus que este patogeno pdde repetidamente ser isolado!?’
129 (apud Bagagli et al*”).

Existe uma estreita relacdo entre P. brasiliensis e os tatus, e ainda ndo se sabe
completamente se esta é comensal ou parasitaria. Em estudos sobre tatus-galinha (D.
novemcinctus), o fungo foi identificado em animais jovens e adultos, de ambos os
sexos, sem apresentacdo de sinais clinicos aparentes de PCM.'% A prevaléncia de
infeccdo por P. brasiliensis em tatus-galinha (D. novemcinctus) é alta. Dados
publicados na literatura indicam que aproximadamente de 100 individuos examinados,
37% albergam o P. brasiliensis em seus 6rgdos. Em alguns municipios brasileiros
localizados em areas hiperendémicas para PCM, o fungo foi isolado em 75-100% dos

animais avaliados.®®
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Associacdo entre P. brasiliensis e o tatu-galinha (D.novemcinctus) foi
primeiramente observada em 1986 com animais provenientes da regido Amazoénica
por Naiff et al.'3* Foram isolados em 4 de 20 individuos de D. novemcinctus
procedentes da regido de Tucurui, estado do Pard, utilizando o método de cultura,
inoculacdo em hamster (via intradérmica e intraperitoneal) e confirmados através de
exames histolégicos.

Estudando 21 tatus de vida livre capturados na regido de Ibia, Minas Gerais,
Silva-Vergara et al'®? através do método de cultura, isolamento e detec¢do por PCR,
apresentaram pela primeira vez a evidéncia da presenca deste patdgeno em pulmé&o de
tatus-galinha (D. novemcinctus) com granuloma contendo células fangicas, atribuidas
ao P. brasiliensis. O que corrobora com estudos realizados por Bagagli et al*°, no qual
descreve elementos fungicos, compativeis com P. brasiliensis observado em
linfonodos, figado e pulmdes de alguns individuos de tatus estudados, e que podem
indicar uma condicdo da PCM ativa em alguns deles.

Estudos realizados por Bagagli et al®® analisaram em é&rea considerada
endémica na regido de Botucatu, estado de Séo Paulo, amostras de solo e de animais,
onde conseguiu-se isolar P. brasiliensis em amostras de solo e em 10/15 individuos de
tatu-galinha (D. novemcinctus) estudados.

Em outra area rural também considerada endémica do estado do Espirito Santo,
Fernandes et al'® utilizaram a técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) contendo glicoproteina purificada gp43 e gp70 capaz de detectar e classificar
anticorpos IgM e IgG para P. brasiliensis. Na analise, de 47 individuos de tatu-galinha
(D. novemcinctus) de vida livre, anticorpos IgM para gp43 foram detectados em 7
individuos, (14,8%) e anticorpos IgG detectados em 20 individuos (42,5%).
Anticorpos para gp70 foram detectados em 10 individuos (21,3%) e anticorpos 1gG
detectados em 18 (38,3%).

Richini-Pereira et al*** descreveu a detecgdo de P. brasiliensis através de PCR
em um estudo com xenarthras (tamandués e tatus) em area endémica na cidade de
Botucatu, Sdo Paulo, sendo (n=06) individuos procedentes de atropelamento, (n=08)
naturalmente mortos, (n=09) que vieram a ébito em cativeiro e (n=02) capturados na
natureza (n=02), sendo trés espécies de tatus (D. novemcinctus, E. sexcicnctus e

Cabassous spp).



24

Dentre os vinte individuos de tatus analisados em diferentes amostras de tecido,
sete (D. novemcinctus) foram positivos. E em um destes, a amostra de tecido foi
isolado P. brasiliensis em meio de cultura.

Outras espécies de tatus também fizeram parte de pesquisas envolvendo o
isolamento e detecgdo P. brasiliensis. Richini-Pereira et al**> também identificaram
este agente utilizando a técnica de Nested-PCR na espécie tatui (Dasypus
septemcinctus) na regido de Botucatu, Sao Paulo,

136 obtiveram

Na mesma regido endémica de Botucatu, Bagagli e Simdes
resultados positivos com amostras de bago e figado de D. hybridus, mas com
resultados negativos para cultura e isolamento.

Foram realizadas algumas tentativas de isolamento de P. brasiliensis em outras
quatro espécies de tatus; tatu-de-quinze-quilos (D. kappleri), tatu-peba (E. sexcinctus),
tatu-mulita (D. hybridus) e o tatu-de-rabo-mole-grande (Cabassous tatouay), mas nao
obtiveram cultura com resultado positivo.*

Além do Brasil, Corredor et al™®” também descreveram o isolamento de
P.brasiliensis em tatus-galinha (D. novemcinctus) na Colémbia e a participacdo do
tatu-de-rabo-mole (Cabassous centralis) como mais um hospedeiro para este
patdgeno.®

Estudos envolvendo ndo apenas individuos de tatus foram realizados, mas
pesquisadores como Tercarioli et al**®, descreveram também o isolamento deste
patégeno em amostras de solo de tocas de tatus-galinha. Mais tarde, em outro estudo
que corrobora com estes resultados, foi realizado por Arantes et al**°, no qual
descreveram o isolamento através de cultura e deteccdo por PCR de P. brasiliensis em
5 de 6 (positividade de 83%) amostras de aerossol de tocas de tatus, e em um individuo

de tatus-galinha (D. novemcinctus) no mesmo local de estudo.
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3.5 Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae é um parasita intracelular obrigatorio, que infecta
nervos perifeéricos, causando uma doenga transmissivel cronica, conhecida como
Hanseniase. Considerada uma das mais antigas doencas que acomete 0 homem, as
referéncias mais remotas datam de 600 a.C. e procedem da Asia, que, juntamente com
a Africa, sdo consideradas o berco da doenca. Estima-se que mais de dois milhdes de

pessoas apresentam sequelas de hanseniase.*

Aproximadamente 90% dos casos no mundo estdo concentrados em apenas seis
paises, India, Brasil, Nepal, Myanmar, Mocambique Madagascar.!*? Globalmente, o

Brasil é o segundo pais com maior nimero de casos, depois da india.'*®

No Brasil, no periodo de 2007 a 2014, uma média de 37.000 casos novos foram
detectados a cada ano. As regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste sdo consideradas
mais endémicas, com areas de importante manutencéo da transmissdo.*! Esta doenca
¢ temida devido aos danos causados por seus sinais clinicos como auséncia de
sensibilidade em maos e pés, cegueira e face desfigurada.’** Os sinais clinicos e
deformidades causados pela hanseniase tornou esta doenca ameacadora e com estigma

social encontrado até hoje.1*°

Em seres humanos, possui uma capacidade de infectar um grande nimero de
individuos, e a0 mesmo tempo apresenta uma baixa patogenicidade. Esta caracteristica
esta relacionada ndo apenas a funcgdes intrinsecas do agente, mas também da sua

relagdo com o hospedeiro e ao grau de endemicidade do meio.'*

A hanseniase € transmitida principalmente pelas vias respiratorias superiores
de pacientes multibacilares ndo tratados (virchowiano e dimorfo), sendo também, o
trato respiratorio a mais provavel via de entrada do M. leprae no corpo. E uma doenca
de notificagdo compulsoria em todo o territério nacional e de investigacdo
obrigatéria.}* Lavania et al**, acreditam que a transmissdo do bacilo ocorra através
de descarga nasal pela boca e em menor grau, pelo contato direto de uma pessoa
infectada ao individuo susceptivel. Porém na hanseniase 0s mecanismos de

transmissdo ainda ndo foram claramente estabelecidos.'*
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Apesar do ser humano ser a Unica fonte de infeccdo reconhecida, outras

possiveis fontes de transmissdo para M.leprae ja foram previamente identificadas,

146 145 147

como a agua*°, solo**, vegetacdo**’ e artropodes (pulgas, besouros, mosquitos e
moscas)*® em dareas endémicas, também em animais selvagens como macacos
mangabeys, chimpanzés e tatus).!4>10 Pesquisas evidenciam especificamente os tatus-
galinha (D. novemcinctus), no qual demonstrou lesbes caracteristicas especificas para

hanseniase, similares aos seres humanos.%°-1%7

Em 1971, Kirchheimer e Storrs®™® infectaram tatus experimentalmente e em
1975 uma doenca com caracteristicas de hanseniase foi relatada por Walsh**® em tatus
galinha selvagens. No entanto, descobriu-se que a hanseniase poderia ser naturalmente
adquirida em tatus selvagens, demonstrando que a doenca ndo estava limitada apenas
aos humanos, sugerindo que os tatus poderiam transmitir hanseniase. >

A partir dai, comecaram a investigar as possiveis origens de infeccdo destes
animais, e publicaram vérias pesquisas com resultados semelhantes a hanseniase em
diferentes areas geograficas dos Estados Unidos. Em 1971 e 1972 Kirchheimer e
Storrs®™! e Kirchheimer et al'?, relataram pela primeira vez uma infeccdo e
transmissdo de hanseniase em tatus-galinha (D.novemcinctus) inoculados previamente
com M. leprae humano. Andlise histopatoldgica das lesdes demonstraram ser
similares a infeccdo de hanseniase em pacientes humanos.

No periodo de janeiro de 1974 a junho de 1978, ja haviam sido examinados
396 tatus selvagens, onde 306 eram provenientes da Louisiana e o restante da Florida
e Texas. Apenas um animal (0,3%) apresentou sinais clinicos de micobacteriose
generalizada, e que foi confirmada por exames histopatoldgicos.*6°

Walsh et al*® relataram que 49 tatus foram capturados na Lousiana e
diagnosticados com lesfes idénticas a hanseniase experimental. No mesmo estado,
Smith et al,*®* descrevem uma prevaléncia de 10% (2/20) individuos de tatus-galinha,
(D.novemcinctus) com infeccdo disseminada e lesdes em posicdo inferior a carapaca
dorsal, concluindo que carapaca poderia ter sido a porta de entrada para a infecgéo.

Através do mapeamento geogréafico da regido do Texas e Louisiana, Smith et
al*®! detectaram 4,66% de 451 tatus infectados na Costa do Golfo do Texas. As taxas

de prevaléncia locais variaram de 1% a 15,4%.
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A prevaléncia de 2% de 494 individuos foi reportada por Job et al'®? em um
estudo histopatolégico com tatus-galinha atropelados em rodovias na Lousiana. Os

mesmos autores'®

, através de analises moleculares, descrevem a deteccdode
fragmentos de DNA de M. leprae em 53% em linfonodos inguinais de tatus
selvagens procedentes da Louisiana. Ainda com populacdes de tatus selvagens do
estado da Louisiana, Walsh et al*®* e Smith et al'®® também relataram indices de
prevaléncia mais elevados entre 4 a 30%.

Também na Louisiana, analises histopatoldgicas, sorodiagnostico e biologia
molecular (PCR) realizados por Clark et al'®®, revelaram achados idénticos aos
humanos infectados por M.leprae, na espécie tatu-galinha (D.novemcinctus). Mais
tarde, Paige et al®!, encontraram uma prevaléncia de 19% em 415 tatus analisados
durante um periodo de 4 anos na Louisiana.

Resultados negativos de animais analisados para M. leprae também foram
relatados por Kirchheimer e Sanches'®’ e Clark et al'®® nos estados da Louisiana e
Texas, como também para Alabama, Florida, Arkansas, Gedrgia e Mississipi segundo
Walsh et al'®*, Howerth et al*®® e Kirchheimer e Sanches.!%8

Desde a descoberta do glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), um antigeno especifico
do M. leprae, a presenca de anticorpos IgM anti-PGL-1 em pacientes hansenianos e
seus contatos, tem sido relatada por diversos autores como Truman et al*’, Stallknecht
et al*’t, Duthie et at’2, Truman et al*’®,

Utilizando esta técnica, Truman et al'’® diagnosticaram uma prevaléncia de
15.8% (84/530) enquanto as analises histopatoldgicas detectaram (17/493) ou 3-4% de
prevaléncia nos individuos de tatus-galinha (D.novemcinctus) analisados.

Em estudos mais recentes, com auxilio de biologia molecular (PCR), Loughry
et al'’ analisaram 500 amostras de tatus-galinha (D.novemcinctus) de populagdes do
Mississipi, Alabama e Georgia, nas quais a propor¢do de individuos infectados variou
entre 0 e 10% e confirmaram a ocorréncia em tatus provenientes do Texas e Flérida.
Ainda segundo os autores, apesar de raro, individuos positivos foram identificados em

regides do Leste, onde previamente eram consideradas areas sem histérico de infecgéo.
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No entanto, estudos desenvolvidos por Skinsnes et al'”® com 233 tatus,
sugeriram a possibilidade da doenca na natureza ser procedente de tatus cobaias que
escaparam, ou através da contaminacdo do ambiente por descarte impréprio de
carcacas e outro material contaminado por pesquisadores do centro de pesquisa onde
tatus foram mantidos para infecgéo experimental.

Ja segundo Truman et al*’®, afirmam que a aparente distribuicdo geografica de
infeccdo de tatus por M. leprae, alimenta continuamente a especulacdo que a
hanseniase nos Estados Unidos tenham ocorrido por mecanismos naturais ou através
de seu ambiente.

Truman et al'”’, também descreveram que tatus selvagens na Louisiana
naturalmente infectados com M. leprae albergavam o tipo 3 da cepa Europeia/Norte
Africana (SNP). Tais resultados, reforcam a hipétese de que tatus poderiam ter uma
participacdo na transmissdo da hanseniase humana, mas este papel ainda € incerto.

Em outro estudo comparativo de amostras de pacientes humanos com
hanseniase e tatus também portadores, Truman et al*’®, concluiu que ambos
albergavam a mesma estirpe de M. leprae.

Mais recente, uma cepa zoonoética que diferencia das encontradas no Texas e
Louisiana foi identificada em 10 pacientes humanos e em diversos tatus do Sul da
Flérida, onde os tatus foram considerados livres de infecgdo 20 anos atras.'’® Os
estudos utilizando sorodiagndésticos nos estados do Texas e Louisiana demonstraram
que apesar dos tatus selvagens daquelas regides tenham apresentado taxas elevadas de
anticorpos anti-Mycobacterium leprae, ainda sim, foi baixa a prevaléncia da doenca

em humanos. &

Enquanto a hanseniase sugere ser comum em tatus nos Estados Unidos, a
doenca recebe pouca atencdo e informacao disponivel em outros paises.!*® Apesar de
poucos estudos, o0 M.leprae ja foi descrito infectando tatus em uma ampla distribuicéo
geografica nas Américas. Casos naturais da ocorréncia de hanseniase em tatus de vida

livre estdo relatados no México'®, Coldmbia'®!, Argentina'®? e Brasil.18318
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Na cidade do México, Amezcua et al*®, encontraram um individuo entre 96
tatus através da técnica de inoculagdo em camundongos, porém nenhum individuo
apresentou sinais histopatoldgicos. Smith et al'®® |, demonstraram que a hanseniase foi
altamente prevalente 21/451 individuos nos municipios ao longo da costa do Texas e
estendendo-se pelo México. Os autores tambeém destacam que os tatus foram uma
fonte de transmissdo em potencial para as pessoas nascidas no Meéxico.

Na ilha de Grenada, Caribe, ndo foi encontrada evidéncia de M. leprae entre 0s
tatus da regido®’®.

No Brasil, Opromolla et al'®, descrevem M.leprae em individuos de tatus-
peba (Euphractus sexcinctus) de vida livre procedentes de Belém, e em tatus-galinha
(D. novemcinctus) e tatu-de-rabo-mole (Cabassous spp) procedentes de Bauru, Sdo
Paulo. Sendo que apenas dois animais da espécie tatu-galinha (D. novemcinctus)
apresentaram reacdo a infeccdo experimental sistémica, com a presenca de nodulos
apos inoculacdo experimental com o M. leprae.

Em 2002 Deps et al*®’, avaliaram 14 tatus da espécie D. novemcinctus em uma
area rural de elevada endemicidade do Estado do Espirito Santo. Nenhum dos animais
estudados apresentou lesdes macroscépicas sugestivas de hanseniase, porém cinco
individuos foram positivos na anélise por PCR. Em outro estudo através de testes de
hibridizacdo de DNA, Deps et al*® descrevem M.leprae em 12% de amostras de
sangue e 53% de amostras de tecido de 53 tatus galinha selvagens no Espirito

Santo.

Estudos mais recentes detectaram tatus infectados naturalmente por M.leprae
em uma area considerada hiperendémica no estado do Ceara, e ndo apenas na espécie
D. novemcinctus, mas também em individuos de Euphractus sexcinctus.3184

Em inquéritos epidemioldgicos no sudoeste dos Estados Unidos e no Brazil,
houve relatos do potencial fator da associacéo da ingestdo de carne ou algum contato
prévio com tatus e pacientes portadores de hanseniase, quando comparados com
populagBes controle.18318%1% porém, em diversos estudos, ndo foi confirmada esta
associacdo relacionada a exposicdo, contato com tatus, nem ao consumo de sua

carne. 19519
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4 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de cinco patdgenos zoonaticos
de importancia para satde publica em tatus de vida livre, em uma éarea no Pantanal da
Nhecolandia e de tatus atropelados em trés principais rodovias federais no bioma

Cerrado do estado do Mato Grosso do Sul.

4.1 Obijetivos especificos

a) Monitorar e avaliar a prevaléncia dos patdgenos zoon6ticos em quatro espécies
de tatus; tatu-canastra (P. maximus), tatu-peba (E. sexcinctus), tatu-galinha (D.
novemcinctus) e o tatu-de-rabo-mole (C. unicinctus) do Pantanal da
Nhecolandia atraves do metodo de sorodiagndstico para Trypanosoma cruzi,
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, Toxoplasma gondii e pelo método
de diagnostico molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para 0s

patdgenos Mycobacterium leprae e Leishmania spp;

b) Avaliar e monitorar a prevaléncia de patégenos zoon6ticos em quatro espécies
de tatus mortos atropelados em trés principais rodovias federais do estado do
Mato Grosso do Sul, através do método de diagndstico molecular por Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR); para Leishmania spp, Paracoccidioides

brasiliensis e Mycobacterium leprae;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Area de estudo — bioma Pantanal

No bioma Pantanal, o programa proposto para o estudo foi conduzido no Hotel
Fazenda Baia das Pedras, uma area de 14.000ha localizada no municipio de
Agquidauana, (21 K 0627555 UTM 7870292), sub-regido da Nhecolandia, Pantanal,
Mato-Grosso do Sul, Brasil e que tem como principais atividades econdmicas a
pecudria extensiva e o turismo ecoldgico. Sua &rea e a distribuicdo espacial dos

individuos capturados estdo representados na Figura 1.



32

[euelURd OU SOpPRJISOLR SN1E] 9P SONPIAIPUI SOP [eldedsa 0RdINgLISIP @ opnise ap eale ep edey - T vinbi4

VHdLSYNVYDO Nivl
0l13rodd

Ing 1z 0sn4 W1 ogdeloid
696} uedIBWY Ynog wmeq

14 4 3 0
wy

N

seipad sep eleg - syl u
eyelboipiH
eqad-ne] ¢
eyuieb-mel ¢
a|ow-oqel-ap-nie|
enseued-nel &

epuazey ep opag

epuaban

(seupad sep e

einjog

liseig

|jeuoifal oedez|eso]

000529

000029

000519

0000982

0005982

000082

000S28L

000088L




33

5.2 Captura dos animais e colheita de amostras bioldgicas

Como parte integrante do projeto de pesquisa e conservacéo intitulado “Projeto
Tatu-Canastra — Pantanal”, coordenado pelo Bidlogo Arnaud J. L. Desbiez, o projeto
apresenta como seu principal objetivo o levantamento de informagdes sobre a ecologia
e histéria natural, analise e monitoramento das condicdes de salde dos tatus desta
regido, em andamento desde 2011. O nimero amostral estimado para este estudo foi
embasado nos resultados das atividades das campanhas de campo (duracéo de 15 dias
por més) realizadas previamente desde Maio de 2011. Um total de 43 individuos de
vida livre foram capturados, sendo (16 P. maximus; 17 E. sexcinctus; 02 D.
novemcinctus e 08 C. unicinctus) durante os meses de Junho de 2011 a Janeiro de
2015.

Para a colheita de material biol6gico no Pantanal, os animais foram contidos
manualmente pelos técnicos para realizacdo do procedimento de anestesia, sendo
administrado com auxilio de uma seringa, a associacdo de farmacos anestésicos
previamente estabelecida e extrapolada por alometria, dado pela combinacdo dos
seguintes farmacos. Tartarato de Butorfanol (0,1 mg/kg) + Cloridrato de Detomidina
(0,1 mg/kg) + Cloridrato de Midazolam (0,2 mg/kg) e suplementado com Cloridrato
de Cetamina (10 mg/kg). A eleicdo deste protocolo justifica-se devido ao fato de ser
passivel de total reversdo, através do uso de reversores especificos como; Naloxone
(0,04 mg/kg) ou Naltrexone para reverter o Butorfanol, loimbina (0,125 mg/kg) para
a Detomidina e o Flumazenil (0,01 mg/kg) para reverter o Midazolam.

Em todas as espécies capturadas, esta associacdo foi aplicada através da via
intramuscular profunda na regido dos quadriceps (entre os misculos semimembranoso
e semitendinoso). Durante 0 manuseio, 0s animais tiveram os olhos umedecidos com
pomada epitezam® para prevenir o ressecamento da cornea e utilizado vendas para

reducao de estimulos visuais.
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Durante o procedimento anestésico, 0s animais permaneceram sob hidratacao
por infusdo continua pela via subcutanea com soro fisiolégico (cloreto de s6dio 0.9%),
previamente calculado para a espécie e peso do animal capturado. O monitoramento
dos pardmetros fisiologicos incluiu, ritmo e frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratdria, temperatura retal e saturacdo de oxigénio através do uso do aparelho de
oximetria de pulso (Nellcore®). Outros procedimentos realizados durante a
imobilizacdo incluem a colocacdo de radiotransmissores, microchip, pesagem,
biometria, sexagem, colheita de sangue, amostras de fezes, swabs, coleta de
ectoparasitos, bidpsias de pele e avaliacdo clinica do estado geral do animal (presenca

de ferimentos, cicatrizes ou fraturas).

Amostras de sangue foram colhidas através de puncéo venosa da veia femoral
com tubos a vacuo. O volume colhido consiste de um total de até 40 ml de sangue para
individuos adultos de tatu-canastra, até 15 ml para o tatu-peba (E. sexcinctus) e tatu-
galinha (D. novemcinctus) e 5 ml para os tatus-de-rabo-mole. O soro foi separado por
centrifugacdo, dividido em aliquotas de 0,5 a 1 ml e, em seguida, congelados a 20°C
negativo. Fragmentos de tecido (bidpsia de orelha) com aproximadamente 1 cm,
também foram colhidos e armazenadas em eppendorf com solucdo etanol 99% para
deteccdo de M. leprae e Leishmania spp, através de biologia molecular, (PCR).

A equipe realizou um exame clinico minucioso sobre as condicGes gerais de
salde (como presenca de alguma ferida ou lesdo externa, cicatrizes, condi¢des das
patas, infestacdo de ectoparasitos), todas as informacGes foram descritas e
armazenadas em fichas individuais (anexo) e identificadas para posterior analise em

conjunto com os resultados dos exames colhidos do animal capturado.

Os protocolos anestésicos utilizados, seus efeitos, os parametros vitais, 0s
dados e informacdes gerados durante a anestesia e recuperacdo, foram também
cuidadosamente armazenados em fichas anestésicas individuais identificadas. Todas
as informac0es sdo avaliadas continuamente pela equipe, de maneira a diminuir 0s
potenciais efeitos adversos da anestesia e promover um melhor bem-estar aos animais

capturados.
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5.3 Marcagéo dos animais

Os individuos capturados em vida livre na fazenda Baia das Pedras foram
marcados com microchips numerados e identificados individualmente a fim de
distinguir os animais j& previamente amostrados durante o periodo de estudo. Esta
identificacdo também auxiliard no monitoramento e identificagdo em longo prazo dos

animais amostrados de uma determinada populacdo e mapeamento de sua distribuicao.
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5.4 Area de estudo — bioma Cerrado

5.5 Projeto Estradas — Levantamento de Animais Atropelados - Mato

Grosso do Sul

Associado ao projeto de pesquisa realizado na Fazenda Baia das Pedras —
Pantanal da Nhecolandia, com ecologia e epidemiologia de tatus em seu habitat
natural, ocorreu em paralelo entre os anos de 2013 e 2014, o projeto de pesquisa para
avaliacdo da variabilidade genética com animais selvagens atropelados, coordenado
pela Engenheira Florestal Patricia Medici e o Bidlogo Arnaud J. L. Desbiez, em trés
principais rodovias federais do Mato Grosso do Sul, tendo como marco zero a cidade
de Campo Grande. As estradas de eleicdo foram determinadas de acordo com o alto

indice de atropelamento e diversidade de espécies selvagens.

Durante um ano, o projeto percorreu a cada quinze dias, trés diferentes rodovias
federais (BR 262, 163 e 267) que iniciam ou fazem parte do acesso a cidade de Campo
Grande - MS, e que transcorrem o bioma Cerrado. Cada percurso obteve em media
600 km, percorridos de carro, a uma velocidade média de 60 km/hr, com dois
observadores focados em cada lado da rodovia a procura de animais mortos
atropelados. Foram colhidos material biolégico de 10 individuos, entre Janeiro a
Marco de 2013, sendo apenas 07 destas viaveis para analise, 06 tatus-pebas

(Euphractus sexcinctus) e 01 tatu-galinha (Dasypus novemcinctus).
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5.6 Colheita de material bioldgico — bioma Cerrado

Durante a colheita do material bioldgico, precaugdes assépticas foram tomadas
a fim de evitar contaminacdo das amostras. Roupas, equipamentos de protecdo
individual (EPI’s) e materiais estéreis foram de uso obrigatorio para todos 0s membros

da equipe.

A partir da identificacdo de individuos de tatus atropelados, fragmentos de
tecido (amostras) foram obtidos apenas de animais mortos considerados recente (1-10
horas), e aparentemente com os 6rgdos integros, descartando os individuos em estagio
avancado de autolise. Para este estudo, um conjunto de fragmentos (pulméo, figado e
baco) de 07 individuos 6 tatus-pebas e (Euphractus sexcinctus) e 1 tatu-galinha
(Dasypus novemcinctus) foram colhidos fragmentos de tecido (biopsia) de orelha,
figado, baco e pulméo de aproximadamente 2 cm e armazenados em frascos com
solugdo de etanol absoluto (99%) em frascos individuais para cada fragmento e

individuo.

A posicdo geografica de cada individuo encontrado foi armazenada em
aparelhno de GPS (Global Position System), e seus dados mantidos em fichas

individuais para realizacdo da necropsia no local.



39

5.7 Consideracdes éticas

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de ética e utilizagdo de
animais — CEUA do Instituto de Medicina Tropical — USP. E esta sob licenca do
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade—SISBIO nimero 27587-6.
Por este estudo ser parte integrante de um projeto de pesquisa e conservacao destas

espécies, nenhum animal foi submetido a eutanasia.
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5.8 Andlises laboratoriais

Neste capitulo serdo descritos os méetodos de diagnostico e analises

laboratoriais de elei¢do para este estudo e respectivos patdgenos.

5.8.1 Teste soroldgico para deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

Para deteccdo de anticorpos anti-T.gondii foi utilizado o teste de aglutinacao
modificada (MAT) de acordo com o protocolo descrito na literatura’®”1% com
pequenas modificacdes, realizado no Laboratorio de Protozoologia do Instituto de

Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo.

A producdo do antigeno foi desenvolvida através da infeccdo conjunta de T.
gondii (taquizoitos da cepa RH) com células de sarcoma, a fim de aumentar a
quantidade de parasitas recuperados por lavagem intraperitoneal. Apos a filtracdo, a
suspensdo de T. gondii é diluida v/v em solucdo de formaldeido 6% (diluido em
solucdo fisioldgica 0,9%) overnight e mantida em temperatura ambiente.
Posteriormente, a solucéo é centrifugada 3 X a 600 g por 10 minutos e o sedimento
ressuspenso em 50 ml de solucéo fisioldgica 0,9% para remocdo dos debris celulares
e formaldeido. Em seguida, os parasitas sao suspensos em tampdo Borato pH 8,7 e

ajustados para uma concentracéo final de 108 taquizoitos/ml.

Para padronizacdo da concentracdo ideal de taquizoitos na suspensao
parasitaria do MAT, sdo testadas dilui¢cdes seriadas na base 2, partindo de 1/5 até 1/20
de antigeno diluido em tampdo Borato pH 8.2, contendo Azul de Evans, frente aos
soros controle positivo e negativo nas diluicdes 1/16, 1/32 e 1/64 em tampao Borato

pH 8.2. A reacdo ¢ realizada em placas de 96 pocos de fundo em “V”.

Sé&o adicionados na placa 25 pl das amostras de soro, nas diluigdes 1/16, 1/32
e 1/64 respectivamente seguidos de 25 pl de tampé&o Borato pH 8.2, contendo 0,2% de

Azul de Evans e posteriormente 50 ul do antigeno nas diluigdes 1/5 até 1/20.
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Em todas as placas, sdo testados como controle da reagdo, pogos contendo
tampé&o Borato pH 8.2, PBS e antigeno puro, que sdo ensaiados nas mesmas condi¢oes
das demais amostras. Sao utilizadas como controles positivos amostras de soro de
camundongos experimentalmente infectados com T. gondii. As placas séo

homogeneizadas e mantidas em temperatura ambiente overnight.

ApOls padronizacdo inicial, a suspensdo parasitaria foi ajustada para a
concentracdo ideal padronizada de antigeno e mantida a 4°C em tampédo borato
contendo Azul de Evans. A figura 2 mostra a padronizagdo do antigeno de T.gondii

para a reacdo do MAT. A melhor dilui¢do do antigeno para a reacéo foi 1:10.

Apo6s padronizacdo da concentragdo antigénica, as amostras de soro de tatu
foram ensaiadas de acordo com o protocolo a seguir: as amostras de soro foram
diluidas 1:25 em PBS e, em seguida, foram adicionados 25l de cada soro diluido para
placas de 96 pogos de fundo em “V”. Posteriormente, foram adicionados 25ul de 2-
mercaptoetanol e 50ul do antigeno diluido em 1:10. As placas foram homogeneizadas

e mantidas em camera escura overnight.
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5.8.2 Teste sorologico para deteccdo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi

Para detecc¢do de anticorpos anti-T.cruzi foi utilizado o teste de hemaglutinacao
indireta, empregando-se o kit comercial Imuno-HAI — Chagas (Wama®), realizado no
Laboratorio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de

Sao Paulo, Séo Paulo.

Todas as amostras (n=43) foram ensaiadas de acordo com as instrucdes do
fabricante. Brevemente, as amostras de soro foram diluidas em 1:32 em diluente com
2-mercaptoetanol fornecido pelo kit e, em seguida, foram adicionados 50pul de cada
soro diluido em placas de microtitulacdo de fundo em “V”. Posteriormente, adicionou-
se 25ul de suspensdo de hemacias sensibilizadas com T. cruzi. Em todas as placas
foram testados um soro controle positivo e um controle negativo, ambos, presentes no

kit. As placas foram, entdo, homogeneizadas e mantidas em repouso por 1 hora.

A partir da leitura macroscépica do teste, interpretou-se como positivas, todas
as reacdes que resultaram na formacéo de uma rede ou malha semi-transparente sobre
o fundo das cavidades. Por outro lado, as reacdes foram consideradas negativas quando
se formou um botdo escuro, nitido, uniforme e sem halo reagente no fundo das
cavidades. A titulagio das amostras reagentes foi realizada diluindo-se as amostras na

razdo 2 a partir da diluicdo 1:32.
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5.8.3 Teste soroldgico para detecgdo de anticorpos anti-Leishmania (L)

infantum chagasi

Para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania (L.) infantum chagasi foi
utilizado o teste de aglutinacdo modificada de acordo com o protocolo descrito também
para deteccdo anti-T.gondii. As amostras foram submetidas para analise no
Laboratorio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de

Sao Paulo, Sao Paulo.

Para padronizacdo dos ensaios foram utilizados soros de cdes (Canis lupus
familiaris) infectados com leishmaniose visceral como controle positivo e soro de cées

sadios como controle negativo.

Para producdo do antigeno sdo utilizados promastigotas de L. (L.) infantum
chagasi cepa (MHOM/BR/1972/LD) mantidos in vitro. A suspensao de L. (L.)
infantum chagasi foi diluida v/v em solucdo de formaldeido 6% (diluido em solugéo
fisioldgica 0,9%) e mantida overnight em temperatura ambiente. Posteriormente, essa
solucdo € centrifugada 3 vezes a 600g por 10 minutos e 0 sedimento ressuspenso em
50 ml de solucédo fisioldgica 0,9% para remocdo do formaldeido. Em seguida, 0s
parasitas séo suspensos em tampao Borato pH 8,7 e ajustados para uma concentragéo
final de 108 promastigotas/ml. Ap6s padronizagdo da concentragdo antigénica, as
amostras de soro de tatu foram ensaiadas de acordo com o protocolo descrito para T.

gondii.
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5.8.4 Teste de diagnostico molecular para deteccdo de Leishmania spp

Para deteccdo molecular, foi estabelecia inicialmente a extracdo do DNA em
sala propria de extracdo de tecidos, isenta de produtos amplificados de PCR’s e
contaminantes, dentro de cabine de seguranca com luz UV (DNA Workstation) do
Laboratdrio de Biologia de Tripanosomatideos, da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro.

Os fragmentos de tecido de pele, baco e figado foram previamente reidratados
(lavados trés vezes com Agua Mili-Q para retirada do etanol e submetidos a extragio
através do kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
EUA), seguindo instrucdes do fabricante. Por altimo, o DNA foi ressuspendido em
100 pL de solugdo de hidratagdo de DNA (DNA Reydratation Solution) e armazenado
em freezer a -20°C até sua utilizagdo. Em toda extragdo foram usados, um controle
positivo e um controle negativo. O controle positivo da extracdo foi realizado com
fragmentos de baco e figado de hamsters provenientes do Biotério do Instituto
Oswaldo Cruz previamente infectados com Leishmania spp.

O controle negativo da extracédo foi realizado com fragmentos de baco e figado
de hamsters sadios, provenientes do mesmo biotério. A amplificacdo do DNA foi
realizada através do kit comercial PCR pureTaq Beads (illustra PureTaq Ready-To-Go
PCR Beads®, GE Healthcare), com iniciadores direcionados a regido conservada do
minicirculo de kDNA de Leishmania spp. com 120 pares de bases (pb):
(5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA-3),
(5’(C/G)(C/G)(CIG)(AIT)CTAT(A/IT) TTACACCAACCCC-3).

O kit consiste em granulos liofilizados que contém os reagentes necessarios
para 0 MIX da PCR, bastando o acréscimo de agua Milli Q e o par de iniciadores, com
volume final de 25ul. A cada reagdo foram adicionados 2ul do DNA extraido das
amostras a serem testadas. Como controle da reagdo foram utilizados os controles
positivos e negativos da extragdo de DNA e a MIX da reacdo, que consiste nos

reagentes da PCR sem o acréscimo da amostra de DNA.
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As reacOes foram realizadas em Termociclador Eppendorf Nexus®
(Eppendorf, Stevenage, Inglaterra), através das seguintes condi¢Ges: desnaturacao
inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
pareamento a 60° por 1 minuto, seguido de extensdo inicial a 72°C por 30 segundos e
uma extenséo final de 72°C por 5 minutos.

Apos a amplificacdo, os produtos da reacdo foram aplicados em mini-géis de
poliacrilamida 8% em tampdo TBE 1X, e submetidos a eletroforese a 110V por
aproximadamente 50 min. Foram aplicados em cada poco de gel 7 L de cada produto
da PCR, incluindo o controle da MIX, os controles positivos e negativos da reacéo, e
um padrao de peso molecular de 50 pb (Promega, Madison, EUA), diluidos em tampéo
de amostra (125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol e 0,002% azul de
bromofenol). Apos a eletroforese os geéis foram revelados por nitrato de prata
utilizando o kit Silver Stain Plus® (Bio Rad, Hercules, EUA), para visualizagdo das

bandas.
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5.8.5 Teste de diagnostico molecular para detecgdo de Paracoccidioides

brasiliensis

5.8.5.1 Extracgéo de DNA

O DNA do fungo foi extraido de acordo com o protocolo estabelecido por
Graser et al,**® e todas as amostras foram analisadas no laboratério do Instituto de
Biociéncias, no Departamento  de Microbiologia e Imunologia

da Universidade Estadual Paulista — Unesp.
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5.8.5.2 Condicbes da PCR

Os primers ITS1/ITS4 e NLS1/NLS4 foram usados para amplificacdo das
regibes ITS-5.8s-ITS2 e D1/D2 respectivamente. Todos os primers foram
desenvolvidos pela IDT (Integrated DNA Tecnology). Para a reacdo de PCR em ambas
as regides os seguintes reagentes foram misturados e completados com agua livre de
nuclease (nuclease free) para um volume total de 25ul: 0.625ul para cada primer (0.5
pmol/ul concentracdo final), 0,5ul dNTPs (10mM), 5ul de 5X Phusion® GC buffer
(1X de buffer contain 1.5mM de MgCly, 2,5 pl DMSO 30%, 0,25ul Phusion DNA
polymerase 2U/ul, Thermo Scientific) e 3 pl de DNA modelo (400 ng/ul)

A anélise por PCR foi realizada utilizando um termociclador Veriti (Applied
Biosystems) em 98°C por 15 minutos, 35 ciclos em 98°C por 30 segundos, 55 °C por
30 segundos, 72 °C por 1 minuto, 72 °C por 10 min. Estas condi¢6es foram aplicadas
para se obter as regides dos produtos do PCR ITS1-5.8s-1TS2. Para os produtos de
PCR das regifes D1/D2, as condi¢des se mantiveram as mesmas, porém a temperatura

de anelamento foi de 60 °C.

Os produtos de PCR foram detectados como uma banda Unica, de 600 pb (pares
de base) para D1/D2 e 500 para 700 pb para ITS1-5.8-1TS2 por 1,5% de gel agarose
em eletroforese e radiacdo Ultra-violeta — UV. Para estimar o comprimento do

fragmento de DNA para cada regido foi usado a régua Gene 1kb (Thermo Scientific©).
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5.8.5.3 Purificagéo do DNA

A purificacdo do DNA foi realizada utilizando EXOSAP-IT (Affymetrix).

5.8.5.4 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento pelo método de Sanger’s?® foi realizado em um analisador
3500 Applied Biosystem) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Edicdo de
sequéncias, identificacdo das espécies e analise filogenética foi executada utilizando o
software MEGA 6.0v. A identificacdo da espécie foi realizada através do BLASTN,
uma ferramenta de analise da sequéncia do algoritmo da BLAST do Centro Nacional

de Biotecnolgia da Informagdo (NCBI).20?

Cada sequéncia foi identificada da melhor referéncia de pontuacdo de Blast,
com identidade de 98% comparado a sequéncia em questdo. Adicionalmente, cada
sequéncia da regido ITS1-5.8s-1TS2 foi “blastada” utilizando as sequéncias ITS
fornecidas por Graser et al?®* como sequéncia inquerida. Ambas regides, 1TS1-5.8s-
ITS2 e D1/D2 foram usadas para identificacdo da espécie baseado também no critério

de Graser et al?®* para a nomenclatura de espécies de dermatofitos.

Para anélise filogenética, foi utilizada a sequéncia de alinhamento 1TS1-5.8s-
ITS2 (Clustal) para construir a arvore genealdgica. A sequéncia que inclui a regido
exata ITS-5.8s-1TS2 para cada cepa foi obtido a zona de consenso inicial para ITS1 e
a zona de consenso final para ITS2 na sequéncia da ATCC (American Type Culture
Collection) ou da CBS (Central Bureau voor Schimmel cultures) depositadas no banco

de genes.?®

A andlise filogenética baseada no método Neighbor-Joining (NJ)?® foi
realizada aplicando os 3 parametros de Tamura. A reamostragem na inicializacéo foi

feita para acessar os nodulos utilizando 1000 replicacBes com adicdes aleatorias.
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5.8.5.6 Deteccdo molecular para Mycobacterium leprae

Os fragmentos foram armazenados em microtubos de 1,5 ml contendo 500 pl
de RNAlater e transportadas para analise no Laboratério de Biologia Molecular
aplicada a Micobactérias (Labmam/IOC/Fiocruz) do Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro. As amostras foram estocadas a -20°C, até 0 momento

do seu processamento.
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5.8.5.7 Extracgéo de DNA dos tecidos

O DNA foi extraido dos tecidos coletados, utilizando o kit comercial (DNeasy
Tissue QIAGEN) de acordo com as orientacGes do fabricante (QIAGEN). O material
obtido foi mantido a -20°C até ser submetido a PCR.
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5.8.5.8 Deteccdo do DNA de M. leprae

Os niveis do gene RLEP em amostras de DNA de M. leprae foram
determinados utilizando o sistema TagMan ® por qPCR. Para garantir a confiabilidade
e reprodutibilidade da qPCR, 0,5 ul do DNA purificado da cepa referéncia Thai-53 foi
utilizada como controle positivo da reacdo e TagMan ® Mix Master 2X sem DNA
para controle negativo. As reacdes de gPCR, contendo TagMan ® Mix Master 2X, em
um volume total de 12,5 ul foi adicionado 2 ul do DNA alvo, 100 nM da sonda para
RLEP e 300 nM de cada primer. A mesma reacado foi realizada individualmente para
0 DNA purificado de Thai-53.

As reacOes foram submetidas ao seguinte programa: a 50 °C por 2 min., 95 °C
por 10 min. e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 min. usando o Sistema
Step One Plus (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Uma curva de titulacéo
padréo para o sistema RLEP gPCR foi gerada utilizando dilui¢cGes de 10 vezes de DNA
purificado do Thai-53 variando de 1ng a 10fg. Primers e sondas foram desenhados

usando Primer Express 2.0 Software (Applied Biosystems), descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Descrigdo das sequéncias de primers e sonda do gene RLEP.

Alvo Descrigéo Primer Sequéncia de Primers
RLEP MLRLEP - F 5-GCA GCAGTATCG TGTTAG TGAA -3
Elemento
o MLRLEP -R 5"- CGC TAG AAG GTT GCC GTAT-3
repetitivo

MLRLEP probe 5- CGC CGA CGG CCG GAT CATCGA -3
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5.8.5.9 Genotipagem

A variabilidade genética dos isolados de M. leprae oriundos de amostras
clinicas de pacientes hansenianos e tatus naturalmente infectados foi avaliada
utilizando 17 repeticdes em tandem de nimero variavel (VNTR’s), 3 polimorfismos
de base unica (SNPs) para determinacdo dos quatros de tipos (1-4) de M. leprae e 84
marcadores informativos para determinagdo dos 16 subtipos (1A-4P), bem como
sequenciamento completo do genoma (WGS), quando necessario. O polimorfismo
dos diferentes VNTR’s foi determinado através de MLVA (Multiple-locus VNTR
analysis) utilizando FLA (Fragment Length Analysis), os SNPs foram analisados
através de PCR-RFLP e/ou sequenciamento.

Vale ressaltar, que quando o MLVA ndo fornece dados satisfatorios para
determinar o numero de copias de VNTR ou houver existéncia de genotipos idénticos
por MLV A, mas que nao sejam explicados pelo contexto epidemioldgico e geografico,
é realizado o sequenciamento completo do genoma (WGS) destes isolados, utilizando
sequenciador de nova geracdo (HiSeq 2500, da lllumina, pertencente a plataforma de
sequenciamento de alta vaz&o do 10C da Fiocruz).



53

5.8.6 MLVA (Multiple-locus VNTR Analysis)

Quatro reacdes contendo diferentes combinagdes de pares de iniciadores (PCR
multiplex), marcados com fluorescéncia, foram conduzidas para amplificar as 17

repeticdes (micro- e minissatélites) usados como alvos deste estudo.
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5.8.6.1 Andlise do comprimento dos Fragmentos (Fragment Length

Analysis)

O material amplificado foi diluido, combinado a 8.7pl de formamida Hi-Di™
(Applied Biosystems) e 0,3ul do padrdo de DNA LI1Z-500 (Applied Biosystems) e
submetido a analise de fragmentos através de eletroforese de capilar no sequenciador
automatico ABI 3130 (Applied Biosystems). O numero de cdpias de cada repeticdo
foi determinado através da analise do comprimento dos fragmentos gerados utilizando

o software gratuito Peak Scanner versdo 1.0 (Applied Biosystems).
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5.8.6.2 Andlise dos eletroferogramas de sequenciamento

O numero de cdpias encontrado em cada I6cus foi introduzido no programa de
computador Bionumerics (Applied Maths, Gent, Bélgica) em formato de tabela através
de um protocolo chamado Open Database Connectivety (OBDC). Posteriormente, séo
criadas matrizes de similaridade, dendrogramas e arvores filogenéticas utilizando o
indice de similaridade calculado pelo coeficiente categérico e os algoritmos
Unweighted Pairgroup Arithmetic Averages (UPGMA), Neighbor-Joining (N-J) e

Minimum Spanning Tree (MST) para criar arvores filogenéticas.
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5.8.6.3 Andlise de polimorfismos de base unica SNP (“Single Nucleotide

Polymorphism™)

Para a amplificacdo dos SNPs nas posi¢des de 14.676, 1.642.875 e 2.935.685
do genoma de M. leprae, foram utilizados trés pares de iniciadores descritos por
Sakamuri et al?®*, O DNA de M. leprae foi amplificado por PCR utilizando o Kit da
Invitrogen (Life Technologies), seguindo as especifica¢des do fabricante. Os produtos
da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. Apds a
primeira PCR para amplificacdo da regido contendo polimorfismo na posicao
2.935.685 do genoma de M. leprae, as amostras positivas foram digeridas com 5 U
(unidades) da enzima de restricdo BstUI por 1 hora a 60°C.

O material resultante da amplificacdo da regido contendo polimorfismo na
posicdo 14.676 do genoma de M. leprae foi digerido com 5 U da enzima de restrigéo
Smll por 1 hora a 55°C. O produto da digestéo utilizando enzimas de restrigdo foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 3%.

O produto amplificado para detec¢do de polimorfismo na posicdo 1.642.875
foi purificado utilizando o QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN) de acordo com
as recomendac6es do fabricante. Posteriormente, o material foi submetido a reacdo de
sequenciamento, precipitado e sequenciado através do sequenciador automatico ABI
3730 (AppliedBiosystems).

A mudanca de nucleotideo na posicdo determinada foi analisada através do
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versdo 4.0.2% A
determinacéo dos 16 subtipos (LA-4P) do bacilo foi realizada de acordo com o que foi

descrito por Monot et al.2%
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6 RESULTADOS

6.1 Diagndsticos laboratoriais

6.2 Deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

Para o diagnostico de anticorpos-anti-Toxoplasma gondii, foram analisadas 43
amostras individuais de soro. A frequéncia de tatus de vida livre positivos para a
presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi de 13/43 ou 30,20%, * 1,1%. As
amostras positivas (Dn-01, Es-01, Es-03, Es-06, Es-07, Es-08, Cb-07, TC-02, TC-03,
TC-04, TC-06, TC-07, TC-11), diluicdo e porcentagem de animais positivos estdo
descritos na Tabela 2. A distribuicdo espacial dos individuos estd demonstrada na

figura 3.

Tabela 2 - Lista das espécies de tatus de vida livre testados para anticorpos anti-
Toxoplasma gondii, variagdo da titulacdo obtida, nimero de individuos
positivos, nimero de individuos testados e porcentagem de animais

positivos por especie.

o Variagao dos . .
Especie fitul Positivos Testados %Positivos
ftulos

Dasypus 1:100 01 02 50,00%

novemcinctus

Euphractus 1:25/1:50 05 17 29,41%
sexcinctus
Cabassous unicinctus 1:25 01 08 12,50%
Priodontes maximus  1:25/1:50/1:100 06 16 37,50%

Total 13 43 30,23%
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6.3 Detecgdo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi

Para o diagndstico de anticorpos-anti-Trypanosoma cruzi, foram analisadas 43
amostras individuais de soro. A frequéncia de tatus de vida livre positivos para a
presenca de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi foi de 1/43 ou 2,3%, * 0,3%. O
resultado da amostra positiva (Dn02), diluicdo e a porcentagem de animais positivos

estdo descritos na Tabela 3 e sua distribuicdo espacial esta demonstrada na figura 4.

Tabela 3- Lista das espécies de tatus de vida livre testados para a presenca de
anticorpos anti-Trypanosoma cruzi, variacao da titulacdo obtida, nimero
de individuos positivos, numero de individuos testados e porcentagem de

animais positivos por especie.

Variagéo dos

Espécie Positivos Testados %Positivos
titulos
Dasypus novemcinctus 1:32 01 02 50%
Euphractus sexcinctus 00 17
Cabassous unicinctus 00 08
Priodontes maximus 00 16

Total 01 43 2,3%
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6.4 Deteccdo para anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) infantum

chagasi

Para o diagndstico de anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, foram analisadas 43 amostras individuais de soro. A frequéncia de tatus de
vida livre positivos para a presenca de anticorpos anti- Leishmania (L.) infantum
chagasi foi de 4/43 ou 9,3%, £ 0,6%. O resultado das amostras positivas (Dn01, DN
02, Es01, ChQ7), as diluigdes e a porcentagem de amostras positivas estdo descritas na

Tabela 4. A distribuicdo espacial das amostras positivas estd demonstrada na figura 5.

Tabela 4 - Lista das espécies de tatus de vida livre testados para a presenca de
anticorpos anti-Leishmania (L) infantum chagasi, variacdo da titulacao
obtida, niamero de individuos positivos, nimero de individuos testados e

porcentagem de animais positivos por espécie.

o Variacao dos . .
Espécie ] Positivos Testados %Positivos
titulos

Dasypus 1:20 02 02 100%

novemcinctus

Euphractus 1:20 01 17 5,8%
sexcinctus
Cabassous unicinctus 1:20 01 08 1,2%
Priodontes maximus 16

Total 04 43 9,3%
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6.5 Detecgcdo molecular (PCR) para Leishmania spp

Para a deteccdo de Leishmania spp, foram analisados um total de 50 amostras
através de (PCR), sendo 43 amostras de fragmentos de orelha dos individuos
provenientes do Pantanal e de 07 amostras do conjunto (pulmé&o, figado e bago) de
cada individuo do Cerrado. Como resultado, nenhuma amostra amplificou, sendo
considerada todas negativas, conforme demonstrado na figura 6.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

50 pb

Figura 6 — Demonstracdo do resultado parcial da analise por PCR para

Leishmania spp (amostras ndo amplificadas).
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Tabela 5. Lista das espécies de tatus de vida livre (Pantanal) e mortos atropelados
(Cerrado) testados para a deteccdo de Leishmania spp, nimero de
individuos positivos, numero de individuos testados e porcentagem de

animais positivos por espécie.

L. Testados  Testados N
Espeécie %Positivos
Cerrado Pantanal

Dasypus 01 02 -

novemcinctus

Euphractus 06 17 -

sexcinctus

Cabassous 08 -

unicinctus

Priodontes 16 -
maximus

Total 07 43 0
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6.6 Deteccdo molecular (PCR) para Paracoccidioides brasiliensis

Foram analisadas 07 amostras individuais de fragmentos de tecido (pulmao,
baco e figado). A frequéncia de tatus de vida livre positivos para deteccdo de
Paracoccidioides brasiliensis foi de 100%. Amostras positivas (Es04/423; Es07/427,;
Es14/437; Es15/441; Es19/447; Es20/Ult; Dnl11/433, conforme figura 7. A
distribuicéo espacial dos animais positivos estd demonstrada na figura 8.

1 23 45 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19

500 a 700 pb

500 a 700 pb

Figura 7 - Demonstracéo da analise do PCR para Paracoccidioides brasiliensis.

Grupo de trés amostras para cada individuo (figado, baco e pulméo).
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Tabela 6. Lista das espécies de tatus de vida livre (Cerrado) mortos atropelados
testados para a deteccdo de Paracoccidioides brasiliensis, numero de
individuos positivos, nimero de individuos testados e porcentagem de

animais positivos por espécie.

Espécie Positivos Testados %Positivos

Dasypus 01 01 100%

novemcinctus

Euphractus 06 06 100%

sexcinctus
Cabassous unicinctus

Priodontes maximus

Total 07 07 100%
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6.7 Deteccdo molecular (PCR) para Mycobacterium leprae

6.7.1 PCR em tempo real — alvo RLEP

A primeira andlise foi realizada com o gene RLEP para todas as amostras
(n=50) utilizando 10ul por reacdo. Como resultado: 08 amostras (Es14, TC04; TC14;
Es14/437; EsQ7/427; Es15/441; Es20/448; Dn11/433), amplificaram, porém apenas
Es14 e Es15/441 funcionaram em duplicata. As amostras analisadas apresentaram uma
reacdao de amplificacdo, mas com ressalva para os valores de CT, considerados muito

altos comparados aos padrfes para esta analise (entre 12 e 16).

Tabela 7. Lista de amostras avaliadas e valores para CT (*quando reagiram em

duplicata)

Amostra Valores CT
* Es-14 37.65e37.12
TC-04 37.89
TC-14 39.05
Es-14/437 37.11
* Es15/441 35.86/36.3
Es-20/448 38.56
Dn11/433 36.92

Legenda: Es (Euphractus sexcinctus), TC (Priodontes maximus) e Dn

(Dasypus novemcinctus).



69

6.7.2 PCR em tempo real — alvo RLEP

Baseado no resultado da analise anterior, foi realizada uma reanalise das
amostras que possivelmente amplificaram (Es14, TC04; Es-15/441 e Dn11/433), mas
neste teste, foram dispostas com diferentes concentragdes (1:10, 2ul, 5ul e 10ul) e junto
a reconstituicdo, foi aplicado DNA conhecido — (controle) para cada uma das
concentracdes avaliadas de maneira a avaliar os valores de CT e assim distinguir um
possivel artefato de técnica da andlise anterior.

Como resultado, a amostra Es-15/441 na diluicdo 10ul e a amostra Dn-11/433
nas dilui¢Bes 5ul e 10ul, mais uma vez demonstraram uma possivel amplificagdo em
duplicata, mas ainda mantiveram os valores de CT muito altos comparados as amostras

controles com a mesmas dilui¢cbes, como descrito na Tabela 8.
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Tabela 8 - Demonstracdo das amostras analisadas em quatro dilui¢Ges cada (1:10; 2, e

5 ul), seus valores de CT correspondentes e os valores de CT para o DNA

conhecido.
oT CT amostras reconstituidas (NHDP-
63 1ng/ul)
Amostras  *2 valores quando amostra *2 valores quando amostra
funcionou em duplicata funcionou em duplicata
01:10 35.91 15.96/15.65
2ul - 18.5/17.61
sl 5ul i 22.62/22.51
10ul - 36.12/35.1
01:10 - 16.01/15.92
TC.04 2ul - 16.2/15.91
5ul 36.96 16.72/16.74
10ul 39.14 20.94/10.94
01:10 34.81 12.77/15.81
Es- 2ul 34.72 13.2/14.55
15/441 5ul - 16.24/16.02
10ul 24.59/37.12 16.54/16.17
01:10 - 15.91/15.69
Dn- 2ul 33.95 15.75/15.92
11/433 5ul 34.96/34.98 17.2/26.94

10ul 37.78/34.9 16.51/14.58
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6.7.3 PCR multiplex para amplificacdo de VNTR’s (combinacdo #1 —
AC8b, GTA9, GGT, AT17 e 6-3)

Nesta andlise as amostras que indicaram uma possivel amplificacdo
anteriormente para PCR em tempo real com o gene RLEP (Es-14, TC-04, Es-15/441,
Dn-11/433), foram reavaliadas em diferentes concentragdes (1:10ul, 2l e 4ul), porém
desta vez foi realizada uma reconstituigéo (aplicacdo de DNA conhecido) para cada

uma das concentracgdes avaliadas.

As quatro amostras reavaliadas, Es-14 nas dilui¢cdes (1:10ul; 2ul; 4ul), TC-04
(2ul, 4pl), Es-15 (1:10ul) e Dn-11/433 (1:10ul; 2ul e 4pl), amplificaram para
diferentes diluicGes conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 - Demonstracdo das amostras analisadas (em trés dilui¢cbes) que amplificaram
para esta combinacdo VNTR’s (combinacdo #1 — AC8b, GTA9, GGT, AT17
e 6-3). Né&o foi verificada inibicéo.

Amostra  Diluicdo amostras

Es-14 1:10ul; 2pl; 4pl;

TC-04 2ul, 4ul

Es15/441 1:10pl

Dn11/433  1:10ul; 2ul; 4ul
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6.7.4 PCR multiplex para amplificacdo de VNTR’s (combinacdo #1 —
AC8b, GTA9, GGT, AT17 e 6-3)

Uma nova reavaliagdo para a combinagéo #1 foi realizada, mas desta vez com
todas as amostras (1-50) em diferentes concentracdes (1:10pul, 2ul e 4pul). Resultado:
Das 50 amostras analisadas, apenas trés, Es-14 nas diluicdes (1:10ul; 2ul; 4ul), TC-16
(2ul; 4pl), Dn-11/433 (1:10pl; 2ul; 4pl) amplificaram para esta combinacéo, conforme
descrito na Tabela 10.

Tabela 10 - Demonstracdo das amostras analisadas (em trés diluicdes) que
amplificaram para esta combinagdo VNTR’s (combinacdo #1 — AC8b,
GTA9, GGT, AT17 e 6-3). Néo foi verificada inibicéo.

Amostra Diluicdo amostras

Es-14 1:10ul; 2pl; 4ul;

TC-16 2ul; 4pl

Dn-11/433 1:10ul; 2ul; 4ul
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6.7.5 PCR multiplex para todas as combinacgodes: #1 (AC8b, GTA9, GGT,
ATL17 e 6-3), #2 (21-3, AC9, AT15 e AC8a), #3 (27-5, 6-7, TA18e TTC) e
#4 (18-8, 12-5, 23-3 e TA10)

Neste teste, as amostras que amplificaram na analise anterior (Es-14,
TC-16 e Dn-11/433) foram avaliadas em diferentes concentracGes (1:10pl, 2pl
e 4pl) para todas as combinagdes VNTR’s.

Tabela 11 — Demonstracdo das amostras analisadas (em trés diluicdes) que
amplificaram para todas as combinacdes VNTR’s (combinacgéo
#1; #2; #3 e #4).

Amostra Combinacdes Diluicdo amostras
#1 2ul; 4pl
#2 2ul; 4ul
Esl4 Hh 2
#3 2ul; 4ul
#4
#1 1:10pl; 2pl; 4pl
#2 2ul; 4ul
Dn11/433 Hh
#3 2ul; 4ul
#4 1:10ul; 2ul; 4pl
#1 1:10pl; 2ul; 4ul
#2 2ul; 4ul
TC-16 Hh A
#3 1:10ul; 2ul; 4ul

#4 2ul; 4ul
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6.7.6 PCR convencional para amplificacdo de RLEP utilizando os primers
RLEP2-1 (5’-atatcgatgcaggcgtgag-3’) e RLEP2-2 (5’-ggatcatcgatgcactgttc-3°) -
282-bp

Em uma tentativa final, foram selecionadas as amostras que em mais de um
método amplificaram em diferentes combinacGes e diluicdes. Para esta anélise, foi
utilizado o método de PCR convencional para amplificacdo de RLEP com os primers
RLEP2-1 (5’-atatcgatgcaggcgtgag-3’) e RLEP2-2 (5°-ggatcatcgatgcactgttc-3’) -- 282-
bp.18” Foram testados nesta reacdo duas concentragdes para cada amostra (2ul e 5p),
junto ao controle positivo avaliado, NHDP63 (1ng). Amostras selecionadas para o
teste foram: Es-14, TC-04, TC-16, Es-15/441 e Dn-11/433. Resultado: ndo houve
amplificagdo das amostras em nenhuma dilui¢do, conforme demonstrado a seguir na

figura 09.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Figura 09 — Resultados da andlise por PCR convencional, alvos RLEP 1 e 2. Amostra 1- Es-
14 (5ul), 2- TC-04 (5ul), 3- TC-16 (5ul), 4- Es-15/441 (5ul), 5- Dn-11/433 (5ul),
6- Es-14 (2ul), 7- TC-04 (2ul), 8- TC-16 (2ul), 9- Es-15/441 (2ul), 10- Dn-11/433
(2ul), 11- Controle positivo (1ng), 12, 13, 14 e 15 — controle negativo (H-0O).
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7 DISCUSSAO

7.1 Exposicao dos tatus ao Toxoplasma gondii

Os resultados obtidos das amostras de soros com anticorpos anti-Toxoplasma
gondii, indicam que os tatus foram expostos a este patdgeno em algum momento de
suas vidas. Por ser uma andlise soroldgica, ndo se pode afirmar que os animais estao
infectados, pois também ndo apresentaram sinais clinicos sugestivos de toxoplasmose

durante a captura e exame clinico.

Comparado aos resultados de outros estudos descritos com a utilizacdo do
MAT 4764 para analise e prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em tatus,
este método demonstrou ser simples e eficaz para a deteccdo da existéncia da
exposicao de tatus a este parasito.

No entanto, a prevaléncia de 30,20%, apesar de ndo ser alta, chama atencao
para a sua distribuicdo geogréfica de ocorréncia em areas distintas. Considerando
apenas individuos de tatus-canastras e suas areas de vida em média de 13 a 18km?2
(Desbiez et al, dados ndo publicados), sugere-se que estes patdgenos estdo presentes

na regido estudada.

Apesar da prevaléncia de animais com anticorpos anti-Toxoplasma gondii
neste estudo estar abaixo de 50%, outros estudos avaliando a prevaléncia de
Toxoplasma gondii em tatus através do método (MAT) realizados na Flérida por
Burridge et al®® e no Brasil pelos autores Silva et al®; e Silva et al*’, obtiveram indices
similares a este estudo.

A toxoplasmose é considerada uma doengca comum em diversos mamiferos e
praticamente letal em primatas do novo mundo. Segundo os autores Dubey et al®’,
Walsh et al®® e Kawazoe et al®!, animais e humanos tornam-se infectados apds a
ingestdo de oocistos presentes no ambiente, por intermédio de comida ou agua
contaminada com fezes de felideos ou apds a ingestdo de cistos teciduais em carnes de

animais cronicamente infectados.
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Contudo, o uso de suas tocas por mais de 24 espécies de vertebrados, torna o
tatu-canastra mais vulneravel pelo contato com diversos patdgenos, pois além de sua
toca, a areia depositada em frente a entrada é utilizada por diversas espécies de felideos
selvagens principalmente para defecar.?® A exemplo da jaguatirica (Leopardus
pardalis) descrita por Wang,?®’ apresenta uma participacio ativa no ciclo da
toxoplasmose em ambiente selvagem e suas fezes e a possivel ingestdo de oocistos

pelos tatus no ambiente pode favorecer a infecgdo por T.gondii.

Itens alimentares para a maioria dos tatus, como os cupins e formigas sédo
também considerados possiveis vetores mecanicos de patdgenos presentes no solo e

que podem tornar-se uma via de infeccdo importante para estas espécies.”

Em geral, tatus sdo considerados animais de habitos solitarios, porém espécies
como os tatu-peba (E. sexcinctus) formam grandes colénias em épocas de reproducao,
onde diversas tocas sdo construidas ao lado uma das outras e compartilhadas inimeras
vezes por diversos individuos diferentes.?®?! Tal interacdo, bem como o
compartilhamento das tocas de tatus-canastras com outras espécies, corrobora com a
hipotese descrita por Kluyber et al?®, na qual suas tocas tornam-se potenciais fontes
de transmissdo destes e demais patogenos.

O tatu-peba (E. sexcinctus) é a Unica espécie dentre os tatus existentes
considerados onivoros, ou seja, se alimentam de frutas, sementes, pequenos
vertebrados e carnica. O fator de transmissao relacionado culturalmente ao consumo
de sua carne crua ou mal cozida®, aliado ao indice de prevaléncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii obtidos também para os tatus-pebas neste estudo, confirmam uma
estreita relacdo dos habitos alimentares destas espécies como uma potencial fonte de
transmissao entre os tatus, outras espécies selvagens, domésticas e até o homem.

Este é o primeiro relato de tatus procedentes do Pantanal sul mato-grossense
apresentando anticorpos anti-Toxoplasma gondii e também descreve o primeiro relato
em espécies como o tatu-canastra (P. maximus) e o tatu-de-rabo-mole (C. unicinctus),
0 que indica um importante papel e participacdo destas espécies de mamiferos na

cadeia epidemiolodgica da toxoplasmose no bioma estudado.
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Apesar da existéncia de uma lei nacional de proibicdo e de instituiches de
protecdo ao meio ambiente, a captura, manipulacdo, a caca de tatus selvagens e
consequentemente a ingestdo de sua carne, é relativamente frequente no Brasil*®31%,
De acordo com este estudo, habitos de vida e alimentares aliado a possibilidade deste
patdgeno estar no ambiente selvagem e em animais nos quais sua carne é apreciada,
pode reforcar a hipotese de tornar os seres humanos parte deste ciclo de transmisséo,
e 0s tatus potenciais fontes de infeccdo para este agente quando sua carne € manipulada
ou ingerida.

Baseados nos resultados deste estudo, e no ciclo de transmissdo da
toxoplasmose, sugere-se que o ser humano possa torna-se infectado através da ingestao
da carne de tatus, e deve-se considerar o papel destas espécies relevante para a satde
publica como fontes de infec¢cdo deste parasito.

Os resultados também sugerem uma dispersdo deste parasito na regido
estudada, e torna-se fundamental que estudos mais aprofundados a respeito do ciclo
de transmissdo do Toxoplasma gondii para outras espécies, bem como para o ser
humano, sejam realizados para esclarecer o real papel dos tatus na cadeia

epidemiolégica no Pantanal.



78

7.2 Exposigao dos tatus a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi

Algumas espécies domésticas como cées, cavalos, jumentos, gatos?®, e
espécies selvagens como roedores e gambas (Didelphis spp)?L° ja foram descritas como
reservatorios para Leishmania spp. No Brasil, apenas o tatu-galinha (D.novemcinctus)
na regido norte’'’?! e oeste do estado de S3o Paulo®®, foram descritos como

potenciais reservatérios.

Os resultados obtidos das amostras analisadas para anticorpos anti-Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, indicaram uma prevaléncia de exposicdo de (9,3%).
O baixo indice de prevaléncia, corrobora com outros estudos descritos por Lainson et
al*'” e Naiff et al8, significando portanto um dado relevante a ser investigado em tatus
e que evidencia, além da exposicdo, uma possivel relacdo frequente e esperada dos

tatus em vida livre com este parasito.

No entanto, dentre as amostras analisadas dos animais que apresentaram
anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, apenas é possivel afirmar
gue em algum momento, ocorreu exposicao e possivel contato prévio dos tatus com o

parasito no ambiente onde estdo distribuidos.

De acordo com este estudo, os individuos que apresentaram anticorpos anti-
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, sdo espécies com habitos diurnos ou
crepusculares, como o tatu-galinha (D. novemcinctus), tatu-peba (E. sexcinctus) e o
tatu-de-rabo-mole (C. unicinctus), habito no qual, segundo Rotureau et al®® condiz com
0 comportamento do vetor. Baseado nesta caracteristica, pode-se afirmar, que tais
espécies apresentam maior probabilidade de contato com o parasito, devido ao maior
periodo de exposicdo aos vetores, principalmente quando aliado aos fatores;

ocorréncia do patdgeno na regido e competéncia vetorial.
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Por outro lado, os resultados indicando que ndo houve exposi¢éo, apenas para
0s tatus-canastra, pode-se de certa maneira, sugerir que os habitos de vida da espécie
como periodo de atividade estritamente noturno e por passar % do seu tempo dentro
de tocas extensas e na grande maioria das vezes fechadas com areia®®, sugere que esta
espécie apresente um periodo menor de exposi¢do aos vetores e consequentemente

uma menor chance de contato e exposicao ao parasito.

Ao contrario do estudo descrito por Richini-Pereira et al'?!, todas as amostras
analisadas para este estudo através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR), foram
negativas para Leishmania spp, o que corrobora gque este agente ndo esteja presente ou
que os tatus ndo estejam infectados. Diante destes dados, reforca-se o fato de que
nenhum individuo quando capturado, apresentou sinais clinicos sugestivos de infeccéo

por Leishmania spp.

Por outro lado, os fragmentos de tecido de orelha podem néo ser considerados
amostras ideais, e dificultar a detecgéo, caso o animal nédo esteja apresentando quadro
de parasitemia intensa. Mais estudos devem ser realizados comparando diferentes
amostras de tecido, e assim, comprovar a sensibilidade do método e o tipo de amostra

ideal para deteccdo de Leishmania spp em tatus.

Pode-se valer também, a hipdtese sugerida por Diniz et al?!?, na qual descreve
gue a baixa transmissao de Leishmania spp em determinada regido, pode ser explicada
devido a preferéncia do vetor por hospedeiros que como os tatus, possuem irrelevante

ou nenhum papel como reservatorios em determinados ambientes.

Algumas espécies como o tatu-peba (E. sexcinctus) apresentam maior
facilidade em frequentar ou adaptar-se a areas periurbana, se sua participa¢do no ciclo
de transmissdo da leishmaniose for confirmada, esta proximidade pode torna-lo
espécie chave na disseminacdo deste patdgeno aos humanos.

Além da possivel participacdo dos tatus, a investigacdo de suas tocas revelam
que indmeros mosquitos vetores também as utilizam para se abrigarem e sdo
encontrados ingurgitados de sangue, mas que normalmente sdo espécies nao-

antropofilicas, nas quais ndo se pode associar a Leishmaniose humana.!'4
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A presenca do parasito, a doenga e seu vetor na regido sdo condizentes com a
distribuicdo geografica considerada descrita para a prevaléncia do patégeno.
Atualmente, considera-se que ele ocorra em todo o territério nacional, abrangendo
ainda outros paises da Ameérica Latina, sendo sua fronteira ao sul na Argentina e ao

norte, em Belize. 213214

Porém, até onde se sabe, ndo houve relatos de tatus que tenham sido expostos
a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, ou que tenham tido uma possivel
participacdo no ciclo de transmissdo da Leishmania spp no Pantanal. No entanto, este
estudo também descreve pela primeira vez a exposicdo de tatus a este parasito no

Pantanal.

Ao contrario dos dados obtidos para este estudo, segundo o Ministério da
Saude®®, dados epidemioldgicos revelam a periurbanizacdo e a urbanizagio da
leishmaniose visceral, destacando-se e abrangendo mais recentemente areas proximas
das que foram analisadas neste estudo, a exemplo de epidemias em humanos ocorridas
nos municipios de Trés Lagoas (MS) e Campo Grande (MS).

Devido ao baixo “n” amostral e resultado positivo em apenas dois individuos
para anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, o ciclo de
transmissdo da Leishmania spp e sua associacdo aos tatus como potenciais
reservatorios ou fontes de transmissao, ainda sdo especulativos. Torna-se, portanto,
necessario que mais estudos sejam realizados para elucidar o real papel dos tatus na

transmissdo deste parasito, seja no seu ciclo em ambiente selvagem ou periurbano.
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7.3 Exposicao dos tatus ao Trypanosoma cruzi

O Unico individuo que apresentou anticorpos anti-Trypanosoma cruzi, sugere
que este tenha em algum momento da sua vida sido exposto ao contato com o parasito.
Paralelo a este estudo por sorodiagnostico, analises por meios de cultura NNN (Novy-
Mc Neal-Nicole) contendo infusdo de triptose de figado (L1T) com amostras de sangue
total dos individuos capturados sdo encaminhadas desde o inicio do projeto (2011) ao

laboratdrio de Tripanosomatideos — Labtrip - FioCruz — Rio de Janeiro.

De todas as amostras de diferentes espécies (n=43), até 0 momento, apenas
duas unicas amostras de individuos de tatu-galinha (D. novemcinctus), apresentaram
crescimento e foi isolado o parasito T. cruzi. Dado que corrobora com resultado
positivo para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi em um dos individuos de tatu-galinha

analisado.

Apesar de todos os individuos demonstrarem boas condicGes de saude e
ausentes de sinais caracteristicos de doencas quando capturados, o resultado positivo
para cultura e isolamento de T. cruzi, sugere que o animal pudesse estar em possivel
parasitemia, e reforca o indicio de considerar esta espécie relevante para a manutencéo
do parasita no ciclo selvagem.

O tatu-galinha (D. novemcinctus) foi a primeira espécie selvagem a ser descrita
por Chagas* como reservatdrio para T.cruzi. No entanto, o resultado deste estudo
envolvendo tatus de vida livre no Pantanal, evidencia a prevaléncia de anticorpos anti-
Trypanosoma, o que destaca a possivel ocorréncia de uma maior susceptibilidade da
espécie e/ou exposicdo ao parasito T. cruzi. Tal hipétese condiz com estudos
publicados por Orozco et al*®®, na qual cita uma maior prevaléncia de T.cruzi em tatus-

galinhas comparado a outras espécies de tatus.

A participacdo de vetores e sua relacdo com tatus também é descrita por
Lainson et al®®®, que destaca a transmissdo de T.cruzi associada a abrangéncia
geogréfica dos triatomineos, sendo o ciclo selvagem ocasionado pela presenca de
triatomineos em domicilios proximo a florestas, em consequéncia do rapido

desenvolvimento da regiéo.
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Segundo Dias et al’8, cdes domésticos sdo infectados por triatomineos com
cepas selvagens de T.cruzi. Diante desta afirmacéo, o cenario no Pantanal, onde ocorre
além da atividade pecuaria extensiva e a frequente interacao de animais domésticos de
criacdo e/ou de companhia com animais selvagens, aumentam a possibilidade de
exposicao deste patdgenos para ambos os lados, diante do fato dos tatus também serem

descritos como potenciais fontes de transmissao e reservatorios.

Segundo Herrera et al?'®, os habitats distintos de algumas espécies como as
tocas, associado a preferéncia do vetor T. brasiliensis por tocas de tatus?’, podem
influenciar e indicar fatores ainda desconhecidos, que tornam os tatus espécies
envolvidas diretamente no ciclo selvagem para transmissdo de T.cruzi. O que
corrobora com Rosypal et al?'® no qual destaca que os requisitos para a transmissdo
da doenca de Chagas inclui um vetor reduvideo competente, reservatorios selvagens

ou domésticos e humano susceptivel.

Esta hipotese ¢ reforcada por Sarquis et al?!’, sugerindo que estes vetores tem
os tatus como fonte de alimentacdo de sangue preferencial a outros mamiferos no
mesmo habitat, 0 que considera a participacdo destas espécies de fundamental

importancia no ciclo selvagem de T.cruzi.

D’Alessandro et al**® cita os habitos caracteristicos dos tatus de se alimentarem
de insetos (cupins e formigas) e consequentemente a ingestdo acidental de barbeiros,
como um dos principais fatores que contribuam com que estas espécies tenham uma
participacdo ativa no ciclo de transmissdo para T.cruzi. Da mesma forma, outras
espécies selvagens devem ser também consideradas, especialmente os canideos, como
descrevem Rocha et al??° a respeito da raposinha do campo (Lycalopex vetulus). Além
de apresentarem habitos alimentares insetivoros, esta espécie utiliza tocas de tatu-
canastra, e que tais caracteristicas deste canideo, as tornam junto aos tatus, potenciais
participantes e responsaveis no ciclo de transmissdo deste patdgeno no ecossistema

onde ocorram.

Herrera et al?!® identificaram outra espécie de Trypanosoma (evansi) em um
tatu no pantanal, mas até o onde se sabe, este é o primeiro relato da prevaléncia e

isolamento de T.cruzi em tatus nesta regido.
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Apesar de ndo apresentar registros de casos de Doenca de Chagas aguda em
humanos (2000 a 2013), segundo dados do Ministério da Satde’’, o estado do Mato
Grosso do Sul é considerado originalmente uma das regides para o risco de transmissédo
vetorial, onde a atuagéo da vigilancia visa detectar a presenca e prevenir a formacéo
de coldnias domiciliares do vetor.

Devido a baixa prevaléncia de amostras positivas identificadas neste estudo,
ndo se pode confirmar a real participacao dos tatus na transmissao do T. cruzi. Segundo
Dias et al’® diversos mamiferos selvagens estdo altamente expostos ao T. cruzi e apesar
de ter sido descrito por Carlos Chagas desde 1912 como um parasito enzootico, e seu
ciclo associado a participacdo dos tatus®?, ainda ha diversas questdes acerca da
ecoepidemiologia do T.cruzi em ambientes selvagens.

Conforme descreve Herrera et al?®, a participagdo dos tatus neste ciclo torna-
se conflituosa e complexa, e levanta questdes a respeito da transmissao deste parasito.
Porém destaca-se a importancia de aprofundar o entendimento do ciclo selvagem para
T. cruzi e todos componentes deste complexo sistema e os fatores ambientais que

levam a casos humanos emergentes.
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7.4 Exposicao dos tatus ao Paracoccidioides brasiliensis

A deteccdo de Paracoccidioides brasiliensis em 100% dos individuos
analisados, corrobora com o que foi descrito por Bagagli et al®°, e coloca os tatus como

espécies relevantes no estudo do ciclo desta doenca nos biomas onde ocorrem.

Muitos autores como Fernandes et al**3, Silva-Vergara et al**? Richini-Pereira
et al'® e Bagagli et al*® ja descreveram o isolamento e/ou deteccio de P. brasiliensis
com prevaléncia similar a obtida por este estudo (75-100%), porém descritos em tatus
selvagens provenientes de areas endémicas. Ao contrario destes estudos, este é o
primeiro relato de prevaléncia de 100% P. brasiliensis provenientes de uma regido do
Cerrado do Mato-Grosso-do-Sul, considerada area ndo-endémica para este patdgeno.

Bagagli e Simdes™*® analisaram amostras de diferentes espécies de tatus como
0 tatu-de-quinze-quilos (Dasypus kappleri), tatu-peba (E. sexcinctus), tatu-mulita (D.
hybridus) e o tatu-de-rabo-mole-grande (Cabassous tatouay), porém ndo obtiveram
resultados positivos. J& Corredor et al,**® isolaram este agente em tatu-de-rabo-mole
(C. centralis), mas até entdo, nenhum estudo havia detectado ou relatado presenca de
P. brasiliensis na espécie tatu-peba (E. sexcinctus).

Apenas dois individuos ndo apresentaram amplificacdo em uma das suas
amostras, sendo um fragmento de baco e outro individuo em um fragmento de figado,
com excecao destes dois, todas as amostras de inclusive de fragmento de pulméo foram
positivas. Este dado condiz com estudo descrito por Bagagli et al*®, que apés infeccio
(provavelmente por via aérea), o fungo vidvel produzido pela forma micelial,
transforma-se em levedura nos pulmdes e se dissemina sistematicamente no tatu
hospedeiro, de certa forma similar ao que ocorre em humanaos.

De acordo com Silva-Vergara et al**? e Bagagli e Simdes'®, as caracteristicas
deste fungo em sobreviver longos periodos em solo, e por ser encontrado viavel em
tocas de tatus-galinha (D. novemcinctus), contribui para o aumento da possibilidade
de exposicéo e inalacdo pelos tatus. Estes dados também condizem com Silva-Vergara
et al'® que descrevem que infeccdo de P.brasiliensis em tatus, seja uma estratégia

deste fungo em se manter viavel no ambiente mais tempo.
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No entanto, o isolamento frequente do fungo em linfonodos mesentéricos como
também sua deteccdo nas fezes, sugere que infeccdes em tatus podem ocorrer por vias
alternativas, como pelo trato gastrointestinal 22

As amostras analisadas foram obtidas de animais atropelados, muitas vezes em
condicBes invidveis de avaliar seu estado de salde, porém durante as necropsias,
nenhum &rgdo apresentou sinais de infeccdo ou alteracdes por P.brasiliensis, como
relatado por Bagagli et al®® e Silva-Vergara et al**? e nenhum animal, (considerando
as condicGes em que foram encontrados apos o atropelamento), demonstrou sinais que

estariam debilitados fisicamente.

Além do ser humano, os tatus também sdo considerados hospedeiros para P.
brasiliensis em areas endémicas. Apesar da area de estudo ndo ser considerada area
endémica desta micose sistémical??, dados exibidos nos mapas, demonstram a
distancia significativa entre os animais positivos em diferentes rodovias onde foram
encontrados, 0 que pode sugerir que este fungo possua uma abrangéncia geografica
relevante e seja mais comum, (tanto em tatus, quanto no bioma amostrado) do que se
conhece sobre ele. Este fato comprova-se diante do fato destas espécies (D.
novemcinctus e E. sexcinctus) apresentarem sua area de vida relativamente pequena,
quando comparado a outros mamiferos.®® e que este patdgenos ndo poderia ter sido

carreado ou disseminado pelos individuos na area estudada.

Segundo Bagagli et al**°, considera-se também que, o indice de prevaléncia de
infeccdo por P.brasiliensis demonstra ser maior em tatus do que em humanos, (10
casos para cada um milhdo de habitantes) e a relagdo do contato com tatus, (o Unico
animal em que a infeccdo por P. brasiliensis é relatada), é significantemente maior em
comunidades humanas que apresentavam alto indice de infecg3o.%

Resultados positivos de animais procedentes de areas antropizadas e néo
endémicas, podem contribuir para elucidar o motivo da ocorréncia desta doenga em
pacientes humanos que ndo tiveram contato proximo com tatus ou conviveram em
areas rurais. Mais estudos com maior nimero amostral sdo necessarios para elucidar a
real participacdo dos tatus no ciclo da transmissdo e ou como possiveis reservatorios

do patogeno P. brasiliensis.
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7.5 Exposicéo dos tatus ao Mycobacterium leprae

Dados obtidos através das metodologias descritas para detecgdo de M. leprae
nos tatus analisados neste estudo, ndo indicaram a presenca de M. leprae em nenhum
dos individuos. Porém dados semelhantes descritos por Walsh et al*®4, Kirchheimer e
Sanches'®®, Kirchheimer et al*®®, Dhople et al??2, Howerth et al'®® e Clark et al'®

também ndo encontraram indicios de M. leprae em tatus selvagens.

Estudos realizados por Truman et al*?, destacam a utilizagao do gene “RLEP”
considerado um dos genes padrao para diagnostico de M. leprae. Seu ciclo de repeticéo
ocorre 20 vezes no genoma, e 0 descreve como um metodo com boa sensibilidade.
Para garantir que ndo houve inibicdo do DNA, foram realizados diversos testes com
controle de amplificacGes e diluicbes das amostras e assim ndo comprometer em
nenhuma analise o0s resultados. Algumas amostras demonstraram resultados
“positivos” aparentes, mas com baixa confiabilidade. Contudo, para os resultados
deste estudo, ndo se pode afirmar a deteccdo de M. leprae.

Para confirmar a eficacia das andlises e reforcar os resultados negativos, foram
realizados testes para outros genes alvos como as (VNTR’s). Da mesma forma, alguns
resultados demonstraram ter amplificado na amostra, mas sem consisténcia, como por
exemplo ndo ocorrendo em aliquotas duplicadas. Foi realizada uma completa
investigacdo molecular, com até quatro combinacdes, mas nao foi observado
claramente a presenca de M. leprae nas amostras, em que pudesse confirmar a
amplificacdo da sequéncia e consequentemente resultados positivos para M. leprae.

Segundo Pedrini et al??, estudos de comparagdes gendmicas mostram que 0
M.leprae apresenta caracteristicas de um patégeno extremamente especializado e
altamente dependente de hospedeiro. Tal caracteristica confere a capacidade de
codificar proteinas, sendo 27% destas representando “pseudo-genes”, podendo assim,
muitas vezes, demonstrar-se “ausente” em detecgdes para M. leprae, e presentes em

outros, como por exemplo o M. tuberculosis.



87

Entre todos animais analisados procedentes do Pantanal ou dos animais mortos
atropelados provenientes do Cerrado, nenhum individuo apresentou lesdes
caracteristicas ou compativeis com sinais clinicos de hanseniase conforme descrito por
Walsh et al'®,

Considerando dados obtidos por Truman et al*? nos Estados Unidos, a baixa
prevaléncia em individuos analisados em outros estudos!64174181.185.188 g ,aerem que a
presenca de M. leprae nestes animais esteja relacionada a ocorréncia da doenca em
areas endémicas.

Truman et al'’®, afirmam que a aparente distribuicdo geogréfica de infeccio de
tatus por M. leprae alimenta continuamente a especulacdo que a hanseniase nos
Estados Unidos tenham ocorrido por mecanismos naturais ou através de seu ambiente.

Alguns autores como Truman et al*?, Deps et al*®"-18 Frota et al'® e Kerr et
al,*® sugerem que o tatu selvagem pode ser considerado um reservatério natural de M.
leprae, porém segundo Monot et al?®, tatus infectados no estado da Lousiana, Estados
Unidos, possam ter sido contaminados por fontes humanas, e que condiz com
afirmacao descrita por Truman et al*?, que tatus e humanos possuem a mesma estirpe
para M. leprae.

Outro fato a considerar para este estudo e baseado em Shimit et al**®, ndo houve
evidéncias que confirmam uma associagdo entre a hanseniase em seres humanos, e o
contato com tatus nesta regiao, e sim, que a ocorréncia deste patégeno ou doencas em
seres humanos em determinadas areas, pode estar relacionado a fatores como niveis
socioecondmicos desfavoraveis e condi¢des sanitarias precarias, caracteristicas estas,
que devem ser analisadas em conjunto com estudos futuros de estimativas de riscos.

Embora o Brasil possua uma consideravel diversidade de biomas e 10 espécies
de tatus, ainda € escasso estudos sobre a hanseniase com animais de vida livre em
habitats relevantes para a biodiversidade como o Pantanal ou Cerrado.

Com base nas taxas de prevaléncia da doenca nesta regido’’ e nos resultados
negativos para M. leprae nos animais amostrados, embora ndo sejam definitivos, o
risco de existir hanseniase em tatus na area de estudo, provavelmente ¢ baixo, pois de
acordo com Pedrini et al??®, resultados semelhantes foram obtidos por estudos

realizados também no Pantanal da Nhecolandia.
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Os mesmos autores também destacam que o M. leprae é um patdgeno
fundamentalmente antropofilico, e, contudo, os tatus destas regides amostradas podem
apresentar um papel pouco relevante ou nenhum como reservatorios naturais para este
agente.

Considera-se também, necessario o desenvolvimento de mais estudos em
outros biomas do Brasil e um maior nUmero de amostras de diferentes espécies de
tatus, possivelmente relacionando-os a fatores socioeconémicos, histérico de contato
prévio destas com pacientes humanos portadores de hanseniase com a investigacao do
indice de prevaléncia e/o ocorréncia deste patdgeno em tatus de vida livre.

Contudo, estudos envolvendo M. leprae e tatus selvagens devem ser
estimulados para esclarecer e compreender melhor a tipagem molecular do bacilo
(padronizacdo de andlise como genotipagem para M. leprae) em tatus, a sua
distribuicdo global e geogréfica, a ocorréncia de manifestacdes clinicas e
histopatoldgicas nestas espécies e o papel delas na transmissdo ou como reservatorios

deste patdgeno.
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8 CONCLUSAO

Como descrito neste estudo e em outros realizados em paises do continente
Americano, principalmente no Brasil, avaliou-se a prevaléncia de cinco pat6genos
(Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp Paracoccidioides
brasiliensis e Mycobacterium leprae) em tatus selvagens para tentar compreender
melhor o envolvimento destas espécies na transmissdo dos patdgenos e sua
participacdo na cadeia epidemioldgica de cada doenga.

Diante destes dados, podemos afirmar que os tatus foram expostos com
excecdo do M. leprae, aos patdgenos (Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi,
Leishmania spp e Paracoccidioides brasiliensis) e que estes seguramente podem
causar morbidade e mortalidade também em outras espécies, sejam elas domésticas,
de criacdo, selvagens e até mesmo o homem. Isto demonstra a importancia da
realizacdo destes estudos envolvendo os tatus, e 0 monitoramento da salude destas
espécies em longo prazo.

Avancos tecnoldgicos em andlises laboratoriais, a exemplo das técnicas
moleculares, tem se tornado fundamentais para o esclarecimento de questdes que
envolvam espécies selvagens como possiveis fontes de transmissdo de patdgenos
zoondticos. A exemplo disso, destaca-se o estudo realizado por Truman et al*?, que
descreve a mesma estirpe de M.leprae encontrada em pacientes com hanseniases e
tatus procedentes de uma regido em comum. Contudo, resultados de estudos
moleculares nem sempre sdo definitivos, mas parte-se do principio em mostrar
consisténcia (repeticdes em analises) e que aliado aos achados clinicos e
epidemioldgicos, auxiliam a desenvolver indicadores e um argumento convincente da
presenca de determinado patégeno ou a participacdo das espécies no seu ciclo de
transmissao.

Por outro lado, técnicas de diagndstico como as analises soroldgicas, tem
desempenhado uma importante contribuicdo, principalmente no que diz respeito ao
indicativo de anticorpos do individuo previamente exposto aos patdégeno ao longo de
sua vida, o que traz também como informac&o, a presenca daquele agente no ambiente
e a subjecdo de que a populacdo estudada e/ou outras espécies que compartilham este

habitat, também estejam ou corram o risco de serem expostas.
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A desvantagem é que estas técnicas ndo avaliam ou indicam a presenca do
patdgeno no inicio da infec¢do e podem sofrer influéncias de reacdes cruzadas entre
as especies ou serem inespecificas, quando utilizado padrées humanos ou de animais
domésticos para sua avaliacdo. Para a interpretacdo destas analises, sugere-se ter
cautela na leitura de resultados e diluicdes para notas de cortes, quando extrapolado
principalmente para animais selvagens.

No entanto, na grande maioria das vezes, estes métodos apresentam maior
eficacia e contribuicdo diagnostica, quando associados as analises complementares e
outros exames como hemogramas, bioguimicos, técnicas moleculares, e exames
clinicos minuciosos. Porém sdo necessarios estudos que busquem elucidar e
padronizar técnicas de diagndstico laboratorial especificos para as espécies selvagens.

Caracteristicas anatdmicas, fisiologicas e ecologicas peculiares dos tatus, 0s
tornaram uns dos poucos mamiferos, (além dos seres humanos) a apresentarem uma
relagdo com patégenos que aumentam a possibilidade de se tornarem potenciais fontes
de transmiss&o ou reservatorios.

Com isso, ha décadas, muitos autores e estudos descrevem que inumeros
patdégenos que produzem importantes doengas zoondticas, tem sido frequentemente
associado aos tatus e estes atuando como reservatorios. Entretanto, percebe-se que a
maioria destes estudos, descrevem a utilizacdo destas espécies principalmente como
modelos de infeccdo experimental, ou animais capturados em areas com intensa
atividade antropica e degradacdo ou principalmente durante investigacdo de doengas
em &reas consideradas endémicas.

Baseado em Roque et al?**, um animal selvagem pode ser “incriminado” como
reservatorio, se participa ativamente na manutencdo da populacdo dos patdgenos na
natureza, e se houver participacdo de vetor, a observacdo deste se alimentando de
sangue do hospedeiro, deve ser demonstrado. Porém, talvez o termo “hospedeiros
acidentais” sugerido por Bagagli et al*° aos tatus, seja mais apropriado.

Em se tratando de patdgenos principalmente zoondéticos, sugere-se também a
hipotese de que a via de transmisséo possa ter ocorrido de maneira inversa, onde seres
humanos em uma estreita relacdo de contato com este ambiente selvagem, esteja
carreando estes agentes para espécies, que como 0s tatus, acabam sendo mais

vulneraveis a patdgenos humanos, as chamadas antropozoonoses.



91

Poucos estudos foram realizados documentando a investigacdo da prevaléncia
de patogenos infecciosos em tatus em vida livre em areas preservadas. Este tipo de
analise, pode contribuir com estudos e geracdo de dados sobre indicacdo e prevencédo
de medidas de controle, distribuicdo geografica de patdgenos, mapeamento de area de
risco e condigdes de salde daquele hébitat, antes da ocupacgéo ou degradacao por a¢oes
antropicas.

Um fato relevante a se considerar é que os tatus de maneira geral sdo espécies
apreciadas para o consumo de sua carne e culturalmente ingerida na Ameérica Latina,
(Bagagli et al*® e Schmitt et al'®). Este fator cultural, contribui e potencializa a
disseminacdo de patdgenos entre o meio selvagem e periurbano, demonstrando
claramente neste aspecto, que estas espécies podem (mais uma vez, atraves de agdes
antropicas), se tornarem um fator de risco de transmissdo de patdgenos de carater
zoondtico.

Outro fato, é que de acordo com Tercarioli et al??®, acredita-se que, o clima do
bioma Pantanal possa influenciar a manutencdo, disseminacdo e relacdo entre
patdgenos e seus hospedeiros o que corrobora com estudos publicados por Desbiez e
Kluyber?®, no qual descrevem que a temperatura das tocas de tatus-canastra mantem-
se estaveis durante o ano (24-26°C) independente da temperatura externa, e acredita-
se que 0 mesmo ocorra para a umidade, o que transformaria estes ambientes propicios
para manutencdo, foco de reproducdo e disseminacdo de patdgenos quando
compartilhada por entre as espécies.

Diante disso, e conforme descrito por alguns autores, o fungo como o
Paracoccidioides brasiliensis, o protozoario Toxoplasma gondii e o bacilo M.leprae,
podem estar presentes e sobreviverem por muito tempo no ambiente.*?146:226 No
entanto, aliado a esta caracteristica, reforca-se o conceito de medicina da conservacao
ou “One Health”, onde os tatus acabam tornando-se também, espécies modelos ideais
para o entendimento dos elos da interacdo dos patdgenos entre animal-homem-meio

ambiente.
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N&o se pode desconsiderar que diversos vetores também apresentam a
capacidade de invadir e se adaptarem a novos habitats apos desflorestamento e
estabilizacdo de novas comunidades humanas. Sabe-se também que vetores se
concentram em &reas superpovoadas e ha um aumento da susceptibilidade e risco de
transmissao de patdgenos em regides com precarias condi¢des de higiene e abundante

criagdo de animais domésticos.®’

Nos biomas Pantanal e Cerrado, ndo foram descritos surtos epidémicos ou
consideradas &reas endémicas para doengas zoondticas em seres humanos, 0 que
pudesse sugerir também um baixo ou nenhum potencial da relacédo dos tatus com seres
humanos ou de sua atuacdo como possiveis fontes de transmissao para estas zoonoses.

Todos os tatus capturados e examinados no Pantanal, bem como os individuos
amostrados atropelados no Cerrado, ndo apresentaram sinais caracteristicos de
doencas, que de acordo com Bagagli et al**°, descreve que a resposta celular e o sistema
imunoldgico dos tatus é fraco, sendo insuficiente causar doenca ou sinais clinicos
conforme observados em humanos.

Devido a dificuldade em observar a ocorréncia ou indice significativo de
mortalidade de tatus em vida livre, pois sua caracteristica de permanecer em tocas
associados a vegetacdo densa, ndo caberia aos tatus serem considerados espécies
sentinelas para deteccdo de doencas ou surtos, mas sim de que estas espécies possam
atuar como indicadores da salide de um ambiente, pois seus aspectos ecoldgicos e
fisiologicos, as tornam espécies ideais para estudos como alternativa de baixo custo,
eficaz e representativa para a investigagdo e monitoramento da salude (em areas

endémicas ou ndo) em um ecossistema, com envolvimento ou nao de a¢6es antropicas.

Tal conceito, diminuiria a “responsabilidade” e estigma atribuido aos tatus
como reservatérios de patdgenos zoonoticos e passariam assim, COmo 0S Seres

humanos serem consideras “vitimas™*°, de patdgenos zoondticos e a0 mesmo tempo

especies chaves para programas de educacao e a¢des de conservacao e saude da fauna.
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A relagdo entre estes fatores ainda néo foi estudada em detalhes, ou investigada
em monitoramentos em longo prazo na natureza. Porém, o programa de avaliacdo da
salde de tatus do Pantanal realizado pela equipe do Projeto Tatu-Canastra, monitora
desde 2010 através de capturas e anélise das amostras bioldgicas de individuos, a satude
destas populagBes. E através destes dados obtidos, sera possivel realizar um
monitoramento em detalhes em longo prazo e identificar se a exposi¢cdo ou infeccao
por tais patdgenos, podem causar diminuicdo ou levar espécies ameagadas como 0
tatu-canastra (P. maximus) a extin¢do nestes biomas.

Independente dos resultados, acdes e medidas de controles preventivos de
longo prazo, possam ser tomados de imediato por iniciativas publicas e/ou privadas,
contribuindo com a diminui¢do ou eliminacdo de ocorréncia da disseminacdo de
patdgenos ou ocasionamento de surtos em determinadas areas que envolvam o contato

prévio com tatus e ou outras espécies selvagens.

Como exemplo, acdes de educacdo ambiental sobre proibicdo de caca e
consumo de carne de animais selvagens previstos na lei de crimais ambientais,
orientacdo em postos de salde e hospitais, principalmente para trabalhadores e
moradores de areas rurais e o impedimento de degradacdo de areas de preservacao,
evitando o contato ou aproximacao com animais selvagens, patdgenos e seus vetores

com humanos.
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9 EM SINTESE

Os tatus foram expostos aos patdgenos Toxoplasma gondii, Trypanossoma

cruzi, Leishmani infantum chagasi e ao Paracoccidioides brasiliensis.

a) Este é o primeiro relato de exposicao de tatus ao Toxoplasma gondii no
Pantanal sul-mato-grossense. E o primeiro relato de exposicao a este patdgeno para as
espécies tatu-canastra (P. maximus) e o tatu-de-rabo-mole (C. unicinctus);

b) Este é o primeiro relato de exposicao de tatus a Leishmania infantum chagasi
no Pantanal. E o primeiro relato de exposi¢do a este patdgeno para as espécies de tatu-
peba (E. sexcinctus) e o tatu-de-rabo-mole (C. unicinctus);

c) Este é o primeiro relato de exposi¢do de um tatu-galinha (D. novemcinctus)

ao Trypanosoma cruzi no Pantanal;

d) Este é o primeiro relato de detec¢do de Paracoccidioides brasiliensis em
tatus no Cerrado do estado do Mato-Grosso-do-Sul. E o primeiro relato para este

patdgeno na espécie tatu-peba (E. sexcinctus);

e) Nenhum individuo foi exposto ao Mycobacterium leprae em ambos 0s
biomas, Cerrado e Pantanal no estado do Mato-Grosso-do-Sul. O que no entanto, pode-
se sugerir que em ambas as areas estudadas, ndo ocorra este patdgeno, apesar do estado
do Mato-Grosso-do-Sul ser considerado a quarta maior prevaléncia de Hanseniase no

pais;

) As condigOes ambientais das tocas de tatus, principalmente de tatu-canastra
(P. maximus), contribuem na manutencdo, crescimento e reproducdo de patdgenos
como Toxoplasma gondii, Paracoccidioides brasiliensis e Mycobacterium leprae e
servem de abrigo para vetores de patdgenos como o Trypanosoma cruzi e Leishmania
spp, e através destas condicOes, favorecem sua dispersdo natural, nos animais
(vertebrados ou invertebrados e proprios vetores), que compartilham estas tocas no

ecossistema em que habitam;
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g) Néo foi possivel afirmar se h&d uma relagdo entre 0 aumento da prevaléncia
de patdgenos com a ocorréncia de areas degradadas ou preservadas. Mais estudos em

longo prazo sdo necessarios para comparar esta relacao;

h) Os tatus podem ser fontes de transmissao para patégenos zoonéticos, apenas
quando considerada convivéncia proxima (animal mantido irregularmente em

cativeiro, ou domicilio), manipulacéo ou ingestdo de sua carne;

i) E importante que mais estudos sejam realizados para afirmar se tais
patdgenos, principalmente os zoondticos, estdo envolvidos na cadeia epidemioldgica
de transmissdo, ou mantidos pelos tatus atuando como reservatorios, e assim
potencialmente transmitidos a outras espécies, inclusive o homem;

j) Devido a suas caracteristicas fisioldgicas, ampla distribuicdo geogréfica,
relativo contato préximo a areas antropizadas e sua principal caracteristica de
compartilhar suas tocas com outras espécies, tornam os tatus, espécies mais
susceptiveis e devem rigorosamente serem investigadas, na dindmica da evolucéo de
patdgenos relevantes para a satde publica e principalmente no que se diz respeito as
Zoonose;

k) InvestigacBes utilizando tatus como indicadores da salde ambiental, e a
obtencdo de dados sobre exposicdes prévias de tatus a agentes zoon6ticos patogénicos,
podem indicar de maneira eficaz; 1) Prevaléncia e/ou ocorréncia de patdgenos
principalmente os zoonoticos, 2) Andlise e mapeamento de areas de risco (surtos
epidémicos), 3) Contribuir para o desenvolvimento de medidas de controle e a¢bes
preventivas, 4) Monitoramento de doencas zoondticas, e acles de estratégia de baixo
custo ndo s6 em meio selvagem, como também em éareas onde haja desenvolvimento
humano;

I) Agéncias governamentais do meio ambiente e de salde, devem levar em
consideracdo a exposicdo de tatus aos patdgenos zoonoOticos. Discussdes entre
pesquisadores e estas agéncias devem ser tomadas para que o desenvolvimento e
planejamento de iniciativas de programas de educacdo sejam elaborados como

medidas preventivas e de conservacdo em areas eleitas como prioritarias.
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unidade de conserdacio estadual, detrital cu municpal, o do proprietano, amendataric, pOSSEIT ou momdor de dnea dentro dos Imites de unidade de

federal cujo prooesss de Mﬁﬂmmmmmm
Esi= documenio somenie poderd e uillzado pama os fins prewisios na h:iu-;ﬁnNuanMMn 1mwmmmlmﬂnn 10D, no gu=
3 cmcdﬂ:ucﬂM;ﬁnn&m:rwhEhmﬂnmmuxim:memIWDwmmmhﬂhmm
et ou dodticas no Amibitn 40 SnsinG SUpSrion.

A autnrizacio para envio ao exterior de material biokdgico Rl consignaco desvent ser nequerida por Melo do Endensgo eletrinico wwa bama.gov.br (Serdgns on-ine -
4 | Lipena para imporiaglo ou exporiagio de Siom e fauna - CITES e nlo CITES). Em caso de materal consignado, consuite www icmibio.gov_brisisbio - menu

[ [ tiuiar de Ioenga o Sulnnzachn & Cs. memEbnes 08 SUa SqUPE OSVErD OpLar pOr MEIDHcs O COES & RSHUmENInS O APk GreConados, SEMpre qUE possve,
5 | a0 grupo karondmico de inferesse, evitando & Mo 0U 0an0 SIgRINcatio & culnos. grupas; & empregar esfongn de coisf ou captura gue nlio comprometa a Wabilidade:
de populagles do gripo tamndmico de inferesse em condiclo In st
O Htular de autorizacic ou de [icenga permanente, 2s5im come o membns de sua equips, quando da viclagio da legisiaclo vigente, cu quando da Inadequagiic,
& | omissio ou taisa descriglo de Informaches relevanies que subsidiaram a expediclo do ain, poders, mediante: declsio motvada, ter @ autorzaco ou lioenga

o GBI & o maberial boldgicn codetado o nos fermos da braslieira =m 3
Esk= documenio dispensa 0 cumprimenio da legisia oue d S0bre aCess0 @ componente do pairdnio penético existeni= no feridrio nadonal, na
T | pinkfema contirenial £ e z2ons soomnimics exchesha, OU &0 confecimenin madicional sssccisdo a0 parimdnks genéticn, par fins de pesguiss clentfica,
bioprospeccio & dessrwoivimento beonoligicn. Vieja malones infommaples &m wawaw_mma.gov.briogen.
EnummpumummnEmﬁ:aEmrEiﬂ.umummmam;&nmmammmﬂq&nmmammmﬁm
AS DATAE das expedicBes, as condicles para realzaclo das coletas & de uso da Imfra-estniura da unidade.
3 As atvidades comempiadas nesta aulorizagic abmangem espéoes braskeiras constante de Istxs oficials (3= abrangéncia nacional, estadual cu municipal) de espicies

de sobrespiotacio.
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2 | Danllo Kluyber de Sourn Y eterindrio Responsive] 231814 332019 250160522 3EF-5P Braslcin
3 | PALLD ROGERID MANG I (CRMY-PR - 3M7) Consufions Velerinirs T20.944 24034 3.892 300.0 3EFFPRFPR Brashei

Este gocumento (Auiorzaglo para atvidades com fnalldade clentfica) fod expatioo com base na Instrugo MNomatva n°154/2007. Alraves do codigo
e autenticagSo abalkn, qualquer cidadSo poders vericar a autenticidade ou reguiandade deste documentn, por mak da paging 80 SisbiaICMBlo na
Iniemet (waw.lcmblo.gov brsisbio).
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