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A CAPIVARA (Hydrochaeris hydrochaeris LINNAEUS, 1766) COMO
POTENCIAL HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO DE Neospora caninum
DUBEY, CARPENTER, SPEER, TOPPER & UGGLA, 1988

Formas parasitarias de N. caninum. (A) Nessa imagem podem ser
observados diferentes taquizoitos (coloragdo de Giemsa). A forma e
tamanho dos taquizoitos variam conforme o estagio de divisdo e corte
histologico: a- taquizoito alongado; b- antes da divisdo; c- trés taquizoitos
em divisdo e comparados em tamanho com uma hemacea (seta); (B)
seccao histologica de um cisto contendo no seu interior os bradizoitos
identificados pela seta aberta (coloracdo de hematoxilina e eosina). Entre
as setas fechadas a espessura da parede do cisto; (C) oocisto néo
esporulado (escala 10 um); (D) oocisto esporulado contendo dois
esporocistos, cada qual com quatro esporozoitos (escala 10 um). Fonte:
adaptado de Dubey et al. (2007) ...cccooeeiieiiiiie e

Esquematizacdo do método de captura e deslocamento das capivaras
avaliadas nesse estudo. (A) Uso de zarabatana para disparo de dardo
anestésico objetivando a contencdo quimica de capivaras contidas em
brete apdés ceva; (B) Capivara atingida pelo dardo apos inducédo
anestésica; (C) Deslocamento da capivara contida quimicamente; (D)
Inicio do trabalho de identificacdo e biométrico e deslocamento do animal
ao laboratorio de campo. Foto: Professor Rogério Ribas Lange, 2008

Método de coleta de fragmento de parénquima hepético (A) e sangue (B)
de capivara. (A) Obtencao da imagem do figado com transdutor 7,5 MHz,
insercdo da agulha de biopsia em direcdo ao 6rgdo para realizacado da
bidépsia hepatica; (B) Coleta de sangue da veia femoral de capivara
contida quimicamente. Foto: Professor Rogério Ribas Lange,

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
amplificacéo da regido Nc5 de N. caninum utilizando os iniciadores Np7 e
Np4. Os fragmentos amplificados indicam a presenca de DNA de N.
CANINUM €M CAPIVAIAS ...vvvvvrerniniiieaseeeeeeeeeeeeeeeeeessunsnsaaaaaeaaaaasaaeeeereremmmnnne

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
amplificacéo da regido Nc5 de N. caninum utilizando os iniciadores Np21
e Np6. Os fragmentos amplificados indicam a presenca de DNA de N.
CANINUM €M CAPIVAIAS ..eevvvrtittiiiiaaaeeeeeeeeaeeeeeeeeeatrsannas s aaaaaaaaaaeaaeeeeeseeeessnnnes

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
amplificacéo da regido Nc5 de N. caninum utilizando os iniciadores Np21
€ NP o e eae

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
amplificacédo da regido ITS1 de N. caninum utilizando os iniciadores ITS2
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Figura 1:

A CAPIVARA (Hydrochaeris hydrochaeris LINNAEUS, 1766) COMO
POTENCIAL HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO DE Toxoplasma gondii
NICOLLE e MANCEAUX, 1908

Potencial de transmissdo de T. gondii ao homem pelo consumo de
carnes de animais de producédo e caca. Adaptado de Tenter et al. (2000)

Percentual de capivaras do Parque Tingui, Curitiba, PR, reagentes na
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii pela técnica de
imunofluorescéncia indireta e titulacdo correspondente ...........cccceeveeeeeennn.

Percentual de capivaras do Parque Tingui, Curitiba, PR, reagentes na
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii pela técnica de
imunofluorescéncia indireta de acordo com o sexo (titulacdo

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
amplificacdo da regido ITS1 de N. caninum (A) e de T. gondii (B)
utilizando os iniciadores ITS2 € ITS5 ...

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
amplificacéo de fragmento do gene Bl de T. gondii..........ccevvveivvvrnnnicinnnnn.

Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela
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Resumo

O crescimento da populacdo de capivaras é favorecido por acées do homem
sobre o meio ambiente. Existe no Parque Tingui, cidade de Curitiba, Estado do
Parana condicbes que favorecem o aumento exponencial da populacdo desses
animais. Esse fato, aliado a proximidade com animais domésticos e o homem,
pode possibilitar a transmissdo de patdgenos que utilizam a capivara como
reservatorio ou hospedeiro. Com o objetivo de determinar os riscos que esses
roedores representam para a saude publica, foi investigado no presente estudo a
sua condicdo sanitéria. Para tanto, vinte e seis capivaras foram capturadas e
avaliadas para infeccdo por esporozoarios, tripanossomatideos e riguétsias.
Paralelamente, foram coletadas amostras de fezes (n=53) e trés animais foram
necropsiados para avaliacdo da fauna parasitaria gastrintestinal. As amostras
investigadas na pesquisa de esporozoarios, tripanossomatideos e riquétsias
foram: sangue total, soro, figado, baco, coracdo e linfonodos. O diagndstico de
esporozoarios foi realizado pelas técnicas de imunofluorescéncia (IFl), reacao
em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA; de
tripanossomatideos pelas técnicas de IFl, PCR, cultivo in vivo, in vitro,
microhematocrito, esfregaco por distensdo delgada e gota espessa; e de
riquétsias pela técnica de PCR. A fauna parasitaria gastrintestinal foi avaliada
por exames coproparasitologicos e pela analise direta em necropsia. Foi
verificado que as capivaras do parque Tingui apresentam infeccdo pelos
parasitos: Protozoophaga obesa, Strongyloides chapini, estrongilideos, Capillaria
hydrochoeri, Trichuris sp, Eimeria spp, Fasciola hepatica, Monoecocestus spp,
ascarideos e sarcocistideos, Toxoplasma gondii e Neospora caninum. Foram
obtidos resultados negativos para a infeccao por Trypanosoma spp., Leishmania
spp., Rickettsia spp., Giardia spp. e Cryptosporidium spp. Desses, 0s parasitos
que podem eventualmente infectar o homem sao F. hepatica e T. gondii e
agueles que podem infectar animais domésticos séo F. hepatica, N. caninum e
T. gondii. Esses resultados demonstram que as capivaras do Parque Tinguii
representam um risco minimo para a saude do homem e outros animais que
habitam a &rea e que possuem contato préximo com esses roedores. Contudo,
estudos de monitoramento sdo necessarios para prevenir futuros surtos de
Zoonoses.

PALAVRAS-CHAVE: tripanossomatideos, esporozoarios, riquétsias, parasitos
gastrintestinais, capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), epidemiologia, zoonose.



Abstract

The growth of the capybaras’ population is favored by the action of the man on
the environment. It exists in the Tingui Park, city of Curitiba, Parana State
conditions that favor the increase of the population of these animals. This fact,
ally to the proximity with domestic animals and the man, can make possible the
transmission of parasites that use the capybara as a reservoir or host. To
determine the risks that these rodents represent for the public health, its sanitary
condition was investigated. Twenty and six capybaras were captured and
evaluated for infection by sporozoan, trypanosomatids and rickettsial pathogens.
Also, the gastrointestinal parasitic fauna were analysed by four different
coproparasitologic techniques and necropsy. The samples analysed to diagnose
the infection by sporozoan, trypanosomatids and rickettsiae were: blood, serum,
liver, spleen, heart and lymph nodes. The diagnose of sporozoa was assessed
using the indirect immunofluorescent antibody test (IFAT) and polimerase chain
reaction (PCR); trypanosomatids by IFAT, PCR, in vivo and in vitro culture,
microhematocrit centrifuge technique, blood smear; and rickettsial pathogens by
PCR. The capybaras evaluated in the present study were infected by:
Strongyloides chapini, Strongyloidea, Protozoophaga obesa, Capillaria
hydrochoeri, Trichuris sp., Ascaroidea, Fasciola hepatica, Monoecocestus spp.,
Eimeria spp., Sarcocystidae, Toxoplasma gondii and Neospora caninum. And
resulted negative for the infection by Trypanosoma spp., Leishmania spp.,
Rickettsia spp., Giardia spp. and Cryptosporidium spp. Of these, the parasites
that can eventually infect the man are F. hepatica and T. gondii and those that
can infect domestic animals are F. hepatica, N. caninum and T. gondii. These
results demonstrate that capybaras of the Tingui Park represents a minimum risk
for the health of the man and other animals that inhabit the area. However, future
studies are necessary to prevent zoonosis outbreaks.

Keywords: trypanosomatids, sporozoan, rickettsial, gastrointestinal parasites
capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris), epidemiology, zoonosis.



1. INTRODUCAO GERAL

Ainda sao imensuraveis e indeterminados todos os impactos que resultam
das a¢des do homem ao meio ambiente. A medida que esse intervém de forma
explorativa e descontrolada sobre a natureza e ecossistemas, ocorrem
modificacdes no ambiente, que muitas vezes podem fugir ao seu controle e, até
mesmo, de seu conhecimento. Foi assim que, agindo explorativamente e de
maneira despreocupada, 0 homem modificou ambientes e determinou alteracdes
no ciclo biolégico de muitos parasitos, resultando na expansdo de doencas
como: malaria, leishmaniose, riquetsioses, doenca de Chagas, febre amarela,
entre outras.

O homem tem modificado o ambiente das capivaras, trazendo para perto
de si esse mamifero que € o maior roedor do mundo. Esse evento ocorre por
uma diversidade de fatores que, em geral, acabam determinando o desequilibrio
populacional da espécie. Tais fatores sdo, principalmente, a expansdo da
atividade agropecuaria, o interesse econdmico do mercado de producédo de
carnes e outros produtos de origem animal, o aumento da caca furtiva e
desenfreada, a expansao das cidades e as medidas de conservacdo nao
planejadas ao longo prazo (Ferraz, 2001; Pinto, 2003).

Um dos principais fatores que contribui para 0 aumento exponencial das
populacdes de capivaras resulta da destruicdo de éareas florestais para fins
agropecuarios. A substituicdo da mata nativa por areas de culturas e pastagens
propicia o ambiente ideal para o crescimento da populagédo de capivaras, que
sdo beneficiadas pela reducdo drastica de predadores naturais e pela maior
disponibilidade de alimento. Aliado a alteracdo desses fatores basicos do
ecossistema, estdo presentes caracteristicas intrinsecas da espécie que
favorecem seu rapido crescimento, como o0 alto potencial reprodutivo, a
resisténcia a doencas e a grande plasticidade alimentar e aproveitamento dos
alimentos (Moreira e Macdonald, 1997; Vargas, 2005).

A aproximacédo da capivara ao ambiente doméstico também ocorre devido
a tendéncia da incorporacdo de novas espécies animais na exploracdo pecuaria.
Esse evento representa mais uma alternativa no incremento da producdo de
carne e de outros produtos de origem animal (Ojasti, 1991). Muitas dessas
espécies sdo oriundas da fauna selvagem, o que determina a adocao de

cuidados especiais de manejo, ja que além de medidas de conservacao,



necessarias para evitar a extincdo da espécie, também se faz necessario o
conhecimento de aspectos biolégicos basicos para que o sistema de producao
seja eficiente e viavel. Quando as adaptacdes necessarias para o sistema
produtivo ndo sédo atendidas, consequéncias indesejaveis como a expansao
populacional descontrolada, ou riscos a conservagdo da espécie e inviabilidade
do sistema de producéo também podem ocorrer (Nishida, 1995).

A capivara € uma espécie que apresenta caracteristicas muito
interessantes na adaptacdo aos sistemas de producdo extensivo e semi-
extensivo. S8o animais altamente prolificos, resistentes a doencas, apresentam
boa taxa de conversdo alimentar e bom indice de aproveitamento de produtos
como carne, couro e Oleo. A carne da capivara apresenta excelentes
propriedades nutricionais e possui paladar bastante apreciavel, o que desperta
grande interesse comercial, tanto no mercado nacional quanto no internacional,
principalmente nas Américas do Sul e Central (Ojasti, 1991; Jiménez, 1995).

Contudo, para ser economicamente viavel e representar uma maneira de
exploracdo de fauna, sustentavel e responsavel, a espécie precisa ser mais
estudada e conhecida. As parasitoses em capivaras ainda necessitam de maior
estudo e conhecimento. Esse esclarecimento permitird a reducdo das perdas
econdmicas causadas por parasitos e também ir4 possibilitar a adog¢do de
medidas de prevencédo em relacdo as zoonoses. Tanto aquelas causadas pelo
convivio mais proximo da espécie, que pode ser reservatorio de varios
patdgenos, quanto aquelas causadas pelo consumo de seus produtos.

Outra possibilidade, em que pode ocorrer a modificagcdo do ambiente das
capivaras, resulta das medidas de conservacédo e manejo que sédo adotadas para
protecdo da espécie. Essas medidas nem sempre sédo planejadas ao médio e
longo prazo, e podem resultar em conseqiéncias indesejaveis, relacionadas,
principalmente, ao controle populacional da espécie e a possibilidade de
transmissdo de patdogenos ao homem e animais domésticos que habitam um
ambiente em comum.

Sabe-se que os roedores em geral sdo reservatorios de muitos patégenos
que causam doencas no homem e outros animais, como: leptospirose, peste
negra, hantavirose, leishmaniose, doenca de Chagas, entre outras. A capivara
também é conhecidamente um reservatorio de riquétsias, entre elas Rickettsia

rickettsii que causa a febre maculosa, de Leptospira interrogans, que pode



infectar o homem e os animais domésticos e de producédo, e de Trypanosoma
evansi que causa o0 “mal-das-cadeiras” principalmente em equideos (Mufioz e
Chévez, 2001; Labruna et al., 2002; Vasconcelos, 2002).

Contudo, ainda ndo se sabe, por exemplo, se o consumo da carne de
capivara pode representar mais uma fonte de infeccdo por Toxoplasma gondii.
Ou mesmo se esses animais sao reservatorios de Leishmania spp. ou de outras
espécies de Trypanosoma. Também ndo é conhecido se possuem parasitos
intestinais que podem eventualmente infectar o homem e outros animais, como
Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp.

E preciso encontrar um ponto de equilibrio entre a conservagio,
exploracdo e manejo da espécie, pois 0 crescente aumento da populacdo de
capivaras e a aproximacao do contato desse animal selvagem com o homem
podem resultar na introducdo de zoonoses. O que direta ou indiretamente
complica as medidas de conservacdo da espécie. Assim, faz-se necessario o
embasamento cientifico e esclarecimento a opinido publica sobre o uso
sustentavel da fauna selvagem, suas necessidades e consequéncias para que
medidas e decisdes coerentes possam ser assumidas.

O estudo, aqui apresentado, foi motivado principalmente pela
preocupacao em determinar as consequéncias que a intervencao do homem, no
ambiente natural das capivaras, podera resultar para a qualidade de vida desses
animais, para o homem e outros animais.

Para tanto, pretende-se definir a condicdo sanitdria das capivaras
localizadas no Parque Tingli, cidade de Curitiba, Estado do Parana,
caracterizando seu potencial como reservatorio e hospedeiro de alguns parasitos
e bactérias.

Esses animais representam um modelo ideal para o estudo proposto, pois
h4 uma superpopulacdo de capivaras no parque, sendo estimada uma
populacdo atual de cerca de 200 a 250 animais. Esse parque apresenta uma
extensa area de mata e floresta e esta localizado proximo a regido central da
cidade. Aliado ao controle populacional ser4d também necesséario pesquisar a
possibilidade das capivaras da regido atuarem como reservatorios de patdogenos
gue representam problemas a saude do homem e dos animais que convivem na

area de estudo.
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Também ¢é importante ser investigada a fauna parasitaria do aparelho
digestorio das capivaras, por duas razfes principais: a) conhecer os parasitos
que utilizam esse roedor como hospedeiro definitivo (interesse parasitoldgico); b)
determinar se desses parasitos algum poderia ser responsavel pela ocorréncia
de doencas no homem, como: Fasciola hepatica, Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp (interesse para a saude publica).

Considerando-se os fatores apresentados e a escassez de informacdes
sobre a parasitologia em capivaras no Parana e no Brasil, os objetivos desse

estudo foram:

* Investigar a ocorréncia e prevaléncia de parasitos gastrintestinais
em capivaras do Parque Tingli, cidade de Curitiba, Estado do
Parana;

* Investigar a ocorréncia de infeccdo por Neospora caninum e
Toxoplasma gondii em capivaras;

* Investigar a ocorréncia de infeccdo por Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi, T. evansi e T. rangeli, e verificar, a presenca
desses tripanosomatideos em capivaras;

» Verificar a ocorréncia de infeccéo por Rickettsia spp. nas capivaras

residentes no Parque Tingui, cidade de Curitiba, Estado do Parana;

Para melhor compreenséao o trabalho sera dividido em cinco capitulos. No
primeiro sera abordada a espécie animal, o segundo a fauna parasitaria, o
terceiro e 0 quarto sobre a infeccdo de Neospora caninum e Toxoplasma gondii
em capivaras respectivamente. No quinto capitulo sera apresentada uma
discusséo geral sobre os dados obtidos nesse estudo, incluindo os resultados da

pesquisa de Leishmania spp., Trypanosoma spp. e Rickettsia spp.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. HISTORIA E CLASSIFICACAO DE Hydrochaeris hydrochaeris

LINNAEUS, 1766

A palavra capivara que, na lingua portuguesa, designa a espécie descrita
por Linnaeus, 1766, deriva do idioma Guarani “Kapiyva”, e significa “mestre dos
gramados”. Do Tupi-Guarani também h& a denominacdo “caapi-guara” ou
“caapi-goara”’, que respectivamente significam “comedor de capim” e “morador
dos capinzais” (Vargas, 2005; Montiani-Ferreira et al., 2008). Tais denominacfes
estdo diretamente relacionadas ao habito alimentar do animal, que € herbivoro e
relativamente seletivo ao tipo de forragem presente em seu ambiente.

Ha varias outras designacdes populares a espécie, que variam muito
conforme a regido. Na América Latina em geral pode ser mesmo reconhecida
como capivara ou “capibara”. Sendo que na Argentina e Paraguai também é
denominada “capiguara” e “carpincho”. No Peru o animal é popularmente
conhecido como “ronsoco” ou “samanai’. Na Venezuela “chigtiro”, no Panama
“poncho”, na Guiana Francesa “cochon d’Eau” ou “cabiai” e na Coldmbia a maior
variedade de denominagdes, onde pode ser conhecido como “Sancho”,
“ponche”, “cabiari”, “pataseca”, “bocaeburro”, “dia-baj’, além do reconhecido
“capibara”. Na lingua inglesa a espécie € conhecida como “capybara”. Porém,
vém do alemdo e do holandés as denominacdes historicamente mais
interessantes, jA que ambas significam literalmente “porco d’'agua,
respectivamente: “wasserschwein” e “waterzuyn” (Jimenéz, 1995; Ferraz, 2001).

Essas ultimas designacdes referem o engano cometido por Linnaeus que,
em 1766, no momento de sua descricdo, acreditava que a espécie se tratava de
um tipo de porco. Assim, a primeira nomenclatura cientifica aceita para a
capivara foi Sushydrochaeris (EMBRAPA, 1986). Também ja recebeu a
designacdo Hydrochoerus para a denominagdo de género, a qual atualmente
nao € mais aceita (Moreira e Macdonald, 1997; Vargas, 2005).

A classificacdo taxonémica atual para a espécie, segundo Carleton
(1984), é apresentada no Quadro 1.
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CLASSIFICACAO TAXON
REINO Animalia
FILO Chordata
CLASSE Mammalia
ORDEM Rodentia
SUBORDEM Hystricognatha
INFRA-ORDEM Caviomorpha
SUPERFAMILIA Cavioidea
FAMILIA Hydrochaeridae
SUBFAMILA Hydrochaerinae
GENERO Hydrochaeris
ESPECIE Hydrochaeris hydrochaeris

Quadro 1 - Classificacdo taxondmica da espécie Hydrochaeris hydrochaeris, segundo Carleton
(1984).

1.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DA ESPECIE

A capivara € a maior espécie de roedor viva conhecida. S&o animais
herbivoros, de habitos semi-aquaticos, crepusculares e gregarios, e a sua
distribuicdo geogréfica € limitada a presenca de corpos d’agua. Apresentam alto
potencial reprodutivo, o nimero de filhotes concebidos por gestagcdo varia de
dois a cinco (Lavorenti, 1989), e possuem um periodo de gestacado de 147 a 156
dias, sendo a média de 150 dias (Barbella, 1987; Ferraz, 2001).

Dentre as caracteristicas morfoldégicas mais marcantes destacam-se a
cauda vestigial, os membros curtos com digitos unidos por membranas, sendo
quatro digitos no membro toracico e trés no membro pélvico, olhos e narinas
situadas na face superior da cabeca. Essas Ultimas caracteristicas sao
adaptacdes para a vida aquatica (Nishida, 1995). Um animal adulto atinge de
120 a 150 cm de comprimento, 50 a 65 cm de altura, com alguns individuos
chegando até 90 kg de peso (Alho, 1986; Jiménez, 1995; Moreira e Macdonald,
1997).
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As orelhas séo pequenas, arredondadas, bastante mdveis e com poucos
pélos. E o Unico roedor que apresenta glandulas sudoriparas em sua pele,
porém essas sao pouco desenvolvidas e muito esparsas, o que reforca a
necessidade de agua e areas sombreadas para a regulacdo da temperatura
corporal (Pinto, 2003).

Apresentam dimorfismo sexual, sendo o macho reconhecido pela
presenca de uma glandula supranasal bastante proeminente, a qual utiliza para
demarcar seu territério (Figura 1).

S&o0 animais monogastricos, mas que compensam sua capacidade
digestiva em relacdo aos ruminantes, pela excelente trituragéo das forragens e
pelo processo de fermentacdo que ocorre no ceco. Esse 6rgdo, além de ser
anatomicamente bem desenvolvido, apresenta populacdes de microrganismos
que vivem em associacdo de mutualismo, digerindo os carboidratos estruturais
da dieta da capivara com grande eficiéncia (Mendes, 1999).

Além da excelente trituracdo e fermentacdo do alimento, também se
discute a possibilidade da coprofagia ou cecotrofagia estarem envolvidos no
processo de digestdo. Na coprofagia o animal teria de ingerir as fezes
depositadas no chéo logo apos a defecacdo (Moreira e Macdonald 1997). Na
cecotrofagia o animal teria de ingerir o cecotrofe, produto da fermentacao
resultante da digestdo microbiana no ceco, diretamente da regido anal, pelo
préprio animal que o produziu (Mendes, 1999). Tais hipoteses podem explicar a
boa digestibilidade do aparelho digestério da capivara e a sua consequente
capacidade de transformar uma dieta rica em carboidratos estruturais em
energia. Tais caracteristicas podem interferir negativamente ou positivamente no

ciclo biologico de alguns parasitos como discutiremos adiante.
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Figura 1 - Dois espécimes de capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) localizados
préximos ao lago e em area de vegetacdo, no parque Tingui, Curitiba, Parana.
Note as orelhas curtas, olhos e narina situados na por¢éo superior da cabeca e o
acentuado dimorfismo sexual de macho (esquerda) e fémea (direita). Foto:
Professor Rogério Ribas Lange, 2008.

1.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A capivara € um animal que apresenta distribuicdo nas regiées de clima
tropical e subtropical nas Américas Central e Sul, em areas alagadicas préximas
a rios e lagos. Mais precisamente, a espécie pode ser encontrada da regido sul
ao canal do Panamé& ao norte da Argentina. Esta amplamente distribuida por
toda a América do Sul, indo até ao leste dos Andes. Essa distribuicdo inclui parte
da Venezuela, Colémbia, Bolivia, Peru e Argentina, e a totalidade de paises
como as Guianas, Brasil, Uruguai e Paraguai (Figura 2). No Brasil a espécie sO
ndo ocorre na regido de semi-arido no nordeste (Ojasti, 1991; Moreira e
Macdonald, 1997).
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Figura 2 - Distribuicdo geogréafica da capivara
(Woods e Kilpatrick, 2005).

2. ASPECTOS LEGAIS

A utilizacdo da fauna selvagem no Brasil € regida pela Lei n® 5.197, de 3
de janeiro de 1967, que proibe a utilizacdo, perseguicédo, destruicdo, caca ou
apanha desses animais. Permite a cagca somente se peculiaridades regionais
forem justificadas.

O projeto de pesquisa que possibilitou o estudo aqui apresentado foi
aprovado e licenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA). N°: 12459-1. Com data da emissdao em
24/09/2007 e prazo de validade em 23/09/2008. O numero de registro no IBAMA:
2068763 (Anexo).

3. DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

Os animais avaliados nesse estudo estavam situados no Parque Tingui
localizado na cidade de Curitiba, Estado do Parana. O nome do parque € uma
homenagem aos indios Tinguis que habitavam a regido na época da colonizacéo
portuguesa. Na entrada do parque estd situada uma estatua representado o
cacique Tindiquera, da tribo Tingui.

O parque esta situado a 2525’ de latitude sul e 49 °16’ de longitude oeste.

Consta de uma area total de 380.000m?, da qual grande parte é constituida de
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areas florestadas e de mata nativa. Apresenta uma ampla bacia hidrogréfica,
sendo o parque localizado as margens do rio Barigii e contando da presenca de
ilhas artificiais e lagos (Figura 3).

Esse ambiente proporciona a populacdo de capivaras excelente
condicdes de alimento, agua e abrigo, e praticamente impossibilita o controle por
predadores. Esse modelo de estruturagéo favorece o crescimento exponencial e
descontrolado da populacdo. A grande proximidade das capivaras representa
preocupacao quanto a possibilidade de ocorréncia de organismos patogénicos
gue possam infectar o homem e animais domeésticos que habitam a mesma
regiao.

Figura 3 - Vista aérea da area de estudo, Parque Tingui, Curitiba, Parana. Presenca
de mata, areas para pastagem, lagos, ilhas e proximidade a areas urbanizadas.
Fonte: http://www.curitiba-parana.net/parques/tingui.htm (Foto: C. Ruggi), 2009.
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Esta autorizacio ndo exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem come do consentimentc do

responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade.
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CAPITULO II:
PREVALENCIA DE PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM
CAPIVARAS (Hydrochaeris hydrochaeris LINNAEUS,
1766) DO PARQUE TINGUI, CURITIBA, PARANA
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Resumo

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) € o maior roedor vivo conhecido e
apresenta ampla distribuicio na América do Sul. Adquire cada vez mais
importancia devido, principalmente, ao potencial econémico que apresenta nos
sistemas de exploracdo de produtos de origem animal, e pelo descontrolado
crescimento de sua populacdo em varias regides do Brasil. Nesse cenario, é
importante conhecer os parasitos que infectam esse animal, ndo s6 pelo
conhecimento parasitologico, mas também para definir métodos de controle de
doencas parasitarias, e prevenir a populacdo quanto a possibilidade de
ocorréncia de zoonoses. Para tanto, tivemos como objetivo no presente estudo
diagnosticar a fauna parasitaria que infecta o trato digestério das capivaras
residentes no Parque Tingui, Curitiba, Estado do Parana. Ao todo, foram
coletadas 53 amostras de fezes, que foram analisadas pelos métodos de
sedimentacdo espontanea, flutuacdo em solucdo hipersaturada de cloreto de
sbdio, flutuacdo em sulfato de zinco e tamizagdo. Também foi realizada
investigacdo de parasitos gastrintestinais pelo exame de necropsia em trés
capivaras. Os parasitos gastrintestinais encontrados, seja ho exame de fezes ou
necropsia, foram: Strongyloides chapini (56,6%), estrongilideos (49,1%),
Protozoophaga obesa (18,9%), Capillaria hydrochoeri (20,8%), Trichuris sp.
(11,3%), ascarideos (9,4%), Fasciola hepatica (9,4%), Monoecocestus spp.
(13,2%), Eimeria spp. (45,3%), e sarcocistideos (17%). Foram obtidos dados
negativos para infeccdo por Giardia spp. e Cryptosporidium spp. Do total de
animais avaliados, 49 estavam parasitados, 0 que representa 92,4%. Tais
resultados demonstram uma elevada e ampla infec¢do das capivaras, sendo que
0S animais positivos encontravam-se parasitados por uma até sete diferentes
espécies de parasitos. Também foi observado que as capivaras nao
apresentavam sinais clinicos de infeccdo. Esse dado refor¢a as caracteristicas
que fazem desse roedor um excelente animal para o sistema de producdo no
manejo sustentavel da fauna selvagem: sdo resistentes a doencas e possuem
elevado potencial zootécnico. Os herbivoros, de forma geral, podem ser
mantenedores e disseminadores da contaminacdo ambiental por ovos de F.
hepatica. A presenca de animais parasitados, mesmo que em baixa prevaléncia,
é indicativo que o ciclo bioldgico do trematddeo estd ocorrendo e por essa razao
€ necessario a continuidade de ac6es em educacao de saude, principalmente
para os grupos de risco para a fasciolose.

Palavras chave: Helmintos, capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), parasitos
gastrintestinais, roedores, Fasciola hepatica, epidemiologia.
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Abstract

The capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) is the world’s largest extant rodent
and is present from south Panama, in Central America, into northern Argentina,
being thoroughly distributed in South America. It acquires each time more
importance in the national scene, mainly to the economic potential that
represents in the exploration of its meat, and for the uncontrolled growth of its
population in some regions of Brazil. In this scenario it is important to known the
parasites that infect this animal, not only for the parasitological knowledge, but
also to define methods of control of parasitic illnesses, and to prevent the
population about zoonosis. In this way, the main objective of the present study
was to diagnose the gastrointestinal parasitic fauna of capybaras living in the
Park Tingui, Curitiba, Parana State. Fifty and three fecal samples of these
animals were collected, and analyzed by four different coproparasitologic
techniques, which utilize the flotation and sedimentation principles. Additionally,
during the period of this study, the Animal Pathology Service at UFPR received
three adult dead capybaras. At necropsy, the gastrointestinal parasites were
collected and analyzed. The parasites found in capybara’s gastrointestinal tract
were: Strongyloides chapini (56,6%), Strongyloidea (49,1%), Protozoophaga
obesa (18,9%), Capillaria hydrochoeri (20,8%), Trichuris sp. (11,3%), Ascaroidea
(9,4%), Fasciola hepatica (9,4%), Monoecocestus spp. (13,2%), Eimeria spp.
(45,3%) and Sarcocystidae (17%). Of the 53 animals evaluated, 49 were
infected, what represents 92.4% of the total. Our results show a high prevalence
of parasitic infection and demonstrate that the capybara can be a potential
reservoir of Fasciola hepatica in Curitiba, Parana State.

Keywords: Helminths, capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris), gastrointestinal
parasites, rodents, Fasciola hepatica, epidemiology.
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1. INTRODUCAO

A capivara encontra-se amplamente distribuida por todo territ6rio
brasileiro, ndo sendo encontrada apenas na regido de semi-arido no nordeste
(Alho, 1986; Ojasti, 1991; Moreira e Macdonald, 1997).

Trata-se de um animal selvagem em crescente processo de domesticacao
e em importancia econdmica, ja que possui elevado potencial zootécnico.
Proporciona obtencédo de produtos de qualidade como: carne, couro e 6leo (Silva
Neto, 1995). Apresenta cada vez mais destaque no cenario da sustentabilidade
de fauna selvagem, pois apresenta alta prolificidade, étima conversao alimentar
e boa adaptacdo aos sistemas de criacdo (Pinheiro et al., 2007). Apesar da
crescente importancia da capivara no cenario nacional e latino-americano, ainda
ha muito a conhecer sobre a sua biologia, comportamento e, principalmente,
parasitismo (Sinkoc et al., 1998a; Vieira et al., 2006).

Os parasitos gastrintestinais da capivara ainda ndo sdo completamente
conhecidos, assim como ha muito a se definir sobre seus aspectos patogénicos
e biolégicos. Mas é certo que, como em toda relacédo de parasitismo, acabam
por acarretar danos ao hospedeiro, determinando, conseqientemente, perdas
econdmicas ao sistema produtivo. Levantamentos realizados por alguns autores
sobre a fauna parasitaria do trato digestorio revelam ampla infeccdo por
nematddeos, trematddeos, cestédeos e protozoarios (Arantes et al., 1985; Bonuti
et al., 2002; Sinkoc et al., 2004; Reginatto et al., 2008).

Rego (1961) descreveu os cestdodeos Monoecocestus macrobursatum, M.
hagmanni e M. hydrochoeri, que apresentavam distribuicdo ampla nos estados
do Rio de Janeiro, Mato Grosso e Sao Paulo. No mesmo ano, Yamaguti (1961)
identificou os nematddeos Strongyloides chapini, Capillaria hydrochoeri e
Protozoophaga obesa parasitando o trato digestorio de capivaras no Brasil. Em
pesquisa realizada no Estado do Mato Grosso, Arantes (1983) descreveu a
infeccdo por Haemonchus sp, Trichostrongylus axei, Cooperia punctata e C.
pectinata, Hydrochoerisnema anomalobursata e Vianella hydrochoeri.

Em catalogagdo dos helmintos parasitos de capivaras ja descritos no
Brasil, Arantes et al. (1985) relacionaram as seguintes espécies:
Trichostrongylus axei, C. punctata, C. pectinata, Haemonchus sp., Vianella
hydrochoeri, Hydrochoerisnema anomalobursata, Capillaria hydrochoeri,

Protozoophaga obesa, Strongyloides sp., Hippocrepis hippocrepis, Nudacotyle
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valdevaginatus, Nudacotyle tertius, Neocotyle neocotyle, Taxorchis schistocotyle,
Monoecocestus hagmani, M. hydrochoeri e M. macrobursatum.

Em estudo conduzido no Estado do Mato Grosso do Sul, Nascimento et
al. (1991) relataram a ocorréncia dos helmintos P. obesa, H. anomalobursata, V.
hydrochoeri, T. schistocotyle, C. hydrochoeri, T. axei, H. hippocrepis e S. chapini.

Relatos do parasitismo em capivaras criadas em cativeiros no Estado do
Rio de Janeiro foram conduzidos por Mattos Junior e Sanavria (1993), que
identificaram infeccao por H. anomalobursata, Habronema sp. e M. hydrochoeri.
Sinkoc (1997) relatou a ocorréncia dos helmintos M. hydrochoeri, T.
schistocotyle, H. hippocrepis, Strongyloides sp., Trichuris spp., C. hydrochoeri, V.
hydrochoeri, H. anomalobursata e P. obesa em capivaras de area de exploracao
pecuaria no Rio Grande do Sul. Em pesquisa num frigorifico para abate de
capivaras, Sinkoc et al. (2004) identificaram os seguintes helmintos: C.
hydrochoeri, V. hydrochoeri, P. obesa, Strongyloides sp., Habronema sp., M.
nudacotyle, Monoecocestus hydrochoeri, M. hagmani, T. schistocotyle e
Hydrochoerisnema cabrali.

Em capivaras de vida livre, Costa e Catto (1994), no Pantanal do Estado
do Mato Grosso do Sul, relataram a ocorréncia de T. axei, V. hydrochoeri, S.
chapini, C. hydrochoeri, P. obesa, T. schistocotyle, H. hippocrepis, N. tertius, M.
hagmani e M. hydrochoeri. Sinkoc et al. (1995) identificaram o parasitismo por
Capillaria hydrochoeri, V. hydrochoeri, P. obesa, M. hydrochoeri e
Monoecocestus sp.

Em investigacdo de protozoarios parasitos gastrintestinais Reginatto et al.
(2008) verificaram a ocorréncia de cistos Giardia sp., oocistos de
Cryptosporidium sp. e Eimeria sp., em capivaras criadas em cativeiro na cidade
de Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul. Na Argentina, Maria e Antonio
(2004) encontram as espécies Eimeria trinidadensis e E. ichiloensis parasitando
capivaras de vida livre. Santarém (2006) relatou a presenca de Fasciola
hepatica, Trichostrongylidae, Eimeria spp. e Strongyloides sp. em uma capivara
no Estado de S&o Paulo. Gurgel, Sartori e Araujo (2007) demonstraram
prevaléncia de 52,4% de parasitismo por Eimeria spp. em capivaras no Rio
Grande do Sul.
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Avaliando o levantamento dos dados referentes ao parasitismo
gastrintestinal em capivaras, verificamos que ha poucos registros da fauna
parasitaria desses animais no Estado do Parana (Rocco e Luz, 2002; El-Kouba
et al., 2008). Portanto, os objetivos desse trabalho foram: realizar o diagndstico
das espécies de helmintos e protozoarios parasitos do trato digestério de
capivaras residentes no Parque Tingui, cidade de Curitiba, Estado do Parana,
para determinar a prevaléncia de infeccdo nesses animais e determinar se sao

hospedeiros de parasitos que podem vir a infectar o homem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COLETA DE FEZES

As amostras de fezes foram coletadas logo apés a defecacdo dos
animais. Os monticulos de fezes de cada capivara foram coletados na area
proxima a lagoa, onde permanece a maior concentracdo de animais. Cada
monticulo de fezes foi considerado uma unidade, proveniente de um Udnico
individuo.

Ao todo foram coletadas 53 amostras de fezes. As amostras foram
identificadas e armazenadas em frascos de plastico limpos a temperatura de
6-8°C, e encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia Molecular, UFPR, onde

foram processadas e examinadas em até 48 horas.

2.2. EXAMES COPROPARASITOLOGICOS

2.2.1. Técnica de Sedimentac&o espontanea

A técnica de sedimentagcdo espontdnea € um exame utilizado
principalmente para a deteccdo de ovos e larvas de helmintos. E um teste
qualitativo que visa especialmente o diagnostico de ovos que sdo mais pesados
e, que, consequentemente, apresentam taxa de sedimentacdo mais rapida
(Hoffmann, Pons e Janer, 1934). Apresenta maior sensibilidade no diagnéstico
de ovos de trematédeos, ascarideos e de espirurideos.
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2.2.2. Técnica de Flutuacdo em solucdo saturada de cloreto de sodio
A técnica de flutuagdo em solucdo saturada de cloreto de sodio visa
identificacdo de cistos e oocistos de protozoarios e de ovos de helmintos que

apresentam menor densidade especifica (Willis e Mollay, 1921).

2.2.3. Técnica de Centrifugo-Flutuacdo em Sulfato de Zinco

A técnica de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco tem por objetivo
promover a concentracdo de formas parasitarias mais leves numa solucéo final
com menos sujidades. Caracteristicas que aumentam a sensibilidade do
diagndstico (Faust et al., 1939). E utilizada principalmente na procura de cistos e
oocistos de protozoarios. A técnica pode também ser diagndstica para ovos de
helmintos mais leves ou mesmo ovos de ascarideos, quando a infeccéo por

esses parasitos for intensa.

2.2.4. Técnica de Tamizacao

Essa técnica tem por objetivo o diagndstico de formas parasitarias mais
pesadas e, portanto, com maior taxa de sedimentacdo. Apresenta maior
sensibilidade no achado de trematédeos e cestdodeos principalmente, pois
proporciona uma maior concentracdo da amostra em um sedimento com menos

sujidades.

2.3. NECROPSIA

Durante o trabalho de campo trés capivaras tiveram o6bito devido a
complicacbes de manejo. Esses animais foram encaminhados a necropsia no
Laboratério de Patologia Veterinaria, Setor de Ciéncias Agrarias, UFPR. Foi
realizado inspecdo dos parasitos gastrintestinais de cada animal pelo exame
direto e pela técnica de termohidrotropismo.
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2.3.1. Exame direto

Cada capivara foi avaliada quanto a presenca de parasitos intraluminais
nos seguintes orgaos: esb6fago, estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco, colon,
reto, figado e vias biliares, pancreas e ductos pancreéaticos. Também foi
pesquisada a cavidade abdominal, rins, bexiga, pulmdes e coragdo. Antes da
procura por nematddeos e cestddeos cada 6rgao foi identificado e devidamente
separado.

Os parasitos encontrados foram coletados e armazenados em solucao de
cloreto de sodio 0,9% ou em solucdo de formalina 10%. As amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia Molecular, Departamento de
Patologia Basica, UFPR. A identificacdo dos parasitos foi realizada com base na

sua localizacéo e caracteristicas morfoldgicas.

2.3.2. Termohidrotropismo

Aqueles segmentos de Orgdos que apresentavam parasitos intramurais
foram submetidos a técnica de termohidrotropismo. Esse procedimento promove
a saida do parasito da mucosa em que se encontra fixado para a agua de
iImersdo aquecida a 37°C. Os parasitos coletados foram armazenados em
solucdo de formalina 10% e identificados com base em sua localizagdo e

caracteristicas morfolégicas.

2.4. FIXACAO E COLORACAO PELA TECNICA DE CARMIM
CLORIDRICO REGRESSIVO

Os trematodeos coletados na necropsia foram fixados em solucdo de
formol acético e colocados entre laminas de vidro para compressdo dorso-
ventral. Apdés 24 horas foram corados pela técnica de Carmin cloridrico
regressivo. Nessa técnica o parasito € corado em excesso pelo corante Carmin
cloridrico ndo diluido. O excesso de corante €, posteriormente, removido com
diferenciador alcool cloridrico 70GL a 0,5%.

Resumidamente, os trematdédeos apods fixacdo e compressdao foram
imersos em alcool 50GL durante 5 minutos e posteri ormente em alcool 70GL
durante 5 minutos. Entdo, foram imersos no corante Carmin até intensa
penetracdo. A seguir, é procedida a diferenciacdo em alcool 70GL a 0,5% de

acido cloridrico. Os parasitos sdo imersos para remover 0 excesso de corante.
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Séo lavados rapidamente em alcool 70GL e posterior mente imersos em alcool
80GL por 5 minutos e em alcool 90GL também por 5 minutos. Sdo entédo
colocados em Creosoto de Faya para clarificacdo por no minimo 24 horas. Na
proxima etapa foram rapidamente lavados em xilol e entdo montados entre

[amina e laminula com Balsamo do Canada.

3. RESULTADOS

Os parasitos gastrintestinais encontrados foram: Protozoophaga obesa,
Strongyloides chapini, estrongilideos, ascarideos, Capillaria hydrochoeri,
Trichuris sp, Fasciola hepatica, Monoecocestus spp, Eimeria spp e
sarcocistideos. Dos 53 animais avaliados, 49 estavam parasitados, o que
representa 92,4% do total.

Em geral, foram os parasitos do filo Nematoda aqueles que infectaram o
maior numero de animais. O nematdédeo Strongyloides chapini foi o parasito com
maior taxa de prevaléncia: 56,6% (30/53). Os outros nematédeos verificados
foram: Protozoophaga obesa, diagnosticado em 18,9% das amostras (10/53),
estrongilideos, em 49,1% (26/53), Capillaria hydrochoeri, com uma prevaléncia
de infeccao de 20,8% (11/53), Trichuris sp, verificado em 11,3% das amostras
(6/53) e ascarideos, com a prevaléncia de 9,4% (5/53).

Assim, foi verificado parasitando as capivaras do Parque Tingui, Curitiba,
nematodeos pertencentes a cinco superfamilias. Sendo elas: Oxyuroidea
(Protozoophaga obesa), Rhabdiasoidea (Strongyloides chapini), Strongyloidea
(ovos de Trichostrongylidae), Trichuroidea (Capillaria hydrochoeri e Trichuris sp)
e Ascaroidea (ovos de Ascarididae em geral).

Quanto ao filo Platyhelminthes foi identificada infeccdo apenas por
Fasciola hepatica e Monoecocestus spp. O trematédeo F. hepatica foi
encontrado em 5 capivaras (9,4%) e o cestddeo Monoecocestus spp esteve
presente em 7 dos animais avaliados (13,2%).

Também foi diagnosticada a presenca de protozoarios parasitos. Assim,
oocistos de Eimeria spp foram encontrados em quase metade das capivaras
amostradas (24/53), o que representa um percentual de infeccdo de 45,3%.
Oocistos de protozoarios pertencentes a familia Sarcocystidae foram

identificados em 9 animais, uma prevaléncia de 17%.
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Os resultados referentes aos parasitos presentes no trato gastrintestinal
de capivaras, amostradas nesse estudo, estdo resumidos nas Figuras de 1 a 3.
O resultado representa o diagnoéstico das quatro técnicas coproparasitologicas e

da necropsia.
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Figura 1 - Perfil parasitario e prevaléncia de infeccdo por parasitos gastrintestinais em capivaras do
Parque Tingui, Curitiba, Parana, determinados por técnicas coproparasitolégicas e de necropsia, 2008.
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Figura 2 - Representacdo de alguns ovos e oocistos encontrados
nas fezes das capivaras analisadas. (A) Capillaria hydrochoeri; (B)
ovo de estrongilideo; (C), (D) e (E) ovo de Strongyloides chapini.
Observe a delgada membrana e a larva no interior do ovo; (F)
Oocistos de Sarcocystidae ndo esporulados encontrados nas fezes
de capivaras do Parque Tingui, Curitiba, Paranéa, 2008.

Na Tabela 1 é dada a prevaléncia de infeccdo para cada parasito
conforme a técnica de diagnostico empregada. Houve variacdes de positividade
ja que cada exame apresenta sensibilidade diferenciada conforme o tipo de

forma parasitaria a ser diagnosticada.
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Tabela 1 - Prevaléncia de infeccdo por parasitos gastrintestinais encontrados nas capivaras do

Parque Tingui, Curitiba, Parana, 2008, para cada técnica de exame diagnostico utilizada.

PARASITO Sedimentacgéo Flutuacéo em Centrifugo- Tamizacgéo Necropsia
espontanea solucao Flutuacdo em
saturada de Sulfato de
NaCl Zinco
Total % | Total % | Total % |Total % |Total %
P. obesa 4/53 7.5% 3/53 5,7% 0/53 - 0/53 - 3/3 100%
S. chapini 8/53 15,1% 24/53 453%  0/53 - 0/53 - 0/3 -
Estrongilideos 2/53 3,8% 23/53 43,4%  0/53 - 4/53 7,5% 0/3 -
C. hydrochoeri 0/53 - 9/53 17% 0/53 - 2/53 3,8% 2/3 66,6%
Trichuris sp 1/53 1,9% 5/53 9,4% 0/53 - 0/53 - 0/3 -
Eimeria spp 2/53 3,8% 15/53 28,3% 7/53 132% 7/53 132%  0/3 -
F. hepatica 2/53 3,8% 0/53 - 0/53 - 1/53 1,9% 2/3 66,6%
Monoecocestus  5/53 9,4% 1/53 1,9% 0/53 - 2/53  3,8% 0/3 -
Ascarideos 5/53 9,4% 1/53 1,9% 0/53 - 0/53 - 0/3 -
Sarcocistideos 0/53 - 3/53 5,7% 8/53 15,1% 1/53 1,9% 0/3 -

Figura 3 - Exemplar de Fasciola hepatica encontrado nas vias biliares extra-hepaticas
de capivara submetida a necropsia, Parque Tingui, Curitiba, Parana, 2008. Coloracgéo:
Carmin cloridrico regressivo.



4. DISCUSSAO

Nesse estudo foram avaliadas 53 amostras de fezes de capivaras, e
analisado o trato digestorio de trés animais que foram necropsiados. A0 NOSSO
conhecimento esse foi 0 maior levantamento sobre parasitos gastrintestinais de
capivaras realizado no Estado do Parand. Essa pesquisa vem complementar e
adicionar o conhecimento sobre o parasitismo em capivaras, que ainda tem
muito a evoluir.

Foram identificados parasitos pertencentes aos Filos Nematoda e
Platyhelminthes e ao Reino Protista. Ao todo 49 animais estavam parasitados, 0
que representou 92,4% da populagédo estudada. Tais resultados demonstram
uma ampla infeccdo das capivaras por uma grande variedade de parasitos.
Sendo que 0s animais positivos encontravam-se parasitados por um até sete
diferentes espécies de parasitos.

Apesar dessa macica carga parasitaria foi observado que as capivaras
nao apresentavam sinais clinicos aparentes de infeccdo, apresentando bom
escore corporal e boa faixa de peso. Esse dado reforca as caracteristicas que
fazem desse roedor um excelente animal para o sistema de produgao extensivo
no manejo sustentdvel da fauna selvagem: sdo resistentes a doencas e
possuem elevado potencial zootécnico (Moreira e Macdonald, 1997; Vargas,
2005).

A elevada prevaléncia encontrada pode ser explicada pelo
comportamento da populagédo de capivaras e pelo ambiente em que essas
vivem. O comportamento gregario, o habito de pastar rente ao solo, a coprofagia
ou cecotrofagia, associado ao ambiente populoso e restrito, presente no Parque
Tingui, tendem a facilitar a infeccéo e a disperséo dos parasitos.

Resultados similares foram obtidos por El-Kouba et al. (2008), que
detectaram 96,9% das capivaras parasitadas no Estado do Parana, e por Bonuti
et al. (2002) e Sinkoc et al. (2004), que relataram a ocorréncia de parasitismo em
todos os animais amostrados, em estudos conduzidos nos Estados de Mato
Grosso do Sul e Sdo Paulo respectivamente.

Foi identificada a ocorréncia de cinco superfamilias no Filo Nematoda:

Oxyuroidea, Rhabdiasoidea, Strongyloidea, Trichuroidea e Ascaroidea.
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Na superfamilia Oxyuroidea foi identificado o parasito Protozoophaga
obesa, que ocorreu em 18,9% das amostras analisadas. Entretanto, essa
prevaléncia pode subestimar a real taxa de infeccdo desse parasito. Isso devido
principalmente a biologia dos oxiurideos, que tém o habito de eliminar seus ovos
em massas gelatinosas diretamente no rebordo anal. Assim, o exame direto das
fezes apresenta baixa sensibilidade, e como nao foi empregado o método de fita
adesiva na regido perineal das capivaras € esperado que esse resultado
representasse uma subestimativa da prevaléncia real de infeccao.

Justificativa essa que pode ser corroborada pelo resultado da necropsia.
Nesse exame todos os animais analisados apresentavam infec¢ao por P. obesa.
El-Kouba et al. (2008), que realizaram estudos em capivaras do Parque Barigii e
Parque Zoologico, ambos localizados na cidade de Curitiba, ndo encontraram
parasitismo por P. obesa. Possivelmente por terem realizado apenas exames
coproparasitolégicos, sem andlise de necropsia, e pelo menor nimero de
amostras obtidas (n=33).

Por outro lado, estudos conduzidos por avaliacdo direta, durante a
necropsia de animais abatidos, demonstram que o parasitismo pelo oxiurideo P.
obesa em capivaras é elevado. Bonuti et al. (2002) encontraram 96,66% dos
animais infectados por esse parasito, e Sinkoc et al. (2004) verificaram a
prevaléncia de infeccdo de 85,71%. O sucesso de infeccdo de P. obesa em
capivaras pode ser justificado pelo habito coprofagico desses roedores. Uma vez
que os oxiurideos eliminam formas prontamente infectantes, a via de
transmissao per-os apresenta grande vantagem para infeccdo e permanéncia do
parasitismo.

A maior prevaléncia de infeccdo foi de 56,6% para o parasito
Strongyloides chapini, pertencente a superfamilia Rhabdiasoidea. Esse
nematddeo foi primeiramente descrito como parasito de capivara por Yamaguti
(1961), sendo posteriormente relatado por Costa e Catto (1994) com prevaléncia
de 47,8%. Esses autores também verificaram uma maior suscetibilidade de
parasitismo em animais jovens, que apresentaram 100% de infeccao contra 9%
encontrado para animais adultos. Resultado muito similar ao encontrado no
presente estudo foi obtido por Bonuti et al. (2002), que conduziram pesquisa no

Estado do Mato Grosso do Sul, e encontraram 56,66% das capivaras infectadas
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por S. chapini. Em estudo conduzido por Sinkoc (1997) no Estado do Rio Grande
do Sul foi relatada a prevaléncia de 62,5%.

Os parasitos da superfamilia Strongyloidea foram encontrados em 49,1%
das amostras. De forma genérica foram identificados como estrongilideos, néo
sendo possivel definir género ja que a andlise dos ovos nao permite tal
diferenciagdo. Como néo foi realizado cultivo de larvas a partir das amostras de
fezes, e devido aos animais necropsiados ndo estarem infectados, néo foi
possivel determinar o género e espécie desses estrongilideos. Por essa razéo, a
prevaléncia de infec¢do por ovos desses parasitos foi agrupada na Superfamilia
Strongyloidea: Trichostrongylidae.

De forma similar, El-Kouba et al. (2008), em estudo epidemiolégico de
parasitos gastrintestinais de capivaras no Estado do Parana, encontraram 30,3%
dos animais infectados por estrongilideos.

Conforme Vieira et al. (2006) o parasitismo de capivaras por nematodeos
da Superfamilia Strongyloidea ocorrem pelas seguintes espécies: Viannella
hydrochoeri, Hydrochoerisnema anomalobursata, Trichostrongylus axei,
Haemonchus sp., Cooperia punctata e Cooperia pectinata. Os estrongilideos
considerados parasitos naturais da capivara e, portanto, mais provaveis agentes
de infeccdo sdo V. hydrochoeri e H. anomalobursata (Costa e Catto, 1994,
Casas, Duszynski e Zalles, 1995; Bonuti et al., 2002; Sinkoc et al., 2004). A
ocorréncia de T. axei, Haemonchus sp., C. punctata e C. pectinata é
considerada acidental e talvez por essa razdo menos frequente. Assume-se que
a infeccdo de capivaras por esses parasitos ocorra quando ha coabitacdo com
bovinos, caprinos, ovinos e equinos (Arantes, 1983).

Pela razédo da area em estudo apresentar poucos herbivoros habitando o
mesmo ambiente que as capivaras, € mais provavel que os ovos encontrados
nos exames coproparasitologicos dessa pesquisa pertencam as espécies V.
hydrochoeri e H. anomalobursata. Bonuti et al. (2002) encontraram 13,3% dos
animais amostrados infectados por T. axei, ao passo, que 93,33% estavam
parasitados por V. hydrochoeri e 90% por H. anomalobursata. De forma similar,
Sinkoc et al. (2004) relataram prevaléncia de infeccdo de 100% das capivaras
por V. hydrochoeri. Esse nematédeo também tem sido descrito parasitando
capivaras na Venezuela, Argentina e em varios Estados do Brasil (Nascimento et
al., 1991; Sinkoc et al., 1995; Maria e Antbnio, 2004). H. anomalobursata
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também foi descrito em capivaras de cativeiro no Estado do Rio de Janeiro
(Mattos Janior e Sanavria, 1993) e em animais de vida selvagem no Estado do
Rio Grande do Sul (Sinkoc, 1997).

Na superfamilia Trichuroidea foi verificado a ocorréncia de duas espécies
de parasitos, sendo Capillaria hydrochoeri, presente em 20,8% das capivaras, e
Trichuris sp., parasitando 11,3% dos animais pesquisados. El-Kouba et al.
(2008) encontraram prevaléncia de infeccao de 15% para C. hydrochoeri, e nao
identificaram animais parasitados pelo género Trichuris.

Nas capivaras avaliadas por necropsia, C. hydrochoeri foi encontrada em
66,6% dos animais, e nao foi observado Trichuris sp. Os exemplares de C.
hydrochoeri foram observados no estdmago desses roedores. Resultados
semelhantes aos obtidos por Bonuti et al. (2002), que no exame de necropsia
encontraram 63,33% dos animais parasitados por C. hydrochoeri e também néo
encontraram infeccdo por Trichuris sp. Sinkoc et al (2004) encontraram C.
hydrochoeri em 100% das capivaras avaliadas, sendo que os hematddeos foram
encontrados somente no estbmago, e Costa e Catto (1994) relataram a infeccao
de 86,9% dos animais analisados.

O parasitismo por Trichuris sp. foi descrito pela primeira vez por Sinkoc et
al. (1998b) que na oportunidade realizaram a necropsia de 24 capivaras e
encontraram uma prevaléncia de infeccdo de 50%. A prevaléncia encontrada em
animais jovens foi de 66,67% e em animais adultos de 33,33%.

A menor prevaléncia de infeccdo entre os nematodeos foi verificada para
Ascaroidea: Ascarididae, com 9,4% de positividade. Resultado similar foi obtido
por El-Kouba et al. (2008) que relataram o parasitismo em 12% dos animais
analisados. Nao ha dados na literatura atual que indiquem parasitismo pela
superfamilia Ascaroidea em capivaras. Os resultados obtidos no Estado do
Parana sao, portanto, dados inéditos. Para confirmacao da infec¢éo e descrigdo
da espécie sera necessario realizar um estudo com maior nimero de animais
necropsiados. Por ndo haver descricdo de género e espécie de parasitos de
Ascaroidea em capivaras, os ovos encontrados foram definidos de forma
genérica como ascarideos.

Para definicdo da infeccdo por ascarideos em capivaras sera necessario
futuramente o encontro e descricdo da fase adulta do parasito. Como caes e

gatos freqientam o mesmo ambiente que as capivaras no Parque Tingui, e
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também naqueles estudados por El-Kouba et al. (2008), pode ter ocorrido
infeccéo acidental das capivaras por ovos de Toxocara canis ou T. catti.

O cestddeo Monoecocestus spp foi encontrado parasitando 13,2% das
capivaras avaliadas. Segundo levantamento realizado por Rego (1961) sao trés
as espeécies desse cestdédeo que parasitam as capivaras no Brasil: M. hagmanni,
M. hydrochoeri e M. macrobursatum. Em estudo conduzido na Bolivia, Casas,
Duszynski e Zalles (1995) verificaram prevaléncias de 12% para M. hagmanni e
M. hydrochoeri e de 34% para M. macrobursatum. No Brasil, Sinkoc et al. (2004)
relataram as prevaléncias de 28,57% para M. hydrochoeri e de 42,86% para M.
hagmanni.

O trematédeo F. hepatica foi encontrado em 9,4% dos animas avaliados.
Embora se saiba que as capivaras sdo hospedeiros definitivos para F. hepatica,
ainda sdo escassos 0s relatos sobre fasciolose nessa espécie. Vale citar que,
segundo revisdo realizada por Serra Freire (1999), o primeiro relato de F.
hepatica na América do Sul foi feito por Walffugel no ano de 1916 em uma
capivara. Nosso estudo complementa os dados sobre a ocorréncia desse
parasitismo.

A prevaléncia aqui descrita € mais baixa do que as relatadas em outros
estudos. Em pesquisa conduzida no Parque Barigui, cidade de Curitiba, Estado
do Parand, Rocco e Luz (2002) relataram prevaléncia de 84,2% de ovos de F.
hepatica. Também em estudo realizado no Estado do Parana, El-Kouba et al.
(2008) obtiveram a prevaléncia de 54,5% dos animais parasitados, contudo, das
amostras analisadas provenientes do Parque Barigui foi relatada prevaléncia de
infeccdo de 100%. Vale ressaltar que F. hepatica foi encontrada em 66,6% das
capivaras analisadas por necropsia no presente estudo. Contudo mesmo nesses
animais a taxa de infecgéo era baixa. Sendo que em cada roedor foi encontrado
um unico exemplar adulto do parasito.

Tais resultados podem ser explicados por alguns fatores: 1) nao foi
encontrado o hospedeiro intermediario natural de F. hepatica (moluscos do
género Lymnaea) nas localidades do Parque Tingli (Marcia Arzua e Luz,
comunicacao pessoal); 2) Rocco e Luz (2002) e El-Kouba et al. (2008) relatavam
uma reducdo na populagdo de Lymnaea spp. nos parques Barigli e Zooldgico
em Curitiba, e ja previam uma reducdo do numero de animais parasitados; 3)

como um marcador bioldgico, a baixa taxa de infeccdo dos animais necropsiados
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pode confirmar a reduzida exposicado das capivaras as metacercarias na regiao
em estudo (fato diretamente associado a reduzida popula¢do de hospedeiros
intermediarios nesse ambiente); 4) o habito de coprofagia mantido pelas
capivaras pode resultar em menor indice de eliminacdo de ovos de F. hepatica
na agua; 5) As capivaras possuem transito livre entre os Parques Tingui, Tangua
e Barigli (Marcia Arzua, comunicacdo pessoal) o que pode indicar a
possibilidade dos animais positivos no presente estudo terem sido infectados em
outras localidades que ndo o Parque Tingui.

Contudo, ndo deixa de ser importante o potencial zoonético que a
F. hepatica pode representar para os funcionarios e frequentadores dos parques
e leitos de rios da cidade de Curitiba.

Os herbivoros, de forma geral, podem ser mantenedores e
disseminadores da contaminacdo ambiental por ovos de F. hepatica. A presenca
de animais parasitados, mesmo que em baixa prevaléncia, é indicativo que o
ciclo biologico do trematdédeo estda ocorrendo. O crescimento da populagcéo e
repovoamento dos rios e lagos por Lymnaea spp. pode acontecer se permitidos
0S requerimentos ideais para a espécie em questdo. Nesse caso, se as medidas
de prevencédo forem esquecidas poderdo ocorrer surtos epidémicos de
fasciolose.

Dentre os protozoarios parasitos foram identificados esporozoarios
pertencentes as familias Eimeriidae e Sarcocystidae. Nao ha dados na literatura
que relatem a infeccdo parasitaria de capivaras por sarcocistideos. Nao foi
possivel identificar género desses parasitos, ja que foi adotada para identificacao
apenas a analise morfologica.

Ao todo, foram encontrados oocistos de Sarcocystidae em 17% das
amostras avaliadas. Para definicho da infeccdo das capivaras por
sarcocistideos, e identificacdo de género/espécie que utiliza esse roedor como
hospedeiro, sera necessario a realizacdo de bioensaios e analise genética dos
sarcocistideos encontrados nas fezes desses animais. A confirmacdo da
infeccdo das capivaras por protozoéarios da familia Sarcocystidae sera inédita e
pode ser muito reveladora na epidemiologia desses parasitos.

Na familia Eimeriidae, foram encontrados oocistos de Eimeria spp. A
prevaléncia de 45,3% encontrada nesse estudo denota a importancia que a

eimeriose, tanto na sua apresentacdo clinica quanto subclinica, pode ter no
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sistema de producdo comercial de capivaras. Os parasitos do género Eimeria
apresentam elevada morbidade e acarretam grandes perdas tanto diretas quanto
indiretas ao sistema produtivo. Apesar de criada em sistema extensivo, a
capivara, mesmo no seu ambiente natural, tende a viver em grupos, o que pode
facilitar a dispersdo de Eimeria spp., e explicar a prevaléncia de infeccéo
encontrada nessa pesquisa.

O parasitismo por Eimeria spp. em capivara ja foi relatado na literatura,
mas ainda sdo poucos os estudos. O primeiro relato foi realizado por Carini
(1937) que, em estudo conduzido no Estado de S&o Paulo, descreveu as
espécies E. capibarae e E. hidrochoeri. Seguido de Casas, Duszynski e Zalles
(1995), que descreveram as espécies E. trinidadensis, E. ichiloensis e E.
boliviensis. Esses coccideos foram encontrados em capivaras do leste da Bolivia
e sul da Venezuela.

Mais recentemente, em estudo conduzido no Estado do Rio Grande do
Sul, Gurgel, Sartori e Araujo (2007), encontraram e descreveram mais uma nova
espécie de parasito em capivaras, a qual denominaram E. araside. Esses
pesquisadores também verificaram o parasitismo por E. trinidadensis e E.
ichiloensis. Albuquerque et al. (a ser publicado) investigaram a eimeriose em
capivaras do Estado da Bahia, e encontraram 69,2% das capivaras infectadas
por E. trinidadensis e E. ichiloensis. Na Argentina, Maria e Antonio (2004)
relatam prevaléncia de 27% por Eimeria spp. El-Kouba et al. (2008) encontram
57,6% das capivaras infectadas por Eimeria spp. no Estado do Parana.

Os coccideos do género Eimeria spp. podem ser responsaveis por
grandes perdas econdmicas no sistema produtivo de capivaras. Apesar da
resisténcia que esses animais apresentam a doencgas, apresentacdes
subclinicas e perdas indiretas quase sempre ocorrem na associacdo de

parasitismo.
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5. CONCLUSOES

As capivaras do Parque Tingui, Curitiba, Parana, estavam amplamente
parasitadas. Ao todo, 92,4% dos animais estavam parasitados por nematodeos,

cestodeos, trematddeos e protozoarios;

Foram verificados os parasitos: Protozoophaga obesa, Strongyloides
chapini, Capillaria hydrochoeri, Trichuris sp., ascarideos, estrongilideos, Fasciola

hepatica, Monoecocestus spp, Eimeria spp e sarcocistideos;

Exames parasitologicos de fezes sdo excelentes métodos de diagnostico
e triagem na definicdo da fauna parasitaria gastrintestinal de animais selvagens.

Contudo, é sempre interessante aplicar a maioria de exames disponiveis;

A prevaléncia encontrada para F. hepatica e o ndo encontro de moluscos
do género Lymnaea podem sugerir uma redugcdo populacional do hospedeiro
intermediario. Contudo também permite inferir que o ciclo biolégico do parasito

esta ocorrendo.

A fasciolose ainda é uma realidade nas proximidades da bacia
hidrogréafica de Curitiba. Estudos de dindmica populacional de Lymnaea spp. sao
tdo necessarios quanto a continuidade de acbes em educagdo de saude,
principalmente para os grupos de risco.
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6. PERSPECTIVAS

Para definir as espécies de Strongyloidea que ocorrem nas capivaras do
Estado do Parana, assim como sua prevaléncia, sera necessario futuramente
proceder a necropsia de maior numero de animais ou proceder a identificacao de

larvas cultivadas a partir de amostras de fezes;

O parasitismo por Ascaroidea em capivaras devera ser confirmado em
estudos posteriores. Sera necessario encontrar a fase adulta do parasito para
definicdo da infeccéo e descricdo da espécie;

Os coccideos do género Eimeria spp. podem ser responsaveis por
grandes perdas econdmicas no sistema produtivo de capivaras. Estudos
posteriores sobre coccidiose em roedores de forma geral sdo promissores;

Para definicdo da infeccdo das capivaras por sarcocistideos, e
identificacdo de género/espécie que utiliza esse roedor como hospedeiro ou
reservatorio natural, serd necessario a realizacdo de bioensaios e analise

genética dos sarcocistideos encontrados nas fezes desses animais;

A confirmacédo da infeccdo das capivaras por protozoarios da familia
Sarcocystidae sera inédita e pode ser muito reveladora na epidemiologia desses
parasitos;
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Resumo

O envolvimento de roedores no ciclo selvatico de Neospora caninum e na
epidemiologia da neosporose tem sido objeto de muitas pesquisas. Atualmente,
sao reconhecidos como potenciais hospedeiros intermediarios desse parasito 0s
roedores: Mus musculus, Rattus norvegicus e Apodemus sylvaticus. Como a
capivara é o maior roedor vivo do mundo e apresenta ampla distribuicdo na
Ameérica do Sul, pergunta-se se esta espécie poderia ser potencial reservatorio
do parasito. O presente estudo teve por objetivo verificar a ocorréncia de
infeccdo por N. caninum em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) de vida livre.
Para tanto, 26 animais provenientes do Estado do Paranda, Sul do Brasil, foram
capturados por contencdo quimica e analisados para infeccéo pelo apicomplexa.
Amostras de DNA de sangue, figado, linfonodos, baco e coragdo foram
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usando trés marcadores
para a regido Nc5 (Np21/Np6, Np21/Np4 e Np7/Np4), espécie-especifica de N.
caninum. Também foi utilizado como alvo da PCR a regido ITS1, sendo seus
produtos de amplificacdo posteriormente sequenciados para confirmacdo da
identidade do protozoario. Das 26 capivaras pesquisadas, trés (11,5%)
apresentaram fragmento de DNA amplificado para regido Nc5, e cinco (19,2%)
para a regiao ITS1. Ao todo, seis (23%) capivaras foram positivas. As cinco
sequéncias de ITS1 apresentaram 100% de similaridade a sequéncias de N.
caninum depositadas no “GenBank”. Os tecidos que apresentaram resultados de
PCR positivos para esse apicomplexa foram linfonodos, figado, coracdo e
sangue. Esses achados sdo a primeira descricdo parasitoldgica de infeccao por
N. caninum em capivaras. Levanta-se a hipétese que a capivara possa atuar
como hospedeiro intermediario de N. caninum, e possuir um papel no ciclo de
vida selvatico desse apicomplexa na América do Sul.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum, neosporose, capivaras (Hydrochaeris
hydrochaeris), roedores, ciclo selvatico, epidemiologia.
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Abstract

The role of rodents in the sylvatic cycle of Neospora caninum and in the
epidemiology of neosporosis has been the focus of many researches. The aim of
the present study was to investigate the occurrence of this protozoan in
capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris). Twenty-six rodents from Paranda state,
Southern Brazil were captured by chemical restraint and analyzed for Neospora
caninum infection. Blood, liver, heart, lymph nodes, and spleen tissues collected
from the above mentioned animals were tested by PCR. The targets of the PCR
were the Nc5 region, highly specific to N. caninum, using Np21/Np6, Np21/Np4
and Np7/Np4 as pairs of primers, and also the ITS1 region by using ITS2 and
ITS5 as primers. The amplified PCR products of ITS1 were analysed by
sequencing to confirm the identity of N. caninum. Of the 26 feral rodents studied,
three (11.5%) tested PCR-positive for Nc5 assay, and five (19.2%) were positive
for ITS1 PCR assay. Six capybaras (23%) were positive in both assays. All the
ITS1 sequences shared 100% similarity with each other and with sequences of
N. caninum deposited in GenBank. Lymph nodes, heart, liver and blood were the
tissues tested positive for the apicomplexan. Our findings provide the first
parasitological evidence of N. caninum infection in capybaras. Based on our
data, we hypothesize that capybaras can act as a reservoir of N. caninum and
play a role in the sylvatic life cycle of this apicomplexan parasite in South
America.

Keywords:  Neospora caninum, neosporosis, capybaras (Hydrochaeris
hydrochaeris), rodents, sylvatic cycle, epidemiology.
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1. INTRODUCAO

O protozoario Neospora caninum é um esporozoario, parasito intracelular
obrigatério que infecta animais (Dubey et al.,, 2007). Pertence ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa e a familia Sarcocystidae. Ha pouco mais de
duas décadas era equivocadamente identificado como Toxoplasma gondii
(Dubey et al., 1988a). Principalmente, devido a grande similaridade morfolégica,
estrutural, biolégica e patogénica que essas duas espécies apresentam. Foi
somente em 1984 que Bjerkas et al. verificaram pela primeira vez a presenca
desse novo esporozoario nos tecidos de cées, mas foi quatro anos depois que
Dubey et al. (1988a) descreveram o novo género Neospora e a nova especie N.
caninum.

Desde a descoberta da espécie mais de 1200 estudos sobre o parasito ja
foram publicados, e a neosporose despontou como uma importante doenca de
bovinos e cdes no mundo inteiro. Nos Ultimos anos a doenca associada a
infeccdo por N. caninum emergiu como uma das principais doencas reprodutivas
em rebanhos bovinos, principalmente em rebanhos leiteiros. Atualmente, a
neosporose se apresenta como a maior causa de aborto e mortalidade neonatal
nesses rebanhos. Representa um grande problema econdmico tanto pelas
perdas diretas quanto pelas perdas indiretas que ocasiona (Dubey, 1999a;
Anderson et al., 2000; Locatelli-Dittrich et al., 2001; Dubey, 2003).

O custo destinado ao diagnéstico de rebanho para definir a causa do
aborto, a perda ou inviabilidade dos fetos, a inseminacéo artificial ou a cobertura,
a queda de producao, a reducao da vida atil do animal, o aumento do descarte e
da reposicdo dos animais representam as principais perdas econdmicas
ocasionadas pela doenca (Locatelli-Dittrich et al., 2006). Em caes a neosporose
€ manifestada como uma doenca neuromuscular inflamatéria, ascendente e
progressiva, que pode causar paresia, convulsdes e morte, principalmente em
filhotes que apresentam infeccédo congénita (Dubey e Lindsay, 1996).

Os cées (Canis familiaris) e os coiotes (Canis latrans) sado reconhecidos
como hospedeiros definitivos de N. caninum (McAllister et al., 1998; Gondim et
al., 2004a). Nesses animais foi reconhecido o ciclo sexuado do parasito devido a
eliminacdo de oocistos nas fezes, apds terem ingeridos tecidos contendo cistos

com bradizoitos do esporozoario (Basso et al., 2001; Gondim et al., 20044a).
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Os hospedeiros intermediarios de N. caninum, conforme comprovado pelo
isolamento de formas teciduais, sdo principalmente herbivoros domésticos. O
protozoario ja foi isolado de bovinos, ovinos, caprinos (Dubey et al., 1990a; Barr
et al., 1992; Locatelli-Dittrich et al., 2003), e mais recentemente também de
cervos e bufalos (Rodrigues et al., 2004; Vianna et al., 2005). Formas teciduais
de N. caninum foram encontradas nos tecidos de cées, definindo que esses
animais também podem atuar como hospedeiros intermediarios (Bjerkas e
Dubey, 1991; Gondim et al., 2001).

Até a década de 90 os equinos eram considerados hospedeiros de N
caninum. Entretanto, Marsh et al. (1998) isolaram do cérebro e medula espinhal
desses animais um esporozodrio muito similar a N. caninum, mas que
apresentava diferencas com relacdo a antigenicidade de algumas proteinas,
além de uma dissimilaridade entre sete nucleotideos na sequéncia de ITS1.
Esses achados sugeriram que o esporozoario isolado de equinos representava
uma nova espécie do género Neospora, e foi denominado Neospora hughesi.
Desde entdo a neosporose € também considerada uma doenca emergente em
equinos (Lindsay, 2001).

Estudos epidemiolégicos com base na deteccdo sorolégica e molecular
tém permitido descrever N. caninum em outras espécies animais (Dubey et al.,
2007). A infeccéo ja foi relatada em herbivoros selvagens (Woods et al., 1994;
Dubey et al., 1999b; Ferroglio et al.,, 2001; Ezio e Ana, 2003) e carnivoros
(Lindsay et al., 1996a; Barber et al., 1997; Buxton et al., 1997; Cheadle et al.,
1999; Gondim, 2006). Alguns poucos estudos relatam a presenca de anticorpos
anti-N. caninum no homem, contudo o parasito nunca foi isolado ou identificado.
Por isso, 0 potencial zoonético de N. caninum permanece incerto (Tranas et al.,
1999. Lobato et al.,, 2006). Também ¢é recente a descricdo de infeccdo por N.
caninum em roedores selvagens (Huang et al.,, 2004; Hughes et al., 2006;
Jenkins et al., 2007; Ferroglio et al., 2007).

Essas descobertas sugerem a presenca de um ciclo selvagem para o
parasito. Essa possibilidade pode implicar em consequiéncias consideraveis no
entendimento da epidemiologia da neosporose, ja que caes e outros canideos,
por exemplo, poderiam manter a infeccdo apdés consumo de pequenos

mamiferos infectados por cistos teciduais do protozoario, e posteriormente
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contaminar o ambiente com o0s oocistos do parasito (Wouda et al.,, 1999;
Ferroglio et al., 2007).

Atualmente, sd@o reconhecidos como potenciais hospedeiros
intermediarios de N. caninum, como demonstrado por imunohistoquimica e
deteccdo de DNA, os roedores Mus musculus, Rattus norvegicus e Apodemus
sylvaticus (Huang et al., 2004; Hughes et al., 2006; Jenkins et al., 2007; Ferroglio
et al., 2007). Ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum ja foi relatada em
capivaras, sugerindo a possibilidade de infeccdo, mas sem demonstracdo do
parasito (Yai et al., 2008).

As pesquisas em animais selvagens sao fundamentais no completo
esclarecimento da biologia e transmissdo de N. caninum. Os objetivos do
presente estudo foram: verificar a ocorréncia de infecgdo de N. caninum em
capivaras e assim determinar a possibilidade desse animal ser um hospedeiro
intermediario do referido apicomplexa.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. HISTORIA E CLASSIFICACAO DE Neospora caninum

Foi no inicio da década de 80 que Bjerkas et al. (1984) comecaram a
diferenciar a doenca causada por T. gondii da doenca que hoje é reconhecida
como principal causa parasitaria de perdas econémicas em rebanhos bovinos de
todo o mundo. Esses pesquisadores verificaram em cortes histolégicos de
cérebro de cades a presenca de cistos teciduais que continham bradizoitos. Os
animais haviam apresentado sinais de encefalomielite e miosite ante-mortem,
uma apresentacao clinica e parasitaria até entdo associada diretamente a
toxoplasmose. Contudo, verificaram que esses animais ndo apresentavam
resposta imune humoral contra T. gondii. Diante desse quadro foi levantada a
hipétese de que um esporozoario semelhante a T. gondii, mas
imunologicamente distinto se apresentava como causa da morte dos céaes.

Frente a tal possibilidade, Dubey et al. (1988a) revisaram cortes
histologicos de 23 caes atendidos num Hospital Veterindrio dos Estados Unidos
e que haviam apresentado suspeita ou diagndéstico de toxoplasmose. Para tanto
utilizaram técnicas de imunohistoquimica e microscopia eletrbnica de

transmissdo. Em 13 cées confirmaram a presenca de T. gondii, mas nos outros
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10 cdes encontraram 0 novo esporozodrio, que apresentava diferencas ultra-
estruturais e antigénicas de T. gondii. Esse novo parasito foi denominado N.
caninum. Trés anos mais tarde, Bjerkas e Dubey (1991) revisaram o
esporozoario verificado por Bjerkas et al. (1984) em tecidos de cées, e
confirmaram a infeccéo pela nova espécie N. caninum.

O diagnodstico do primeiro caso em bovinos foi relatado por Thilsted e
Dubey (1989). Os pesquisadores analisaram cortes histolégicos de cérebros de
fetos bovinos provenientes de um rebanho leiteiro com historico de aborto.
Observaram a presenca de cistos com bradizoitos. A confirmacdo de infeccao
por N. caninum foi realizada com exame imunohistoquimico.

A neosporose € atualmente reconhecida como uma importante doenca
em rebanhos bovinos e em cédes. Em cdes se apresenta por danos
neuromusculares, causados por polimiosite, polirradiculoneurite e
meningoencefalomielite disseminada (Dubey et al., 1988b). Esses processos
patogénicos em conjunto determinam a ocorréncia de paresia ascendente e
progressiva, convulsdes, até a morte do animal. Em bovinos a neosporose é
relacionada principalmente a problemas do trato reprodutivo e perdas
econdmicas, sendo reconhecida como uma das principais causas de aborto,
infertilidade e ocorréncia de natimortos (Dubey, 1999a; Anderson et al., 2000)

A classificacdo taxonOmica atualmente aceita para N. caninum e N.

hughesi é apresentada no Quadro 1.



CLASSIFICACAO TAXON
REINO Protista
SUBREINO Protozoa
FILO Apicomplexa
CLASSE Sporozoa
ORDEM Eucoccidiida
FAMILIA Sarcocystidae
GENERO Neospora
ESPECIE N. caninum
N. hughesi

Quadro 1 - Classificacdo taxonémica da espécie N. caninum e N. hughesi. Segundo Levine
et al. (1980), Dubey et al. (1988) e Marsh et al. (1998).

2.2. MORFOLOGIA E BIOLOGIA DE N. caninum

No ciclo biolégico de N. caninum sé&o identificados basicamente trés
formas parasitarias, que sdo as fases infectantes do parasito. Sdo elas: os
taquizoitos, os cistos teciduais com bradizoitos e os oocistos (Dubey, 1999)
(Figura 1).

Os taquizoitos e cistos teciduais sao estagios de reproducdo assexuada
encontrados intracelularmente nos hospedeiros intermediarios. Os oocistos
resultam da reproducdo sexuada (gametogonia) que ocorre no interior do
intestino do hospedeiro definitivo, sendo posteriormente eliminados nas fezes.
Representam uma forma de resisténcia e dispersao dos esporozoarios (Dubey et
al., 2007).

2.2.1. Taquizoitos

Os taquizoitos sdo as formas de proliferacdo rapida e medem
aproximadamente 6 a 7 x 2 um. Possuem forma ovoide, redonda ou de meia-lua
dependendo do estagio de crescimento ou de divisdo, e do plano de corte
obtidos nos tecidos (Dubey et al., 2002).

Apesar de infectarem primordialmente células do sistema fagocitico
mononuclear, os taquizoitos tém sido identificados numa grande variedade de

tecidos e células hospedeiras (Hemphill et al., 1999). Ja foi relatada a presenca
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de taquizoitos no coracdo, pulmdes, figado, musculo esquelético, pele, rins,
cérebro, medula espinhal e placenta (Dubey et al, 1988a; Dubey e Lindsay,
1993; Wouda et al., 1996). Nesses o6rgdos foram verificados no interior de
neurdnios, macrofagos, fibroblastos, células endoteliais, hepatocitos, midcitos e
células epiteliais de tubulos renais (Dubey e Lindsay, 1993; Locatelli-Dittrich,
2002). Esses dados sugerem que N. caninum possui uma baixa especificidade
com relacdo a célula hospedeira, sendo assim capaz de invadir uma grande
variedade de células nucleadas (Hemphill et al., 1999a).

Apés invasao ativa os taquizoitos permanecem no interior do citoplasma
da célula hospedeira dentro de um vacuolo parasitoforo. Nesse vacuolo ocorre
multiplicacdo assexuada por endodiogenia. Nesse tipo de reproducdo, dois
novos taquizoitos sdo formados no interior do taquizoito original (“zoito méae”),
semelhante a um tipo de brotamento interno. Essa multiplicacdo € rapida e
ocasiona lise e morte celular favorecendo a disseminacdo da infeccdo e
determinacao da doenca (Hemphill et al., 1999b).

As principais diferengas observadas entre os taquizoitos de N. caninum e
de T. gondii sdo relacionadas as roéptrias, micronemas, granulos densos,
microporos e numero de mitocdndrias da célula hospedeira ao redor do vacuolo
parasitéforo (Speer et al., 1999).

Em N. caninum, o nimero de roptrias varia de 6 a 16, algumas estéo
dispostas de forma posterior ao nucleo e sdo homogeneamente elétron-densas.
Em T. gondii o niumero de réptrias varia de 4 a 10, sdo mais porosas e
raramente apresentam réptrias na por¢do posterior ao nucleo. Os micronemas
sao numerosos em N. caninum, mas raros em T. gondii. Os granulos densos séo
mais numerosos na porcao posterior de N. caninum, e em T. gondii sGo mais
numerosos na porgdo anterior. Os microsporos sdo comumente observados em
T. gondii, mas séo raros em N. caninum. Nas células infectadas por T. gondii sdo
muito mais numerosas as mitocondrias localizadas ao redor da membrana do
vacuolo parasitéforo, ao passo que em N. caninum sdo poucas as mitocéndrias
proximas ao vacuolo parasitoforo.

Os taquizoitos raramente estdo envolvidos em casos de infeccdo per-os
ja que ndo sobrevivem em solucdo de pepsina acida, dificilmente resistindo a

passagem pelo pH acido do estémago (Lindsay e Dubey, 1990).
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2.2.2. Cistos teciduais e bradizoitos

Geralmente, a fase proliferativa, representada pela rapida multiplicagédo
dos taquizoitos, ocasiona uma resposta imune humoral. Assume-se que nessa
ocasido o0s taquizoitos, ao adentrarem uma nova célula hospedeira, sofrem
diferenciacdo em bradizoitos, que s&o envoltos por uma membrana e originam o
cisto tecidual de N. caninum. Dentro desse cisto estdo presentes os bradizoitos,
que apresentam multiplicacdo lenta e podem ser compreendidos como formas
de resisténcia do parasito (Dubey 1999).

Os cistos teciduais possuem formato arredondado ou oval e medem até
107 um. A parede do cisto mede até 4 um, sendo bem mais espessa que a de T.
gondii. Eventualmente pode ser utilizada como parametro na distingdo das duas
espécies. O cisto contém os bradizoitos que medem aproximadamente 7 a 8 x 2
pum (Dubey 1999; Dubey et al., 2007).

Séao encontrados primordialmente em tecidos do sistema nervoso central
(cérebro, medula espinhal, cerebelo, neurbnios, ganglios) e também na retina
(Dubey et al., 1988a; Dubey e Lindsay, 1996). Em tecidos extra-neurais ocorrem
principalmente em musculos, j& sendo encontrados num musculo ocular de um
potro e em musculo esquelético de cées e bezerros (Lindsay et al., 1996; Peters
et al., 2001; Dubey et al., 2004).

Os cistos teciduais sdo infectantes pela via oral, pois a parede do cisto
protege os bradizoitos da digestdo acida do estbmago. Portanto, o consumo de
tecidos contendo cistos com bradizoitos representa uma via de infeccéo
importante (McAllister et al., 1998; Lindsay et al., 1999), principalmente no ciclo

selvagem, em que a relacdo de predadorismo € mais presente (Gondim, 2006).

2.2.3. Oocistos

Os oocistos sdo a forma de resisténcia ambiental de N. caninum, e s&o
eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (cdes e coiotes) na forma nao
esporulada (McAllister et al., 1998; Gondim et al., 2004a). A esporulacao ocorre
no ambiente dentro de 24 horas (Lindsay et al., 1999). Os oocistos esporulados
conttm no seu interior dois esporocistos, e em cada esporocisto ha 4

esporozoitos.



57

Os oocistos de N. caninum medem de 10 a 11 pum de diametro. Sao
morfologicamente indistinguiveis de Hammondia heydorni, que tem o cdo como
hospedeiro definitivo, e de Toxoplasma gondii e Hammondia hammondi, que tém
0 gato como hospedeiro definitivo (Dubey 1999). Os oocistos de T. gondii e H.
hammondi também podem ser encontrados nas fezes de caes, devido ao habito
de coprofagia que alguns animais exercem (Schares et al., 2005).

N&o ha muitos estudos sobre o tempo de sobrevivéncia dos oocistos de
N. caninum no ambiente. Assume-se gque 0 tempo de resisténcia seja similar ao
apresentado pelos oocistos de T. gondii (Dubey et al.,, 2007). Os oocistos
esporulados de T. gondii sdo muito resistentes no ambiente e podem
permanecer infectantes até 54 meses (Dubey, 1998c).

Estudos conduzidos experimentalmente revelam que o cdo elimina
pequeno namero de oocistos, por um curto periodo de tempo, com frequéncia
indeterminada durante sua vida (Lindsay et al., 1999; Basso et al., 2001). Essas
pesquisas sugerem que 0 cdo talvez ndo seja o principal disseminador da
infeccdo (Dubey et al., 2007).

Os oocistos esporulados sao infectantes pela via oral. Os esporozoitos
liberados no intestino delgado e penetram nas células epiteliais intestinais, onde
se diferenciam em taquizoitos, que se multiplicam, rompem as células e

disseminam a infeccao (Lindsay et al., 1999).

2.3. TRANSMISSAO

O ciclo biologico de N. caninum é muito similar ao de T. gondii, exceto
pelo fato de N. caninum ter como hospedeiros definitivos os cées e coiotes e da
neosporose ser uma doenga mais importante em bovinos. Por outro lado, T.
gondii tem como hospedeiro definitivo os felideos de forma geral, e a
toxoplasmose € uma doenga mais importante no homem, caprinos e ovinos
(Dubey et al., 2007).
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Figura 1 - Formas parasitarias de N. caninum. (A) Nessa imagem podem ser
observados diferentes taquizoitos (coloracdo de Giemsa). A forma e tamanho dos
taquizoitos variam conforme o estagio de divisdo e corte histolégico: a- taquizoito
alongado; b- antes da divisdo; c- trés taquizoitos em divisdo e comparados em
tamanho com uma hemacea (seta); (B) sec¢éo histoldgica de um cisto contendo no
seu interior os bradizoitos identificados pela seta aberta (coloragdo de hematoxilina e
eosina). Entre as setas fechadas a espessura da parede do cisto; (C) oocisto ndo
esporulado (escala 10 um); (D) oocisto esporulado contendo dois esporocistos, cada
gual com quatro esporozoitos (escala 10 um). Fonte: adaptado de Dubey et al.
(2007).

Os hospedeiros intermediarios de N. caninum sdo os caes, bovinos,
ovinos, caprinos, equinos, cervos e bufalos. Mas se estima que exista uma
diversidade de hospedeiros muito maior para esse parasito. Varios estudos
identificaram por reacdes imunohistoquimicas e/ou deteccdo de DNA a
possibilidade de raposas, rinocerontes, lhamas, antilopes, alpacas e alguns
roedores serem hospedeiros intermediarios de N. caninum (Woods et al., 1994;
Lindsay et al., 1996a; Barber et al., 1997; Dubey et al., 1999b).

Outras pesquisas conduzidas por investigacdo sorologica relatam uma
variedade ainda maior de animais que apresentam anticorpos anti-N. caninum e
gue poderiam ser potenciais hospedeiros do protozodrio. Algumas pesquisas
também investigam a possibilidade de outros canideos (raposas e lobos, por
exemplo) atuarem como hospedeiro definitivo do parasito, mas ainda sem
sucesso (Dubey et al., 2007).
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De forma geral, N. caninum pode ser transmitido pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados com oocistos esporulados ou pela ingestao de tecidos
infectados por cistos teciduais. Dificilmente ocorrera infec¢cdo pela ingestao de
tecidos contendo taquizoitos, mas essa pode também representar uma via de
infeccdo (Dubey et al., 2007). Esses mecanismos de infeccao representam a via
de transmissdo horizontal ou infec¢cdo pos-natal. Outra forma conhecida de
infecc@o por N. caninum ocorre quando o parasito passa via transplacentéaria: da
mae para o feto (transmisséo vertical ou infeccdo congénita). Esses sdo 0s
principais mecanismos de infec¢cdo natural por N. caninum (McAllister et al.,
1998; Dubey 1999).

Experimentalmente, bezerros podem ser infectados pela via lactogénica,
e a presenca de DNA de N. caninum também j& foi demonstrada no colostro de
vacas infectadas (Uggla et al., 1998; Moskwa et al., 2007). Contudo, essa via de
infeccdo ainda nao foi comprovada em condi¢bes naturais de trabalho (Davison
et al., 1999). Também é discutida a possibilidade de transmissdo de N. caninum
entre herbivoros pelo consumo de placenta infectada (Modry et al., 2001).
Entretanto, a placentofagia ainda nao foi confirmada como potencial mecanismo
de infeccdo em herbivoros. A ingestdo de oocistos esporulados permanece
ainda como a unica forma de transmisséo horizontal de N. caninum comprovada

nesses animais (Dubey et al., 2007).

2.3.1. Transmissao de N. caninum nos hospedeiros definitivos

Pouco ainda se sabe sobre as fontes de infeccdo de cées e coiotes no
ambiente. Os coiotes foram definidos ha pouco tempo como hospedeiros
definitivos do parasito (Gondim et al., 2004a), e sendo animais de complicado
manejo ainda sdo poucos os estudos relacionados a infeccdo natural nessa
espécie.

Sabe-se historicamente que o0s caes podem ser infectados por
transmisséo vertical pela via transplacentaria (Bjerkas et al., 1984; Dubey et al.,
1990b), mas assume-se que essa nao seria a principal forma de transmissao do
parasito nesses animais (Dubey et al., 2007). Sem a manutencdo da
transmissao pela via horizontal a tendéncia seria que, em algumas geracdes, a

prevaléncia de infeccdo comecasse a reduzir (Barber e Trees, 1998).
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A principal via de infec¢cdo em cées € ocorre pela transmissao horizontal.
Véarios estudos apontam que a maioria dos cdes sdo infectados apds o
nascimento (Wouda et al., 1999; Capelli et al., 2004). Nessa via de transmissao
os caes sao infectados ao ingerir tecidos do hospedeiro intermediario contendo
cistos com bradizoitos vidveis (McAllister, 1999).

Ja foi demonstrado que a placenta e o feto de bovinos abortados, as
membranas fetais e as carcacas de bezerros natimortos podem conter cistos
teciduais viaveis de N. caninum (Fioretti et al., 2000; Bergeron et al., 2001a). Em
um estudo, foi relatada a presenca de anticorpos anti-N. caninum em caes que
consumiram fetos bovinos infectados (Trees e Williams, 2000), mas em outro
estudo nao foi verificado a eliminagcdo de oocistos nas fezes (Bergeron et al.,
2001b). Cées alimentados com placentas de bovinos infectadas eliminaram
oocistos nas fezes, mas em pouca quantidade e por poucos dias (Dijkstra et al.,
2001).

As principais fontes de infeccdo natural em cées precisam ainda ser
investigadas para definir o real papel que esse animal exerce na epidemiologia
da neosporose e na dispersédo de N. caninum. E sugerido que os cdes podem
eliminar mais oocistos, por um maior numero de dias, quando infectados por
tecidos de uma determinada espécie ou grupo animal, que seja hospedeiro
intermediario primario de N. caninum (Basso et al., 2001; Dubey et al., 2007).
Também € discutida a possibilidade de existéncia de outros hospedeiros
definitivos que possam exercer um papel epidemiol6gico mais consistente na
disseminacéo ambiental do parasito (Dijkstra et al., 2001).

A pesquisa e confirmacdo de um ciclo selvatico para N. caninum e o seu
papel na manutencdo da infeccdo em cées e bovinos pode ainda responder a
muitas dessas questdes (Rosypal e Lindsay, 2005; Gondim, 2006). O
envolvimento de animais selvagens na epidemiologia da neosporose ainda é
pouco entendido, mas alguns estudos ja indicam um aumento do risco de
infeccdo em bovinos presentes em ambientes préximos a canideos selvagens
(Barling et al., 2000).

Recentemente a possibilidade de infeccdo por N. caninum foi relatada em
roedores selvagens e sinantropicos (Huang et al., 2004; Hughes et al., 2006;
Jenkins et al., 2007; Ferroglio et al., 2007). Existe a hipétese de que os roedores

podem infectar-se pela ingestdo de oocistos esporulados ou mesmo pela
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ingestao de placenta e tecidos fetais bovinos abortados (Gondim, 2006). Esta
possibilidade é de consideravel importancia epidemiolégica ja que roedores sao
animais cosmopolitas, presentes no ambiente urbano, rural e selvagem. Séo
presas naturais de canideos e podem ser hospedeiros intermediarios em

potencial (Rosypal e Lindsay, 2005; Gondim, 2006).

2.3.2. Transmissao de N. caninum nos hospedeiros intermediarios

2.3.2.1. Transmisséao vertical (congénita)

A transmisséo transplacentaria de N. caninum em vacas infectadas para
suas descendéncias € uma importante via de infecgdo em bovinos (Dijkstra et
al., 2001). Alguns autores sugerem que esse seja 0 principal mecanismo de
infeccdo e manutencdo do parasito nesses rebanhos (Davison et al., 1999;
Bergeron et al., 2000). N. caninum apresenta uma elevada eficiéncia de
transmissdo transplacentaria, sendo considerado o principal patégeno
responsavel por esse tipo de infec¢cdo em bovinos (Dubey et al., 2007).

Diferentemente do que ocorre na toxoplasmose, as vacas infectadas por
N. caninum, e que abortam devido a sua patogenicidade, ndo adquirem
resisténcia e podem transmitir o parasito ao feto em gestacbes subsequentes
(Anderson et al., 2000). Da mesma forma, bezerras infectadas congenitamente
poderdo desenvolver uma infeccdo crbnica e ainda assim poder transmitir N.
caninum a sua prole pela via transplacentaria (Anderson et al., 1997). Essas
caracteristicas favorecem a manutencdo da transmissdo vertical nessas
populacdes (Anderson et al., 2000).

Entretanto, é improvavel que a transmisséo vertical mantenha os niveis
de infeccdo por N. caninum a médio e longo prazo. Assim como dificilmente esta
associada a surtos epidémicos de abortos em rebanhos bovinos (Schares et al.,
1999). Modelos mateméaticos asseguram que a transmissao horizontal € muito
importante na manutencdo de N. caninum nos rebanhos, principalmente pelo
fato das vacas serem monoparturientes e da infec¢do transplacentaria néo
ocorrer em 100% dos casos (French et al., 1999). Caso a transmissao vertical
fosse o principal e Unico modo de dispersdo de N. caninum nos rebanhos a
tendéncia seria de uma regressiva queda nos niveis de infeccéo pelo parasito ao

longo dos anos (Dubey et al., 2007).
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2.3.2.2. Transmissao horizontal (pds-natal)

E aceito que a infeccdo pds-natal pela ingestdo de oocistos é a principal
peca no entendimento da epidemiologia da neosporose. Essa via de transmissao
€ atualmente o Unico modo de infeccdo horizontal comprovado em rebanhos
bovinos, pois ainda nao foi determinada a possibilidade de infeccdo em
herbivoros pela ingestdo de cistos teciduais ou taquizoitos de N. caninum
(Dubey et al., 2007). Contudo pouco ainda se sabe sobre a fonte de
disseminagédo de oocistos no ambiente onde habitam os rebanhos bovinos, e
sobre qual seria o real papel do cdo na manutencdo desse ciclo (Basso et al.,
2001).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AREA GEOGRAFICA E POPULAGAO DE ESTUDO

As capivaras utilizadas nesse estudo sdo todas residentes do Parque
Tingui localizado na cidade de Curitiba, Estado do Parana (2525' Sul e 49°16'
Oeste). Nesse ambiente os animais possuem livre acesso a todas as areas do
Parque, vivem em pequenas ilhas artificiais e apresentam estreito contato com o
publico que visita a area.

Tal ambiente possibilita 0 contato das capivaras com animais domesticos,
selvagens e com o homem. A populagdo estimada varia de 200 a 250 animais.
Desse total, uma parcela de 26 capivaras foi inclusa na amostragem. Ao todo

foram 15 fémeas e 11 machos, com idade aproximada de 2 a 4 anos.

3.2. CONTENCAO QUIMICA E LABORATORIO DE CAMPO

Os animais foram atraidos pela utilizagdo de ceva a um brete de
contencdo construido no parque. Para proceder a coleta de material e exame
fisico foi realizada contencdo quimica das capivaras. A metodologia adotada foi
executada pelo professores Ricardo Vilani e Rogério Ribas Lange, do
Departamento de Medicina Veterinaria, do Setor de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal do Parana.

O protocolo anestésico utilizado foi o seguinte: (1) 3 mg/Kg de uma

solucdo de zolazepam e tiletamina (Zoletil®, Virbac, Carros, Franca); (2) 0,3
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mg/kg de morfina (Dimorf®, Cristalia, Itapira, S&o Paulo, Brasil); (3) 1,2 mg/kg de
Azaperone (Destress®, Serra, Espirito Santo, Brasil).

Baseado em um peso aproximado para cada animal foram calculadas as
doses individuais dos farmacos utilizados, que, ap6s o calculo, foram
adicionados ao mesmo dardo. A solucéo foi administrada via intramuscular pela
utiizacdo de uma zarabatana (Figura 2). O peso dos animais inclusos na
investigacdo variou de 37 a 63 Kg, sendo que a média de peso aproximada foi
de 50 kg.

Apo6s inducdo anestésica as capivaras foram deslocadas, com uso de
veiculo utilitario, ao laboratorio de campo que foi adaptado e estruturado em uma

casa de vigilancia interna do Parque Tingui.

Figura 2 - Esquematizacdo do método de captura e deslocamento das capivaras
avaliadas nesse estudo. (A) Uso de zarabatana para disparo de dardo anestésico
objetivando a contencao quimica de capivaras contidas em brete apos ceva; (B)
Capivara atingida pelo dardo apdés indugao anestésica; (C) Deslocamento da capivara
contida quimicamente; (D) Inicio do trabalho de identificacdo e biométrico e
deslocamento do animal ao laboratério de campo. Foto: Professor Rogério Ribas
Lange, 2008.



3.3. IDENTIFICA(;AO DAS CAPIVARAS

No laboratério os animais foram identificados com brincos. Cada brinco
possuia numeracdo individual e duas coloracdes. Nos machos o brinco era
implantado na orelha esquerda e apresentava coloracdo vermelha. Ja nas
fémeas o brinco era implantado na orelha direita e apresentava coloracéo
amarela.

Esse tipo de identificacdo é facil de executar e facilita a visualizacéo a
distancia, caracteristicas importantes no manejo de animais selvagens. Contudo,
apresenta a desvantagem de ndo ser resistente ao tempo, o que pode dificultar
uma identificacdo em meédio prazo dos animais capturados. Para identificacao
das amostras foi adotado o numero respectivo da capivara seguido de seu sexo.

Ao todo foram capturados 26 animais, com média de idade de 2 a 4 anos.
3.4. COLETA DAS AMOSTRAS

3.4.1. Sangue

Amostras de sangue de 26 capivaras foram coletadas da veia femoral
num volume total de 10 mL (Figura 3). Desse volume, 5 mL foram depositados
em tubos com anticoagulante EDTA (tubos BD tipo Vacutainer® spray-coated
K,EDTA) para preservacao do sangue total. O volume de sangue restante foi
adicionado em tubos de coleta sem anticoagulante (tubos BD Vacutainer®) para
posterior separacao do soro.

O sangue total foi utilizado na extracdo de DNA para deteccao molecular
de N. caninum. As amostras de sangue em tubo sem anticoagulante foram
centrifugadas (2.500 X g durante 5 minutos) e o soros separados e armazenados
a -20°C.

3.4.2. Figado

As amostras de tecido do parénquima hepatico de vinte e quatro
capivaras foram obtidas pela realizacdo de bidpsia percutanea incisional, guiada
por imagem ultrassonografica. Para evitar a ocorréncia de peritonite e de
contaminacdo cruzada entre as amostras foram utilizadas agulhas de bidpsia

esterilizadas e individuais para cada animal.
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Para a execucgdo da biopsia hepatica cada capivara foi posicionada em
decubito lateral esquerdo ou decubito dorsal. A seguir a pele da area de insercao
da agulha foi depilada, higienizada e submetida a anti-sepsia. Entédo, a pele foi
incisionada com lamina de bisturi num comprimento de 2 a 3 cm. Esse
procedimento teve por objetivos reduzir ao maximo a possibilidade de
contaminacdo e facilitar a inser¢cao da agulha de biépsia na cavidade abdominal.

A imagem do figado foi captada pelo aparelho de ultrassonografia (“Aloka
SSD 500 B-mode system”). Subsequientemente, pela orientagcdo anatébmica e de
imagem, a agulha de bidpsia foi inserida na cavidade abdominal em direcdo ao
figado: caudo-cranial, angulacdo obliqua de 30-45° (Figura 3). As amostras
obtidas mediram aproximadamente 1 cm x 0,2 cm e foram preservadas em tubos
individuais contendo solucdo de NaCl 0,9% estéril, a 6-8°C até encaminhamento

ao laboratério, onde foram processadas e armazenadas.

Figura 3 - Método de coleta de fragmento de parénquima hepatico (A) e sangue (B) de
capivara. (A) Obtencgdo da imagem do figado com transdutor 7,5 MHz, inser¢éo da agulha de
biopsia em dire¢gdo ao 6rgao para realizagédo da bidpsia hepdtica; (B) Coleta de sangue da veia
femoral de capivara contida quimicamente. Foto: Professor Rogério Ribas Lange, 2008.

3.4.3. Necropsia

Durante o trabalho de campo trés capivaras foram a Obito devido a
complicacbes de manejo. Esses animais foram encaminhados a necropsia no
Laboratorio de Patologia Veterinaria, Setor de Ciéncias Agrérias, UFPR.

Desses animais foram coletadas amostras de figado, linfonodos, baco e
coracdo. Essas amostras foram acondicionadas em tubos contendo solucao de
NaCl 0,9% estéril e encaminhadas ao Laboratorio de Parasitologia Molecular,

onde foram armazenadas a -20°C até a extracao de DNA.
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3.5. ANALISE MOLECULAR

3.5.1. Extracdo de DNA

As amostras de DNA utilizadas nesse estudo foram obtidas por trés
técnicas de extracdo conforme o tipo de tecido. Para extragdo de DNA das
amostras de figado obtidas por biopsia (n=24) foi utilizado o kit de extracdo
“ChargeSwitch® gDNA Mini-Tissue” (ver item 3.5.1.1). As amostras de sangue
(n=26) tiveram seu DNA extraido pela utilizagdo do kit de extragdo “illustra blood
genomicPrep Mini Spin” (item 3.5.1.2). As amostras de figado (n=3), linfonodos
(n=3), baco (n=3) e coracdo (n=3), obtidas na necropsia, foram submetidas a
extracdo de DNA pela técnica de fenol-cloroformio (item 3.5.1.3) e também pelo

kit de extracéao “ChargeSwitch® gDNA Mini-Tissue”.

3.5.1.1. Técnica de extracdo de DNA por esferas magnéticas

As amostras de figado, que foram coletadas por bidpsia incisional
hepatica, e as amostras de linfonodos, baco e coracédo coletados na necropsia,
foram submetidas a extracdo de DNA pela técnica de esferas magnéticas
(“magnetic beads”). Essa técnica também foi utilizada para extracdo de DNA de
taquizoitos de N. caninum da cepa referéncia NC-1, utilizado posteriormente
como controle positivo nas reagdes de PCR (Locatelli-Dittrich et al., 2003).

Para execucgdo da técnica foi utilizado o kit de extragédo “ChargeSwitch®
gDNA Mini-Tissue” (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA, catadlogo nimero
CS11204), que € destinado a extracdo de DNA gendmico de pequenos
fragmentos de tecido.

Esse método foi escolhido pelo tamanho relativamente pequeno das
amostras de parénquima hepético biopsiados. Também devido ao fato da
impossibilidade de reamostragem no caso de perda das amostras ou da
necessidade de mais material, j& que seria inviavel recapturar o animal ja
manejado e amostrado. Essa técnica permite isolar DNA em maior quantidade e
gualidade de pequenas amostras.

O principio da técnica de extracdo por esferas magnéticas esta
basicamente ligado a caracteristica anidnica do DNA, que possui carga negativa

e tende a ligar-se em moléculas de carga positiva. Nessa técnica, essa
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propriedade do DNA é associada a principios de magnetismo para extrair
purificar o DNA.

A primeira etapa na extracdo do DNA consistiu da lise de membranas
celulares, proteinas e RNA. Inicialmente, para assegurar completa lise das
membranas celulares, as amostras de figado, linfonodos, baco e coracdo foram
submetidas a ruptura por ultra-som. Foram realizados 2 ciclos de 30 segundos a
70 Hz de frequiéncia, com intervalos de 1 minuto entre cada ciclo. Para evitar a
contaminacao entre as amostras foi utilizado material esterilizado individual.

Nas etapas seguintes o DNA foi extraido conforme recomendacgfes do

fabricante do kit “ChargeSWitch® gDNA Mini-Tissue” (Anexo 1).

3.5.1.2. Técnica de extracdo de DNA pela membrana de silica

A extragao de DNA das amostras de sangue total foi realizada conforme
recomendacdes do kit de extracdo “illustra blood genomicPrep Mini Spin” (GE
Healthcare UK Limited™, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Essa técnica foi
utilizada para elevar a qualidade e quantidade de DNA purificado, e otimizar o
material para as metodologias de Biologia Molecular empregadas posteriormente
(Anexo 2).

3.5.1.3. Técnica de extracdo de DNA pelo fenol-cloroférmio

As amostras de linfonodos, bago, coracdo e figado, coletadas na
necropsia também foram submetidas a extracdo e purificacdo de DNA pelo
meétodo de fenol-cloroférmio. Para tanto, foi utilizado protocolo proposto por
Sambrook e Russel (2001), com algumas adaptagoes.

Inicialmente, para assegurar completa lise do tecido e das membranas
celulares, as amostras foram submetidas a lise por ultra-som. Foram realizados
3 ciclos de 30 segundos a 70 Hz de frequéncia, com intervalos de 1 minuto entre
cada ciclo. Para evitar a contaminacao foi utilizado material esterilizado para
cada amostra. As amostras foram mantidas em banho de gelo para evitar o
aguecimento.

Entdo, foram adicionados 450 uL de tampéao Tris-EDTA (100mM Tris HCI
pH 8,0; 0,AM EDTA pH 8,0), 50 puL de SDS 20% e 10 pL de proteinase K
(20mg/mL). A mistura foi homogeneizada, em agitador de tubos, e a seguir
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incubada em banho-maria a 55°C por 14 horas, sob agitacdo periddica
("overnight”). No dia seguinte, para desnaturacdo da proteinase K, foi realizada
incubacdo a 95°C por 10 minutos. ApOs este tempo, as amostras foram
resfriadas e adicionadas de 8 uL de RNase (20 mg/mL) e permaneciam em
banho-maria a 37°C por 2 horas.

A desproteinizacdo e purificacdo do DNA foram realizadas por adigcéo
volume/volume de solucdo de fenol, seguido de homogeneizacdo em orbital
durante 15 minutos. Seguiu-se a centrifugacdo a 12.000 X g por 5 minutos, em
temperatura ambiente. O maximo possivel de sobrenadante foi retirado e
transferido para outro microtubo. Esse procedimento foi realizado duas vezes. A
seguir foi adicionado 500 pL de fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1),
seguido de homogeneizacdo em orbital durante 10 minutos.

Apos, foi realizada centrifugacdo a 12.000 X g por 5 minutos, em
temperatura ambiente. O maximo possivel de sobrenadante foi retirado e
transferido para outro microtubo. Esse procedimento foi repetido mais uma vez.
Por ultimo, foi adicionado 500 pL de cloroférmio, seguido de homogeneizacéo
lenta em orbital por 10 minutos. Seguia-se a centrifugacédo a 12.000 X g por 5
minutos, em temperatura ambiente. O maximo de sobrenadante foi transferido
para novo microtubo.

Na ultima fase foi realizada a precipitacdo do DNA extraido. Para tanto foi
adicionado 600 pL de etanol absoluto gelado, seguido de homogeneizacéo
delicada por inverséo, e posterior adicdo de 30 pyL de acetato de sédio a 3M
seguido de homogeneizacao delicada por inversao. A seguir as amostras foram
mantidas a -20°C durante 14 horas ("overnight”).

Na manha seguinte, foi realizada centrifugacdo a 12.000 X g por 30
minutos, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado por inverséao do
tubo, e o sedimento (contendo precipitado de DNA) foi lavado duas vezes com
etanol 70GL. Para tanto, foi adicionado a cada amostra 300 uL de etanol
70GL, seguido de centrifugacao a 12.000 X g por 15 minutos, 4°C e descarte do
sobrenadante.

Finalmente, as amostras foram secadas a temperatura de 37°C e ap0s
secagem realizada a ressuspensao do DNA em 125 pL de agua ultrapura. Para

eluicdo do DNA as amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 2
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horas e apds “overnight” a 4°C. Posteriormente, as amostras foram
armazenadas a -20°C até a sua utilizagéo (Anexo 3).

3.5.1.4. Analise do DNA extraido

A avaliacdo da quantidade e qualidade do DNA extraido foi realizada por
leitura em espectrofotdmetro a 260nm/280nm. A leitura em 260 nm determina a
concentracdo de &acidos nucléicos da amostra e a leitura em 280 nm a
concentracdo de proteinas. O ideal € que a razdo acidos nucléicos/proteinas

esteja entre 1,7 e 2,0.

3.5.2. Reacao em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase foi utilizada para a realizacdo do
diagnéstico molecular de N. caninum nas amostras de sangue, figado, baco,
linfonodos e coracgdo das capivaras.

Para tanto, foram utilizados iniciadores que delimitam o segmento de DNA
da regido Nc5 do protozoario (Yamage et al., 1996). Essa regido é muito
especifica para N. caninum, sendo claramente distinguivel mesmo de T. gondii
(Kaufmann et al., 1996; Locatelli-Dittrich et al., 2003). Além da otima
especificidade, a utilizacdo da PCR para esse segmento apresenta boa
sensibilidade quando empregada no diagnostico de N. caninum em tecidos de
hospedeiros infectados (Hughes et al., 2006).

Além de verificar a ocorréncia da regido Nc5 nas amostras de DNA de
tecidos de capivaras, também foi verificada a presenca da regido ITS1 (“internal
transcribed spacer”). A regido ITS ocorre no DNA ribossomal e tem sido utilizada
como importante ferramenta molecular nos estudos de filogenia. A regido ITS1,
por exemplo, estd presente entre 0s genes 18S e 5.8S e € um marcador
genético muito importante, sendo utilizado cada vez mais na analise filogenética
de vérios organismos (Homan et al., 1997; Gondim et al., 2004b).

Dependendo da espécie a regidao ITS1 apresenta determinados graus de
variagdo intra-especifica. Assim, a andlise da sequéncia de nucleotideos da
regido ITS1 constitui uma importante ferramenta para caracterizacdo de
espécies, definicdo de isolados de um determinado organismo e diferenciacéao
entre parasitos estreitamente relacionados (Marsh et al., 1998; Dubey et al.,
2001; Gondim et al., 2004b; Slapeta et al., 2002).
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A utilizacdo desses dois marcadores permite o diagnéstico especifico de
N. caninum e possibilita, ap0s o sequenciamento de ITS1, a diferenciacdo da
sequéncia entre as espécies proximas de N. caninum e a possibilidade de
definicAo de uma nova espécie ou isolado (Slapeta et al., 2002; Gondim et al.,
2004). A espécie N. hughesi foi definida apos a verificacdo de alteracbes da

sequéncia de nucleotideos de ITS 1 (Marsh et al., 1998).

3.5.2.1. Regiao Nc5

Para a amplificacdo de segmentos de DNA da regido Nc5 foram utilizados
os iniciadores Np4, Np6, Np7 e Np21 descritos por Yamage et al. (1996). Os
oligonucleotideos Np7 e Np2l sdo os iniciadores diretos ou senso, enquanto
Np4 e Np6 sdo os iniciadores reversos ou antisenso. Para cada PCR foram
utilizados os seguintes pares de iniciadores Np21/Np6, Np21/Np4 e Np7/Np4
(Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados na deteccéo da regiao Nc5 de Neospora
caninum no sangue, figado, coracao, baco e linfonodos de capivaras.

Oligonucleotideo Sequéncia nucleotidica (5’-3) Diregéo Posicao’
iniciador
Np4 CCTCCCAATGCGAACGAAA  Antisenso  806-824
Np6 CAGTCAACCTACGTCTTCT Antisenso  758-776
Np7 GGGTGAACCGAGGGAGTTG Senso 550-568
Np21 GTGCGTCCAATCCTGTAAC Senso 449-467

* Relativa a sequiéncia nucleotidica do DNA de N. caninum onde ocorre a hibridizacdo de cada

iniciador.

Para a realizacdo da técnica da PCR foi utilizado protocolo adotado por
Locatelli-Dittrich et al. (2003) com algumas modificacbes. Para cada amostra foi
utiizado material esterilizado, ponteiras com filtro, o fluxo laminar foi
devidamente desinfetado e a lampada UV mantida ligada por 20 minutos. Todas
as condicbes de seguranca para evitar contaminacdées com amplicons foram

devidamente respeitadas. As solucdes de amplificacdo (“mix”) da PCR foram
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preparadas no interior do fluxo laminar, localizado nhum ambiente separado. O
DNA das amostras foi adicionado em outro ambiente. Todos esses cuidados séo
criticos para evitar contaminacdo entre as amostras e com contaminantes do
ambiente.

O volume final de cada solugcdo de amplificacdo foi de 60 pL. Cada
solugéao continha 6,0 pL de tamp&o DNA polimerase 10X (100mM Tris—HCI pH
8.3, 500mM KCl), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,1% de Triton-100X, 96
pmol de cada iniciador, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 80 a 100 ng de DNA da
amostra. Agua ultrapura foi adicionada na quantidade suficiente para completar
o volume final da reacao (Anexo 4). Em cada ciclo de rea¢des foram utilizados
controles positivos e negativos.

Apos a adicdo do DNA as amostras foram homogeneizadas
individualmente e colocadas no termociclador (“Hibayd GeneAmp thermocycler”),
que foi programado para uma desnaturacéo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido
de 40 ciclos de amplificacdo, cada ciclo consistindo por uma temperatura de
94°C por 1 minuto para desnaturacao, 55°C por 1 minuto para a hibridizacéo e 3
minutos e 30 segundos a 74°C para a extensdo do DNA complementar. Na
altima etapa foi programado um ciclo de 5 minutos a 72°C para a extensao final
seguido de manutencéo a 4°C até retirada das amostras.

3.5.2.2. Regido ITS1

Para obtencdo da amplificacdo de DNA da regido ITS1 de N.caninum
foram utilizados os iniciadores ITS5 5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGS3 e
ITS2 55GCTGCGTTCTTCATCGATGCS3’ descritos por White et al. (1990). Para a
realizacdo da PCR foi utilizado protocolo proposto por Gondim et al. (2004b) com
algumas adaptacoes.

O volume final de cada reacéo de amplificacéo foi de 50 pL. Cada solucao
continha 5,0 uL de tampdo DNA polimerase 10X (100mM Tris—HCI pH 8.3,
500mM KCI), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,1% de Triton-100X, 30 pmol
de cada iniciador, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 80 a 100 ng de DNA da
amostra. Agua ultrapura foi adicionada na quantidade suficiente para completar

o volume final da reacéao (Anexo 5).
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Foram utilizados em cada reacao de amplificagdo amostra contendo DNA
de N. caninum (cepa referéncia NC-1) e amostra sem DNA (agua ultrapura) para
atuarem como controles positivo e negativo respectivamente.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de 5
minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de amplificacéo, cada ciclo consistindo por
uma temperatura de 94°C por 20 segundos para desnaturacéo, 57°C durante 45
segundos para a hibridizacédo e 74°C por 45 segundos para a extensao do DNA.
Na ultima etapa foi programado um ciclo de 2 minutos a 72°C para a extenséo

final seguido de manutencéo a 4°C até retirada das amostras.

3.5.2.3. Identificacéo dos produtos da PCR

Apos a amplificacdo no termociclador, os produtos da PCR foram
aplicados em gel de agarose 1,6% e submetidos a eletroforese a 60 V durante 2
horas. Entdo o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) durante 20
minutos e posteriormente visualizado em transiluminador com luz UV e
fotodocumentado (“Life Technologies™ Gibco BRL UV transilluminator

documentation system?”).

3.5.3. Sequenciamento de regido ITS1 DE Neospora caninum
As amostras que apresentaram resultados positivos na amplificacdo da
regido ITS1 tiveram seus produtos de amplificacdo sequienciados para

confirmacédo da identidade de N. caninum (Anexo 6).

3.5.3.1. Purificacéo

Para obter o isolamento ou purificacdo dos produtos de PCR para ITS1 foi
utilizado o método do polietilenoglicol (PEG). A purificagdo antes da reacao de
sequenciamento € necesséria para eliminacdo de todos os nucleotideos néo
incorporados na sequéncia de ITS1 amplificada. Nessa etapa sao eliminados os
iniciadores e os dNTPs nao utilizados na PCR, bem como o DNA da amostra
que néo foi amplificado.

Inicialmente foi adicionado 40 pL de PEG a solucdo de PCR contida no
microtubo (relacdo volume/volume). Essa mistura foi transferida a um microtubo
de 500 pL e incubada a 37°C durante 30 minutos. Apos incubacéo o produto foi

centrifugado a 13000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado com
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pipeta de 100 pL. Entdo foi adicionado ao sedimento 125 pL de etanol 80%
gelado, incubou-se por 1 minuto e foi realizada centrifugagdo a 13000 rpm por 2
minutos. O sobrenadante foi descartado por inversdo do microtubo.

Foi adicionado, pela parede do microtubo, 125 uL de etanol 96% gelado e
retirado logo em seguida, e por inversdo do microtubo o excesso de
sobrenadante foi todo descartado. O excesso de etanol interfere negativamente
na reacao de PCR, podendo resultar em falhas na interpretacdo da sequéncia
nucleotidica. ApoOs foi realizada evaporacdo do etanol 96% em estufa 70°C.
Finalmente, o sedimento foi ressuspenso em 15 uL de agua ultrapura e mantido
em incubacdo a temperatura ambiente por pelo menos 2 horas.

3.5.3.2. Quantificacao
A quantificacdo dos produtos de PCR purificados foi realizada por leitura

em espectrofotdmetro a 260nm/280nm.

3.5.3.3. Reacao de sequienciamento

Para a realizacdo da reacéo de sequienciamento propriamente dita foram
utilizados os iniciadores PN1 5CTCCTTCGGAGAGGGGTA3 e PN2
5TCTTCCCTCAAACGCTATC3 (Holmdahl e Mattsson, 1996).

Em cada reacdo de sequenciamento foram adicionados: 20ng do produto
de PCR purificado, 0,5 pL de tampéo 5 X para reacédo de sequenciamento, 0,5
uL de cada iniciador (é utilizado um iniciador para cada reacédo), 0,5 uL de “Big
Dye 3.1” e agua ultrapura para completar 10 pL de solugdo. Todo esse
procedimento e as etapas seguintes foram executadas em ambiente escuro para
nao haver reducéo na fluorescéncia emitida pelo “Big Dye 3.1".

Apés preparo da solucdo de reacdo as amostras foram levadas ao
termociclador, que foi programado para execucao de 35 ciclos: 96°C durante 10
segundos, 50°C durante 5 segundos e 60°C durante 4 minutos. Seguido de

manutencao a 4°C até retirada das amostras.

3.5.3.4. Precipitacéo e sequenciamento
ApoOs a reacédo foi adicionado em cada microtubo 40 pyL de isopropanol
75% seguido de homogeneizacdo com pipetagem. Entdo, foi realizada uma

rapida centrifugacdo e manutencdo em temperatura ambiente durante 20
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minutos. Posteriormente, foi realizada centrifugacdo a 13000 rpm durante 25
minutos a 4°C. Em seguida o sobrenadante foi descartado por inversdo do
microtubo. Subsequentemente, foi adicionado 200 pL de etanol 70% a
temperatura ambiente e realizada centrifugacdo a 13000 rpm por 5 minutos.

Todo excesso de etanol foi cuidadosamente removido com pipeta. Na
seqUéncia foi realizada secagem das amostras em “speed vac” a 60°C durante
45 minutos. Posteriormente o sedimento foi ressuspenso em 20 puL de
formamida “Hi-Di” e a seguir injetados no sequenciador (“Applied Biosystems
3130 Genetic Analyser”).

3.5.3.5. Andlise das sequéncias de ITS1

As sequéncias nucleotidicas de ITS1 obtidas pela amplificacdo e
sequenciamento foram alinhadas e comparadas a dados presentes no
“GenBank”. Para comparacdes das sequéncias obtidas foi utilizado o programa
“BLAST” disponivel no site da NCBI (“National Center for Biotechnology

Information”).

4. RESULTADOS

4.1. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Foi verificada a amplificacdo de fragmentos de DNA da regido Nc5 do
genoma de N. caninum nos tecidos de trés, das vinte e seis capivaras
analisadas nesse estudo. Esse resultado representa uma prevaléncia de
infeccéo por N. caninum de 11,5%. Os trés pares de iniciadores utilizados para a
pesquisa da regido Nc5 demonstraram a presenca de N. caninum nos mesmos
animais e tecidos, apresentando uma concordancia de 100%.

Os tecidos nos quais foi encontrado DNA de N. caninum foram os
linfonodos de duas capivaras e figado de outra capivara. Os animais positivos
para N. caninum nos linfonodos resultaram negativos na pesquisa do parasito no
sangue, figado, bago e coragédo. Todas as amostras de bago, coracdo e sangue
foram negativos na pesquisa da regido Nc5 de N. caninum. Os animais positivos

foram: 34 macho, 36 macho e 38 fémea.
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Nas figuras 4, 5, e 6 estdo apresentados os produtos de amplificacdo da
PCR para os pares de iniciadores Np7/Np4, Np21/Np6 e Np21/Np4 utilizados

nessa pesquisa.

600pb

400pb
300pb

200pb
100pb

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR
obtidos pela amplificacdo da regido Nc5 de N. caninum utilizando os
iniciadores Np7 e Np4. Os fragmentos amplificados indicam a presenca de
DNA de N. caninum nos tecidos de capivaras. (1) Marcador molecular
100pb Sigma™; (2) Cepa de referéncia Nc-1 de N. caninum — controle
positivo; (3) Controle negativo; (4) e (5) Amostras negativas (39F sangue e
40F figado respectivamente); (6), (7) e (8) Presenca de produto de
amplificagdo especifico de N. caninum, correspondendo respectivamente a
capivara 34 macho (linfonodo), capivara 36 macho (linfonodo) e capivara 38
fémea (figado) infectadas pelo protozoario. Tamanho do fragmento de
amplificagéo esperado: 275pb.
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de
PCR obtidos pela amplificacdo da regido Nc5 de N. caninum
utilizando os iniciadores Np21 e Np6. Os fragmentos
amplificados indicam a presenca de DNA de N. caninum nos
tecidos de capivaras. (1) Marcador molecular 100pb Sigma™:; (2)
Cepa de referéncia Nc-1 de N. caninum — controle positivo; (3)
Controle negativo; (4), (5) e (6) Presenca de produto de
amplificacdo especifico de N. caninum, correspondendo
respectivamente a capivara 34 macho (linfonodo), capivara 36
macho (linfonodo) e capivara 38 fémea (figado) infectadas pelo
protozoério; (7) Amostra negativa (34 M bago). Tamanho do
fragmento de amplificagdo esperado: 328pb.
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR
obtidos pela amplificacdo da regido Nc5 de N. caninum utilizando os
iniciadores Np21 e Np4. (1) Marcador molecular 100pb Sigma™: (2)
Cepa de referéncia Nc-1 de N. caninum — controle positivo; (3) Controle
negativo; (4) e (5) Amostra de DNA de linfonodo da capivara 34M
apresentando amplificacdo da regido Nc5 de N. caninum. Na linha 5 foi
utilizada maior concentracdo de DNA; (6) Presenca de produto de
amplificacdo especifico de N. caninum, correspondendo a capivara 38
fémea (figado); (7) Amostra de DNA de linfonodo da capivara 36M
apresentando amplificacdo da regido Nc5 de N. caninum; (8) Repeticao
da linha 6; Tamanho do fragmento de amplificacdo esperado: 376pb.

Na pesquisa da regido ITS1 foi verificado a presenca de DNA de N.
caninum em cinco animais, 0 que representa uma prevaléncia de infeccdo de
19,2% (5/26). Foi possivel verificar a presenca do parasito nos seguintes tecidos:
sangue, figado, coracéo e linfonodos. Os animais positivos para N. caninum pela
pesquisa da regido ITS1 foram: 34 macho, 38 fémea, 26 fémea, 29 fémea e 28
fémea.

Além de verificar mais animais positivos, a PCR de ITS1 também detectou
maior numero de tecidos infectados. O animal 34 macho teve confirmacdo da
presenca de DNA de N. caninum para ITS1 nos linfonodos e no coracdo. A

capivara 38 fémea teve presenca de DNA de N. caninum confirmada no figado e
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também no sangue, 26 fémea demonstrou positividade para N. caninum nos
linfonodos, figado e coracdo, 29 fémea foi positiva no sangue e 28 fémea teve
diagnéstico confirmado para ITS1 no figado. Na figura 7 estdo representados 0s
produtos de amplificacdo obtidos nas amostras positivas para ITS1.

Houve uma concordancia parcial entre os resultados obtidos na pesquisa
da regido Nc5 e de ITS1 de N. caninum. Enquanto a PCR da regido NC5
resultou uma prevaléncia de 11,5% (3/26), a amplificacdo da regido ITS1
detectou DNA de N. caninum em 19,2% (5/26) dos animais pesquisados (Tabela
2). Considerando os dois testes, a prevaléncia de infeccdo por N. caninum em
pelo menos um dos testes foi de 23% (6/26), e a co-positividade entre Nc5 e
ITS1 foi de 7,7% (2/26).

Tabela 2 - Relacdo de tecidos e total de capivaras positivas para as duas sequiéncias alvo do DNA
de N. caninum utilizados nessa pesquisa (Nc5 e ITS1). Prevaléncia de infec¢do considerando cada
um dos testes, ambos os testes ou os dois testes associados.

Regido alvo Tecidos analisados (PCR positivo/ total) NUmero de
Sangue Figado Baco Coracdo Linfonodos animais
positivos
(percentual)
Nc5 0/26 1/26 0/26 0/26 2/26 3/26 (11,5%)
ITS1 2/26 3/26 0/26 1/26 2/26 5/26 (19,2%)
Nc5 e ITS1 0/26 1/26 0/26 0/26 1/26 2126 (7,7%)

Nc5S ou ITS1 2/26 3/26 0/26 1/26 3/26 6/26 (23%)
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR
obtidos pela amplificacdo da regido ITS1 de N. caninum utilizando os
iniciadores ITS2 e ITS5. (1) Marcador molecular 1Kb Sigma™; (2) Cepa de
referéncia Nc-1 de N. caninum — controle positivo; (3) Controle negativo;
(4) Presenca de produto de amplificacdo correspondendo a capivara 38
fémea (figado); (5) Presenca de produto de amplificagdo correspondendo
a capivara 26 fémea (coracdo); (6) e (7) Presenca de produto de
amplificagdo correspondendo a capivara 34 macho (linfonodo e coracéo
respectivamente); (8) Presenca de produto de amplificacdo
correspondendo a capivara 28 fémea (figado); (9) Presenca de produto de
amplificagdo correspondendo a capivara 29 fémea (sangue).

4.2. ANALISE DA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DE ITS1

Os produtos de amplificagdo obtidos na PCR para ITS1 foram
sequenciados para confirmar a identidade genbmica de N. caninum. As
sequéncias de ITS1 obtidas apresentaram 100% de similaridade a sequéncias
de ITS1 de N. caninum disponivel no “GenBank” por Pena et al. (2007) em

isolado do Brasil (numero de acesso: DQ832318.1).
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo € relatada pela primeira vez a presenca de DNA de N.
caninum em tecidos de capivaras. Esse resultado demonstra de forma inédita a
primeira evidéncia parasitolégica da infeccdo desses roedores por N. caninum e
levanta a hipotese da capivara ser um hospedeiro intermediario natural do
parasito. Para a obtencdo do diagndstico de N. caninum foram utilizadas a
técnica de PCR e de sequenciamento de DNA. Essas técnicas apresentam
elevada especificidade no diagndstico do parasito.

Ao todo, considerando a positividade da PCR em ambos os testes para a
regido Nc5 e regido ITS1, N. caninum foi encontrado em 7,7% das capivaras
analisadas. Sendo que a regido Nc5 foi encontrada nos tecidos de 11,5% dos
animais amostrados. Ja na andlise de ITS1, verificou-se a ocorréncia de infec¢ao
por N. caninum de 19,2%. Contudo, se adotado como critério de positividade a
presenca de produtos de amplificacdo em pelo menos um dos dois testes, a
prevaléncia de infeccdo por N. caninum foi de 23%. Tais prevaléncias sao
comparaveis com resultados obtidos em outros roedores selvagens (Huang et
al., 2004; Jenkins et al., 2007; Ferroglio et al., 2007).

A concordancia parcial na pesquisa da regido Nc5 e ITS1 em N. caninum
pode decorrer da ocorréncia de determinadas variabilidades genotipicas nas
sequéncias de DNA ribossomal de ITS1 e no DNA de Nc5 (Jenkins et al., 2007).
Também é plausivel que a hibridizacdo dos iniciadores para a regido Ncb5
apresente maior nivel de estringéncia e, portanto, de maior especificidade de
ligacdo se comparada a regido ITS1.

A sequéncia Nc5 do DNA de N. caninum é altamente especifica para esse
protozoario, bastante conservada, apresenta multiplas copias no seu genoma,
nao sendo encontrada no genoma de T. gondii, Sarcocystis spp. ou Hammondia
spp. (Yamage et al., 1996). Por outro lado, a sensibilidade da PCR para cada
teste pode variar devido a existéncia de menor ou maior numero de copias de
cada sequéncia, Nc5 ou ITS1, no DNA de N. caninum (Slapeta et al., 2002;
Gondim et al., 2004b).

De forma similar, Jenkins et al. (2007), trabalhando com N. caninum em
tecidos de roedores (Mus musculus; Rattus norvegicus), encontraram maior
sensibilidade diagnostica na pesquisa de ITS1 em comparagcdo com a pesquisa

de Nc5. Nesse estudo, os autores encontraram a sequéncia Nc5 em 9,5% e a
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seqUéncia alvo de ITS1 em 21,9% dos animais pesquisados, 0 que corrobora
nossos resultados.

A realizacdo da reacdo de PCR visando a regido Nc5 em conjunto a
amplificacdo e sequenciamento de ITS1 constituem uma ferramenta molecular
muito segura no diagnoéstico de N. caninum. Além disso, permitem a observacgao
de variabilidades intra-especificas que ocorrem na regido ITS1 para esse
parasito.

As sequéncias dos produtos de amplificacdo da regido ITS1, obtidos
nesse estudo, apresentaram 100% de similaridade entre si e com a sequéncia
de ITS1 obtida por Pena et al. (2007) em isolado do Brasil (numero de acesso
no “GenBank”: DQ832318.1). Esse dado confirma a identidade dos produtos de
PCR para ITS1 obtidos nesse estudo.

Quanto aos tecidos parasitados, foi verificada a presenca de N. caninum
nos linfonodos, figado, coracdo e sangue dos animais pesquisados. Esse
resultado demonstra uma ampla disseminacdo do apicomplexa nos tecidos da
capivara. Tal fato pode favorecer a hipotese de esse animal ser um bom
hospedeiro intermediario natural de N. caninum, favorecendo a infeccdo dos
hospedeiros definitivos e permitindo uma disperséo eficiente do parasito.

Alguns estudos sugerem que N. caninum apresenta uma baixa
especificidade com relacdo a célula hospedeira, sendo capaz de invadir uma
grande variedade de células nucleadas e, consequentemente, infectar grande
variedade de tecidos (Hemphill et al., 1999a). Em outras espécies animais o
parasito j& foi demonstrado no coracado, pulmdes, figado, musculo esquelético,
pele, rins, cérebro, medula espinhal e placenta (Dubey et al, 1988a; Dubey e
Lindsay, 1993; Wouda et al., 1996).

O encontro de N. caninum nos linfonodos das capivaras aqui pesquisadas
era esperado, pois esses 6Orgdos concentram células do sistema fagocitico
mononuclear, que tendem por sua vez a concentrar maior numero de parasitos.
O encontro de N. caninum no sangue de dois animais provavelmente € indicativo
de quadro agudo de infec¢cdo ou de reagudizacdo de uma infeccao cronica. O
diagnéstico de N. caninum no sangue ocorreu em duas capivaras fémeas. Esse
fato pode estar relacionado a possibilidade de transmisséo transplacentaria do

parasito.
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Foi observado durante o periodo de estudo a ocorréncia de abortos em
algumas capivaras do Parque Tingli (Rogério R. Lange, comunicacao pessoal).
Se esses abortos estdo relacionados ou ndo a infec¢do por N. caninum ainda é
questao a ser investigada.

Grande atencdo nas pesquisas tem sido direcionada na busca da
identificacdo dos potenciais hospedeiros de N. caninum. Nessa linha de
pesquisa muitos animais selvagens tém sido identificados como hospedeiros
intermediarios e definitivos do parasito (Rosypal e Lindsay, 2005; Gondim,
2006). Desde o relato da primeira ocorréncia de N. caninum em animais
selvagens, mais especificamente no cervo de rabo preto da California
Odocoileus hemionus columbianus (Woods et al., 1994), muitas novas questdes
e elucidacdes sobre o parasito comecaram a ser levantadas.

A real rede de hospedeiros desse apicomplexa, a possibilidade de
existéncia de um ciclo selvagem e urbano e as conseqUéncias dessas
descobertas para a epidemiologia da neosporose em caes e bovinos tem sido
motivo de questionamentos e pesquisas (Rosypal e Lindsay, 2005; Gondim,
2006).

Muitos estudos ja identificaram infeccdo em canideos (Lindsay et al.,
1996; Barber et al., 1997; Buxton et al.,, 1997; Cheadle et al., 1999), e em
herbivoros selvagens (Woods et al., 1994; Dubey et al., 1999; Ferroglio et al.,
2001). Ainda mais recente é a identificacdo de N. caninum em roedores
selvagens. Até o momento, ha apenas cinco relatos descrevendo a infec¢céo por
N. caninum em roedores (Huang et al., 2004; Hughes et al., 2006, Jenkins et al.,
2007; Ferroglio et al., 2007; Barratt et al., 2008). Recentemente, Yai et al. (2008),
em estudo conduzido no Estado de S&o Paulo, relataram a ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum em 9,4% das capivaras pesquisadas.

A prevaléncia de infecgdo obtida nessa investigacdo pode ser explicada
por algumas razdes: a) varios tecidos foram analisados, o que aumenta a
sensibilidade do diagndéstico; b) capivaras, cées e animais selvagens co-habitam
0 mesmo ambiente no Parque Tingli, assim, é possivel gue ambos hospedeiros,
definitivos e intermediarios, mantenham o ciclo de vida de N. caninum nesse
ambiente; ¢) casos de aborto tém ocorrido nas capivaras do Parque. E possivel
gque a causa desses abortos seja a infec¢ao por N. caninum. Caso a neosporose

seja realmente a causa desses abortos é possivel que ocorra a transmissao
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vertical do parasito entre méde e feto de capivara. Estudos da transmisséo
transplacentaria de N. caninum tém demonstrado a infeccdo de mée para feto
em bovinos (Dubey et al.,, 1992; Barr et al., 1994a), ovinos (Dubey e Lindsay,
1990; McAllister et al., 1996), caprinos (Lindsay et al.,, 1995), camundongos
(Cole et al., 1995; Liddell et al., 1999), cées (Cole et al., 1995), gatos (Dubey e
Lindsay, 1989), primatas (Barr et al., 1994b) e suinos (Jensen et al., 1998).
Também seria possivel a transmissdo horizontal de N. caninum para caes,
outros animais domeésticos e animais selvagens pela ingestdo de placenta,
tecidos fetais e fetos de capivara infectados pelo parasito; d) a elevada
densidade populacional de cdes e capivaras no Parque Tingui pode facilitar a
dispersdo do protozoario. As capivaras poderiam infectar-se pela ingestdo de
oocistos esporulados presentes na agua e pastagem.

As capivaras podem ser importantes reservatorios do parasito na América
do Sul, principalmente no Brasil, ja que esses animais podem ser encontrados
no ambiente urbano, rural e selvagem. Assim, poderiam atuar como elo de
ligacdo dos ciclos urbano e selvatico de N. caninum. No Brasil, em particular, a
pratica de desmatamento para fins de lavoura e pecuaria aproxima as capivaras
do ambiente rural e urbano. Nesse ambiente, a proximidade das capivaras a
canideos selvagens e cées pode resultar em implicacbes epidemiologicas na
neosporose e transmissao horizontal de N. caninum nos rebanhos bovinos.

Outro fator que denota ainda mais a possivel importancia da capivara na
epidemiologia da neosporose e no ciclo de N. caninum é a relacdo presa-
predador que ocorre entre capivaras e canideos. Caes e canideos selvagens
podem infectar-se pelo consumo de tecidos infectados com cistos viaveis e
depois eliminar os oocistos nas fezes, que pode ser o0 estagio infectante para as
capivaras.

Para confirmar a hipétese de esses animais serem hospedeiros
intermediarios naturais de N. caninum é necessério o encontro de bradizoitos ou
taquizoitos viaveis nos tecidos desses animais (Dubey et al., 2007). Portanto,
para confirmar a possibilidade da capivara ser um hospedeiro intermediario de
N. caninum sera necessario demonstrar formas teciduais viaveis do parasito. Tal

confirmacédo podera ser realizada por bioensaios e isolamento do parasito.



No atual estudo foi demonstrada a primeira evidéncia da presenca do
protozoario nos tecidos da capivara, fato que nos permite inferir a possibilidade
desse animal ser um hospedeiro intermediario natural de N. caninum. As
complicacbes dessa confirmagcdo na epidemiologia da neosporose e na
manutencdo do ciclo de N. caninum também terdo de ser futuramente

pesquisadas e elucidadas.
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6. CONCLUSOES

Foi comprovada a presenca de DNA de N. caninum nos tecidos das
capivaras residentes no Parque Tingui, Curitiba, Parana. Esse resultado é a

primeira evidéncia parasitoldgica de infeccédo por N. caninum em capivaras.

A prevaléncia de infecgao variou conforme a regido alvo no DNA de N.
caninum. Na andlise da regido Nc5 foi verificada a prevaléncia de infec¢do de
11,5% (3/26). Para a regidao ITS1 foram considerados positivos 19,2% das
capivaras (5/26). A prevaléncia de infecgcéo considerando positividade em ambos
os testes foi de 7,7% (2/26). Ja a prevaléncia considerando como positivos 0s
animais que apresentaram produtos de amplificacdo para Nc5 ou ITS1 foi de
23% (6/26).

Foi encontrada ampla disseminacdo de N. caninum nos tecidos das
capivaras, inclusive no sangue. Esse achado reforca a possibilidade da capivara
ser um hospedeiro intermediario natural do esporozoario, além de representar

uma potencial fonte de infeccdo para caes e canideos selvagens.
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7. PERSPECTIVAS

A capivara pode ser um hospedeiro intermediario de N. caninum. Estudos
posteriores visando o isolamento do parasito, a caracterizacdo da cepa isolada e
testes de infectividade sdo necessarios para confirmar a hipétese aventada no
presente estudo.

A populacdo de animais pesquisados apresenta problemas de aborto. E
possivel que N. caninum esteja envolvido na patogenia desses abortos. Assim, a
transmissao vertical entre capivaras seria uma realidade. Para confirmar essa
possibilidade é necessario pesquisa dos fetos abortados, fluidos e tecidos

placentarios na tentativa de identificar e isolar N. caninum.

Os roedores em geral podem ser “bons” hospedeiros intermediarios de N.
caninum e serem 0s principais responsaveis pela dispersdao do parasito no
ambiente selvagem e rural. A relacéo presa-predador entre canideos e roedores
€ bem conhecida. Estudos com outros roedores sinantropicos e selvagens serao
importantes no esclarecimento da epidemiologia da neosporose e melhor

entendimento do ciclo de vida de N. caninum.

Poucos sdo as pesquisas com canideos selvagens no Estado do Parana.
O lobo-guara, por exemplo, pode ser um potencial hospedeiro definitivo de N.
caninum e tem a sua base alimentar no consumo de pequenos roedores
selvagens. Periodos de explosdo populacional como o que ocorre com a
“ratada”, principalmente no sul do Estado do Parana, pode representar fase de
dispersédo ativa de N. caninum ja que nesse periodo ocorre maior consumo de
roedores pelos seus predadores. Consequentemente, pode haver uma maior

eliminacao de oocistos no ambiente.
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ANEXO 1

PROTOCOLO: Técnica de extracdo de DNA de tecidos pelo
“ChargeSwitch ® gDNA Mini-Tissue Kit”.

1. Preparo da amostras

- preparar o banho-maria a 55°C.

- adicionar 1 mL de Tampao de lise (L13) a amostra de tecido
previamente homogeneizada.

- adicionar 20 pL de proteinase K e homogeneizar.

- incubar a 55°C por 3 horas ou até completa digestéao do tecido.

- remover do banho-maria e se necessario centrifugar.

- adicionar 10 pL de RNase A e homogeneizar por inversao do microtubo.

- incubar a 37°C durante 2 minutos.

2. Purificacdo do DNA

- homogeneizar as “esferas magnéticas” no agitador de tubos para
completa ressuspensao.

- adicionar 120 pL de “esferas magnéticas” e pipetar gentilmente 5 vezes
para homogeneizagao.

- adicionar 100 pL de Tampao de purificagao (N5).

- pipetar gentilmente 10 vezes para homogeneizacao.

- colocar os microtubos na estante magnética (MagnaRack™

). Manter por
2 minutos.

- remover o sobrenadante cuidadosamente e descartar.

- remover 0s microtubos da estante magnética.

- adicionar 1 mL de Tampéao de Lavagem (W11) e pipetar gentilmente
duas vezes para ressuspensao das “esferas magnéticas”.

- colocar os microtubos na estante magnética (MagnaRack™). Manter por
1 minuto ou até completa atracédo das “esferas magnéticas”.

- remover o sobrenadante cuidadosamente e descartar.

- repetir os Ultimos 3 passos mais uma vez.
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3. Eluicdo do DNA

- remover 0s microtubos da estante magnética.

- adicionar 250 pL de Tampao de Eluicao (E5).

- pipetar gentilmente duas vezes para ressuspensdo das “esferas
magnéticas”.

- incubar a 55°C durante 5 minutos.

- colocar os microtubos na estante magnética (MagnaRack™). Manter por
2 minutos.

- remover e armazenar o sobrenadante contendo DNA purificado.
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ANEXO 2

PROTOCOLO: Técnica de extracdo de DNA de sangue pelo ““illustr a
blood genomicPrep Mini Spin Kit”

- adicionar a cada amostra 20 pL de proteinase K e homogeneizar.

- adicionar 400 pL de Tampao de lise.

- homogeneizar em agitador de tubos por 15 segundos.

- adicionar 6 pL de RNase e homogeneizar.

- incubar a 37°C durante 10 minutos.

- realizar rapida centrifugacéo (11.000 X g durante 10 segundos).

- acoplar os microtubos contendo a membrana de silica.

- transferir a amostra para o microtubo de membrana.

- centrifugar a 11.000 X g durante 1 minuto.

- adicionar 500 pL de tampéao de lise.

- centrifugar a 11.000 X g durante 1 minuto.

- adicionar 500 pL de tampéao de lavagem.

- centrifugar a 11.000 X g durante 3 minutos.

- adicionar 200 pL de tampéo de eluicdo previamente aquecido a 70°C.
- incubar a 37°C durante 1 minuto e, a seguir, centrifugar a 11.000 X g
durante 1 minuto.

- remover e armazenar o DNA eluido.
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ANEXO 3

1.

PROTOCOLO: Técnica de extracdo de DNA de tecido pelo método de

fenol-cloroférmio adaptado de Sambrook e Russel (20  01).

1. Lise celular e eliminacdo do RNA

- adicionar a amostra homogeneizada 450 pL de tampé&o Tris-EDTA
(100mM Tris HCI pH 8,0; 0,1M EDTA pH 8,0).

- adicionar 50 pL de SDS 20% e 10 pL de proteinase K (20mg/mL).

- homogeneizar em agitador de tubos.

- incubar em banho-maria a 55°C durante 14 horas, sob agitacéo
periddica ("overnight”).

- no dia seguinte, desnaturar a proteinase K: incubacéao a 95°C durante 10
minutos.

- resfriar as amostras e adicionar de 8 pL de RNase (20mg/mL).

- incubar em banho-maria a 37°C durante 2 horas.

Fase de desproteinizagéo

- adicionar volume/volume de solucao de fenol.

- homogeneizar em orbital durante 15 minutos.

- centrifugar a 12.000 X g durante 5 minutos, em temperatura ambiente.

- remover o méximo possivel de sobrenadante e transferir para outro
microtubo.

- repetir 0s 4 passos anteriores mais uma vez.

- adicionar 500 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1),

- homogeneizar em orbital durante 10 minutos.

- centrifugar a 12.000 X g durante 5 minutos, em temperatura ambiente.

- remover o maximo possivel de sobrenadante e transferir para outro
microtubo.

- repetir 0s 4 passos anteriores mais uma vez.

- adicionar 500 puL de cloroférmio.

- homogeneizar lentamente em orbital durante 10 minutos.

- centrifugar a 12.000 X g durante 5 minutos, em temperatura ambiente.
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- remover o méximo possivel de sobrenadante e transferir para outro

microtubo.

2. Fase de precipitacdo do DNA
- adicionar 600 pL de etanol absoluto gelado.
- homogeneizar gentilmente por inversao.
- adicionar 30 pL de acetato de sédio a 3M.
- homogeneizar gentilmente por inversao.
- manter a -20°C durante 14 horas ("overnight”).
- na manha seguinte, centrifugar a 12.000 X g durante 30 minutos, a
temperatura de 4°C.
- descartar o sobrenadante por inversédo do tubo.
- adicionar 300 pL de etanol 70GL.
- centrifugar a 12.000 X g durante 15 minutos, 4°C.
- descartar o sobrenadante.
- repetir os Ultimos 3 passos mais uma vez.
- inverter o tubo e deixar secar a temperatura de 37°C.
- apobs secagem ressuspender o DNA em 125 uL de 4gua ultrapura.
- manter em temperatura ambiente por 2 horas e ap6s overnight a 4°C.

- armazenar as amostras a -20°C até a sua utilizacao.
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Tabela 3 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
DNA de Neospora caninum em reacdes com os pares de iniciadores Np21/Np6, Np21/Np4 e

Np7/Np4.
Componente Concentragao de Concentragao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura gsp 36,55 pL
Tampao 10 X 1X 6,0 uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 1,8 uL
dNTPs 5 mM 0,2 mM 2,4 uL
Iniciador senso 80 pmol/ pL 96 pmol 1,2 uL
Iniciador antisenso 80 pmol/ pL 96 pmol 1,2 uL
Triton-100X 10% 0,1% 0,6 pL
Taq DNA 5 U/uL 1,25 U 0,25 pL
polimerase
DNA 8 ng/uL 80 a 100 ng 10 L
Total 60 pL
ANEXO 5

Tabela 4 - Solugcéo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
DNA da regido ITS1 de Neospora caninum.

Componente Concentracao de Concentracao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura asp 30,15 pL
Tampao 10 X 1X 5,0 uL
MgCl; 50 mM 1,5mM 1,5uL
dNTPs 5 mM 0,2 mM 2,0 uL
ITS5 100 pmol/ pL 30 pmol 0,3 uL
ITS2 100 pmol/ pL 30 pmol 0,3 uL
Triton-100X 10% 0,1% 0,5 uL
Taq DNA 5 U/uL 1,25 U 0,25 pL
polimerase
DNA 8 ng/uL 80 a 100 ng 10 L
Total 50 pL
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ANEXO 6

PROTOCOLO: Técnica da reacao de sequenciamento de ITS1.

1. Purificagéao de produtos de PCR com PEG

- adicionar volume/volume de PEG a solucdo de PCR.

- homogeneizar e transferir a mistura a um microtubo de 500 pL.

- incubar a 37°C durante 30 minutos.

- centrifugar a 13000 rpm por 20 minutos (a orientacdo dos microtubos

deve ser a mesma na centrifuga).

- descartar o sobrenadante com pipeta de 100 pL.

- adicionar 125 pL de etanol 80% gelado.

- esperar 1 minuto e centrifugar a 13000 rpm durante 2 minutos.

- descartar o sobrenadante por inversdo do microtubo.

- adicionar, gentilmente, pela parede do microtubo, 125 uL de etanol 96%
gelado e retirar logo em seguida.

- descartar todo o sobrenadante por inversao do microtubo.

- evaporar o excesso de etanol 96% na estufa a 70°C por 10 minutos.

- ressuspender em 15 pL de agua ultrapura e homogeneizar diversas
vezes com a pipeta.

- manter em incubacéo a temperatura ambiente por pelo menos 2 horas.

2. Reacéo de sequenciamento

- adicionar a um microtubo agua ultrapura para completar 10 pL.

- adicionar 20 ng do produto de PCR purificado

- adicionar 0,5 pL de tampéo 5 X para reacao de sequenciamento.

- adicionar 0,5 pL de um dos iniciadores para cada reacao (2pmol)

- adicionar 0,5 pL de “Big Dye 3.1".

- incubar no termociclador: 96°C durante 10 segundos, 50°C durante 5
segundos e 60°C durante 4 minutos. Seguido de manutencédo a 4°C até retirada

das amostras.
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3. Precipitacédo e sequenciamento

- adicionar no tubo de PCR 40 pL de isopropanol 75%.

- apo6s adicionar o isopropanol, passar para 0 microtubo de 500 pL e

homogeneizar com pipetagem.

- rapida centrifugacdo ou “spin down” e manutencdo em temperatura

ambiente durante 20 minutos.

- centrifugar a 13000 rpm durante 25 minutos a 4°C.

- descartar o sobrenadante por inversdo do microtubo.

- adicionar 200 pL de etanol 70% nao gelado.

- fazer “spin down” e centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos.

- remover todo o de excesso de etanol foi com pipeta.

- secar as amostras em “speed vac” a 60°C durante 45 minutos.

- ressuspender em 10 a 20 pL de formamida “Hi-Di”

- injetar no sequenciador e desnaturar no termociclador por 2 minutos a
95°C.
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CAPITULO IV:

A CAPIVARA (Hydrochaeris hydrochaeris LINNAEUS,
1766) COMO POTENCIAL HOSPEDEIRO
INTERMEDIARIO DE Toxoplasma gondii NICOLLE e
MANCEAUX, 1908
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Resumo

A toxoplasmose é uma zoonose muito freqiilente em todo o mundo. E causada
pelo apicomplexa Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX, 1908), o qual
apresenta um amplo espectro de hospedeiros e possui distribuicdo geografica
mundial. E considerada uma das mais importantes zoonoses transmitidas pelo
alimento. Vem sendo discutido como um risco emergente na ocorréncia de
surtos de toxoplasmose o consumo de carne de animais selvagens,
principalmente aqueles provenientes da caca. Os objetivos do presente estudo
foram identificar a infeccdo por T. gondii em capivaras de Curitiba, Estado do
Parana, e determinar a prevaléncia de infeccdo nesses animais. Para tanto, foi
realizada a pesquisa da ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii no soro de 26
capivaras, pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl = 1:16). Também foi
analisada a presenca de DNA do parasito nos tecidos dos animais (sangue,
figado, coracao, linfonodos e baco), pela PCR de fragmentos do gene Bl e
regido ITS1. Foi verificado ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em 61,5% das
capivaras analisadas. A maior titulacédo foi de 1:512. Amostras de sangue, figado
e coracéo foram positivas na PCR para gene Bl e regido ITS1. Para o gene Bl
foi identificado DNA de T. gondii em 7,7% dos animais, na pesquisa de ITS1 foi
verificado prevaléncia de infeccédo de 11,5%. Considerando a pesquisa das duas
regides foi obtida a prevaléncia de 15,4% de infeccdo por T. gondii. Os
resultados indicam elevada prevaléncia de infec¢cdo por T. gondii em capivaras,
que sao aparentemente assintomaticas para a doenca. Assim, o consumo de
carne de capivara mal cozida pode também representar uma fonte de infeccao
para o homem, e deve ser considerado um comportamento de risco em
inquéritos epidemioldgicos na ocorréncia de casos de toxoplasmose.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, capivaras, Hydrochaeris hydrochaeris,
toxoplasmose, epidemiologia, zoonose.
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Abstract

Toxoplasmosis is one of the more common parasitic diseases world-wide. Its
causative agent, the apicomplexan Toxoplasma gondii (NICOLLE &
MANCEAUX, 1908), is a ubiquitous protozoan parasite and is able to infect all
warm-blooded animals. Toxoplasmosis is actually considered one of the more
important foodborne diseases in the world. An emerging risk in acquiring infection
by T. gondii is the increasing popularity of wild animals and game meat.
Capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) is the largest rodent in the world and is
used for human consumption in many areas of South America. In the present
study we identify infection by T. gondii in capybaras from Curitiba, Parana State,
Southern Brazil and determinate the prevalence infection in these animals. In this
reason, antibodies to T. gondii were assayed in the sera of 26 capybaras, using
the indirect fluorescent antibody test (IFAT = 1:16). Blood, liver, heart, lymph
nodes, and spleen tissues collected from the above mentioned animals were
tested by PCR. The targets of the PCR were the B1 gene and ITS1 region.
Sixteen (61.5%) of the 26 capybaras tested were seropositive to T. gondii. Titers
of specific antibodies to T. gondii ranged from 1:16 to 1:512. Of the 26 feral
rodents studied, two (7.7%) tested PCR-positive for B1 gene assay, and four
(11.5%) were positive for ITS1 PCR assay. Four capybaras (15.4%) were
positive in both assays. Liver, heart and blood were the tissues tested positive for
the apicomplexan. Our findings shows high rate of infection by T. gondii in
asymptomatic capybaras. Based is this data we hypothesize that the
consumption of undercooked capybara meat could represent a source for
infection for humans.

Keywords: Toxoplasma gondii, capybaras, Hydrochaeris hydrochaeris,
toxoplasmosis, epidemiology, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

No ano de 2008, o apicomplexa Toxoplasma gondii completou 100 anos
de sua descoberta. Esse protozoario foi inicialmente descrito por Splendore
(1908) em tecidos de coelho no Brasil e por Nicolle e Manceaux (1908) em
tecidos de um roedor no Instituto Pasteur da Tunisia. Contudo, foram Nicolle e
Manceaux que nomearam a nova espécie como Toxoplasma gondii. Uma
referéncia a forma dos taquizoitos (do grego: toxon = arco; plasma = forma) e ao
hospedeiro no qual foi encontrado, o roedor Ctenodactylus gundi (Kim e Weiss,
2008). A descoberta de T. gondii, quase que simultdnea, em duas espécies
animais tao diferentes, em localidades geograficas muito distantes, e
climaticamente dissimilares, antevia o amplo espectro de hospedeiros e a ampla
disseminacao geografica desse novo parasito (Pedrassani, 2001).

O protozoario T. gondii € um parasito intracelular obrigatério que pertence
ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Ordem Eucoccidiida, Subordem
Eimeriina, Familia Sarcocystidae e Subfamilia Toxoplasmatinae. Sendo T. gondii
a Unica espécie do género Toxoplasma. Esse parasito apresenta ampla gama de
hospedeiros e distribuicdo cosmopolita.

Os hospedeiros definitivos sdo os felideos. Nesses animais o parasito
infecta células epiteliais intestinais e realiza sua reprodu¢cdo sexuada, liberando
milhares de oocistos ndo esporulados no ambiente. Os hospedeiros
intermediarios sdo praticamente todos dos animais homeotérmicos, como aves,
mamiferos, inclusive o homem. A toxoplasmose é uma das zoonoses mais
importantes de todo o mundo. Estima-se que aproximadamente um terco da
populacdo mundial esteja infectada por T. gondii (Tenter et al., 2000; Kim e
Weiss, 2008).

No homem e em animais de producdo a toxoplasmose é uma doenca
primariamente associada a abortos e infeccdo congénita, que pode determinar
retardo mental e cegueira (Holland, 2003; Stanford et al., 2006). A doenca
também tem sido muito associada a infeccdo oportunista em pacientes
imunocomprometidos ou imunossuprimidos, principalmente HIV positivos ou
transplantados, nos quais costumam causar encefalites e infecgbes sistémicas

gue podem levar a morte (Ammassari et al., 1996; Tenter et al., 2000).
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S&o trés as formas parasitarias infectantes de T. gondii: os taquizoitos, 0s
bradizoitos contidos no interior dos cistos teciduais e 0s oocistos esporulados
gue contém os esporozoitos (Hill et al., 2005). Todos esses trés estagios sao
infectantes tanto para os hospedeiros definitivos quanto para os hospedeiros
intermediarios.

A transmissdo horizontal pode ocorrer: (a) pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com oocistos esporulados; (b) pela ingestdo de cistos
teciduais contendo bradizoitos nos tecidos dos hospedeiros intermediarios; (c)
transplante de 6rgdos ou de medula 0ssea infectados com taquizoitos ou cistos
teciduais em individuos imunossuprimidos. Ja a transmisséo vertical ocorre pela
transmissao transplacentaria de taquizoitos do parasito. Também ¢€ relatada a
transmissao de taquizoitos aos neonatos pela ingestao de leite (via lactogénica)
logo apdés o nascimento (Dubey, 1993). Dessa forma, T. gondii pode ser
transmitido de hospedeiros intermediarios para hospedeiros definitivos, de
hospedeiros definitivos para hospedeiros intermediarios, bem como entre
hospedeiros intermediarios e hospedeiros definitivos (Tenter et al., 2000). Por
essa ampla capacidade de adaptacéo T. gondii apresenta elevado potencial de
disperséo e de infeccdo (Sibley, 2003).

Ainda nédo se sabe ao certo qual a real contribuicdo de cada uma dessas
vias de transmissdo na infeccdo do homem e no desenvolvimento da doenca
(Sibley, 2003). Nem todas as vias de transmissdo sao epidemiologicamente
importantes, e as fontes de infec¢cdo podem variar bastante conforme os habitos,
cultura e religido de cada povo e a localizacdo geografica em que se encontram
(Tenter et al., 2000). O consumo de carne de animais de caca, por exemplo, tem
sido relatada em surtos epidémicos de toxoplasmose no mundo inteiro (Dubey e
Jones, 2008; Kijlstra e Jongert, 2008a). Na Austrélia foi relatado um surto de
toxoplasmose apos o consumo de carne de canguru (Robson et al., 1995).

Apesar de ser transmitido via transplacentaria, assume-se que as
principais vias de dispersdo do parasito, e manutencdo da infeccdo, sdo a
ingestdo de oocistos esporulados em agua e alimentos contaminados e a
ingestdo de carne crua ou mal cozida infectada com cistos teciduais (Tenter et
al., 2000; Kijlstra e Jongert, 2008a).

Alguns surtos epidémicos da doenca tém sido relatados apés ingestao de

oocistos esporulados em agua contaminada (Bowie et al., 1997 Bahia-Oliveira et
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al., 2003; Dubey, 2004). Também ¢é associado como fator de risco, para a
ingestdo de oocistos e infeccdo por T. gondii, as atividades relacionadas a
jardinagem ou trabalho préximo ao solo (Cook et al., 2000). Entretanto, a
contaminacdo do ambiente com oocistos costuma ser mais restrita aos locais
onde os gatos defecam (Afonso et al., 2008), e nem todos os gatos eliminam
oocistos nas fezes (Dabritz et al., 2007; Schares et al., 2008)

Por tais razfes, acredita-se que a principal fonte de infeccédo pos-natal de
T. gondii seja a ingestdo de carne crua ou mal cozida (Kapperud et al., 1996;
Baril et al., 1999; Kijlstra e Jongert, 2008a). Casos de toxoplasmose aguda, apos
a ingestdo de carne crua ou mal cozida, tém sido relatados em varios paises
(Ross et al., 2001; Carme et al., 2002; Lake et al., 2002). Também ¢é verificado
gque em paises nos quais se adotam sistemas de producdo modernos e
controlados, e nos quais 0os consumidores costumam comprar carne congelada,
ocorre um declinio da soroprevaléncia para T. gondii (Tenter et al.,, 2000;
Kortbeek et al., 2004; Jones et al., 2007).

Outro fator que reafirma a idéia de que a ingestdo de tecidos, contendo
cistos teciduais, seja a principal forma de infeccdo no homem, consiste no fato
gue essa via de transmissdo € possivel pela ingestdo de carne de qualquer
mamifero ou ave (Kijlstra e Jongert, 2008b). Fato talvez corroborado pela
evidéncia de que vegetarianos estritos representam um grupo de menor risco a
toxoplasmose e demonstram menor soroprevaléncia para T. gondii (Roghmann
et al., 1999).

Os animais assinalados como principais transmissores de T. gondii ao
homem pela ingestdo de carne sdo 0s suinos, ovinos e caprinos. Logo em
seguida estao incriminadas as aves de criacdo domeéstica, coelhos e animais de
vida selvagem (Figura 1). Com menor risco de infeccdo se apresentam as
carnes de equideos e aves de criacdo comercial, j& a ingestdo de carne de
bufalos e bovinos representa risco bem menor de infecgdo ao homem (Tenter et
al., 2000; Kijlstra e Jongert, 2008b).

Dentre esses hospedeiros intermediarios, os animais selvagens estdo
continuamente recebendo maior importancia na possibilidade de infeccao de T.
gondii ao homem (EFSA, 2007, Kijlstra e Jongert, 2008b). O risco emergente de

infeccdo pela ingestdo da carne desses animais esta diretamente relacionado as
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atividades de caca e a popularizacdo da carne de animais selvagens (Kijlstra e
Jongert, 2008a).

Frequéncia de cistos
teciduais na carne

Suinos, ovinos e caprinos

Aves de criacdo doméstica, coelhos,
animais selvagens

Aves de criacdo comercial, cavalos

Bovinos, bufalos

Figura 1 - Potencial de transmissao de T. gondii ao homem
pelo consumo de carnes de animais de producdo e caca.
Adaptado de Tenter et al. (2000).

Estudos epidemiolégicos tém relatado a possibilidade de surtos
epidémicos de toxoplasmose ap0s a ingestdo de carne de animais de caca
(Robson et al., 1995; Cook et al., 2000, Dubey e Jones, 2008). Souza et al.
(2006) em estudo conduzido no Parque Nacional de Emas, Estado de Goias,
verificaram soroprevaléncia para T. gondii em lobos-guara (Chrysocyon
brachyurus), cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), raposas-do-campo
(Pseudolopex vetulus), jaguatiricas (Leopardus pardalis), oncas-pintadas
(Panthera onca), sucuaranas (Puma concolor), queixadas (Tayassu pecari) e
catetos (Tayassu tajacu). Varios estudos também relatam soroprevaléncia
positiva para T. gondii em roedores selvagens e sinantropicos (Morsy et al.,
1994; Smith e Frenkel, 1995; Marshall et al., 2004; Dubey et al., 2006).

Em capivaras ainda sdo escassos 0s relatos de infeccdo por T. gondii
descritos na literatura. Na regidao Sul do Brasil ainda ndo ha nenhum relato de
infeccdo pelo parasito. Visto o crescente destaque da capivara no cenario
nacional, seja pela caca indiscriminada, seja pelo crescimento descontrolado
dessa populacao ou pela adaptacdo desse animal nos sistemas de producédo de
carne, couro e 6leo, é de consideravel importancia determinar o conjunto de

patogenos que podem ser transmitidos pelo consumo de sua carne.
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Assim, foi objetivo do presente estudo a investigagdo da presenca e
prevaléncia de infeccéo por T. gondii nas capivaras residentes no Parque Tingui,

cidade de Curitiba, Estado do Parana.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. AREA GEOGRAFICA E POPULAGAO DE ESTUDO
Os dados referentes a area geografica e a populacdo de estudo estédo

descritos no Capitulo I11, item 3.1.

2.2. AMOSTRAGEM
2.2.1. Contencao quimica
A metodologia utilizada para a contengédo das capivaras foi anteriormente

descrita no Capitulo IlI, item 3.2.

2.2.2. Coleta das amostras
A coleta das amostras foi realizada conforme descrito no Capitulo 11, item
3.4, subitens 3.4.1,3.4.2 e 3.4.3.

2.3. ANALISE SOROLOGICA

As amostras de sangue em tubo sem anticoagulante foram centrifugadas
(2.500 X g durante 5 minutos) e o soros separados e armazenados a -20°C. Os
soros foram utilizados para pesquisa de anticorpos IgG anti-T. gondii. Para
deteccdo desses anticorpos foi utilizada a reacdo de imunofluorescéncia indireta.

O antigeno particulado (taquizoito) utilizado foi produzido a partir de cepa
RH padrdao de T. gondii, que foi gentilmente cedida pelo Laboratério de
Protozoologia Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina, PR. A
manutencao dessa cepa foi realizada tanto in vivo quanto in vitro pelo mestrando
Guilnerme Garcia, do Laboratério de Parasitologia Molecular, UFPR. Os
taquizoitos utilizados na reacéo de IFI foram produzidos por cultivo in vivo. Para
tanto, foram realizadas sucessivas inoculacdes intraperitoneais em
camundongos fémeas “Swiss webster” (Mus musculus) de cerca de 40 dias de

idade. Os taquizoitos obtidos foram purificados e concentrados.
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Posteriormente, foi realizada a contagem de taquizoitos integros em
camara de Thoma. ApGs a contagem os parasitos foram diluidos em PBS estéril
e formalina 2% para a obtencdo de uma concentracédo padrdo de taquizoitos a
serem utilizados na reacdo. Em cada campo de reacdo da lamina de
imunofluorescéncia foram utilizados aproximadamente 500 taquizoitos integros.

A primeira etapa da reacdo de IFI consiste na fixacdo do antigeno nas
laminas. Para tanto, foram depositados em cada area de reacdo 20 uL de
solucdo de antigeno. As laminas foram mantidas em temperatura ambiente 10
minutos para permitir a sedimentacdo dos taquizoitos. Entdo foram incubadas
em estufa a 37°C, a seco, durante uma hora & uma hora e meia.

ApoOs a fixacdo do antigeno, foi adicionado a cada area de reagédo 0 soro
correspondente de cada capivara. Foram utilizadas diluicbes a partir de 1:16,
com um fator 2 de diluicdo (1:32; 1:64, 1:128 e assim por diante). Em cada &rea
de reacao foi adicionado um volume de soro de 20 pL. Entdo, as laminas foram
mantidas em incubacdo em camara umida a 37°C durante 30 minutos. Nesse
intervalo de tempo é esperado que as imunoglobulinas tipo G anti-T. gondii,
presentes no soro dos animais positivos, liguem aos antigenos de superficie de
membrana do taquizoito.

Decorrido o periodo de incubacdo as laminas foram lavadas por imerséo
em Tampao PBS pH 7,2 em dois tempos de 10 minutos. Apdés a segunda
lavagem o excesso foi removido com agua destilada. Foi permitida a secagem
das laminas em estufa 37°C num tempo aproximado de 10 minutos. Entéo, foi
adicionado a cada area de reacdo da lamina 20 uL de conjugado anti-capivara
IgG marcado com isotiocianato de fluoresceina.

O conjugado anti-capivara IgG foi adquirido da Secretaria Municipal de
Saude do Estado de S&o Paulo. Para uso na reacdo de IFI, o conjugado foi
diluido 200 vezes em PBS contendo 4% de Azul de Evans. Apés adicdo do
conjugado nas areas de reacédo as laminas foram incubadas em camara umida a
37°C durante 30 minutos. Nesse tempo € esperado que as imunoglobulinas anti-
IgG de capivara liguem aqueles anticorpos que estdo fixados nos antigenos de
membrana dos taquizoitos. Permitindo, assim, identificar os soros das capivaras
que apresentam anticorpos anti-T. gondii.

ApoOs a incubacéo as laminas foram novamente lavadas por imersao em

Tampado PBS pH 7,2 em dois tempos de 10 minutos. O excesso foi
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posteriormente removido com agua destilada e as laminas foram secadas em
estufa a 37°C. Entao, as laminas foram montadas com glicerina 90% e laminulas
e visualizadas em microscopio de luz ultravioleta no aumento de 400 vezes.
Foram consideradas positivas as reacfes que apresentavam
fluorescéncia em toda a superficie do taquizoito de T. gondii. A maior diluicdo do
Soro em que essa reacao ainda se mostrava presente determinava o titulo de
reacao de cada amostra. Em cada lamina foram acrescentados soros controles
positivos e negativos, para serem usados como controle da reacéo e da leitura

da lamina.

2.4. ANALISE MOLECULAR

2.4.1. Extracdo do DNA

As amostras de DNA utilizadas nesse estudo foram obtidas pela aplicacéo
de trés diferentes técnicas de extracdo, conforme previamente descrito no
Capitulo 111, item 3.5.1, subitens 3.5.1.1, 3.5.1.2 € 3.5.1.3.

2.4.2. Reacao em cadeia da polimerase

As amostras de DNA de sangue, figado, baco, linfonodos e coragéo foram
analisadas pela reacdo em cadeia da polimerase objetivando o diagndstico
molecular de T. gondii. Para tanto, foram utilizados iniciadores que determinam a

amplificacdo do gene B1 e regido ITS1 do parasito.

2.4.2.1. Gene Bl

Para obtencdo da amplificacdo de segmentos do gene B1, especifico de
T. gondii, foram utilizados os iniciadores T1 e T2 descritos por Pujol-Riqué et al.
(1999). Na Tabela 1 estdo descritas as caracteristicas bésicas desse par de

iniciadores.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados na deteccdo do gene Bl de Toxoplasma
gondii no sangue, figado, coracéo, baco e linfonodos de capivaras.

Oligonucleotideo Sequéncia nucleotidica (5’-3) Diregéo Posicéo’
iniciador

Tl GGGTGAACCGAGGGAGTTG Senso 699-714

T2 GTGCGTCCAATCCTGTAAC  Antisenso 831-853

« Relativa a seqiiéncia nucleotidica do DNA de N. caninum onde ocorre a hibridizacdo de cada

iniciador.

O volume final de cada solugdo de amplificacdo, tanto para a reagao
priméria quanto para a reacdo secundaria, foi de 50 puL. Cada solucdo continha
5,0 puL de tampéao DNA polimerase 10X (100mM Tris—HCI pH 8.3, 500mM KCI),
1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,1% de Triton-100X, 25 pmol de cada
iniciador, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 80 a 100 ng de DNA da amostra.
Agua ultrapura foi adicionada na quantidade suficiente para completar o volume
final da reacdo (Anexo 1).

Em cada ciclo de reacdes foi adicionado uma amostra de DNA de T.
gondii de cepa referéncia e uma amostra sem DNA (agua ultrapura) para
atuarem como controles da reagéao.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de 5
minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de amplificacéo, cada ciclo consistindo por
uma temperatura de 94°C por 1 minuto para desnaturagédo, 58°C por 1 minuto
para a hibridizacdo e 2 minutos e 30 segundos a 74°C para a extensdo. Na
altima etapa foi programado um ciclo de 5 minutos a 72°C para a extensao final

seguido de manutencéao a 4°C até retirada das amostras.

2.4.2.2. Regiao ITS1

Em comparacao a outros organismos, a regido ITS1 de T. gondii mostra
alto grau de conservacdo, demonstrando pouca variabilidade entre cepas do
parasito. Homan et al. (1997) ao compararem as sequéncias de ITS1 de 20
isolados de T. gondii identificaram 100% de similaridade entre todas as

linhagens. Comparado a regido ITS1 de N. caninum ocorre uma divergéncia de
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22% dos nucleotideos, o que providencia um bom marcador molecular na
distincao entre T. gondii e N. caninum (Homan et al., 1997; Gondim et al.,2004).

Para obtencao da amplificacdo de DNA da regido ITS1 de T. gondii foram
utilizados os iniciadores ITS5 5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3 e ITS2
5'GCTGCGTTCTTCATCGATGC3' descritos por White et al. (1990). Para a
realizacdo da PCR foi utilizado protocolo demonstrado por Gondim et al. (2004)
com algumas adaptacoes.

O volume final de cada reacédo de amplificacéo foi de 50 pL. Cada solucao
continha 5,0 pL de tampao DNA polimerase 10X (100mM Tris—HCI pH 8.3,
500mM KCI), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,1% de Triton-100X, 30 pmol
de cada iniciador, 1,25 U de Taqg DNA polimerase e 80 a 100 ng de DNA da
amostra. Agua ultrapura foi adicionada na quantidade suficiente para completar
o volume final da reagdo. Em cada reagéo foi inclusa amostra contendo DNA de
T. gondii e amostra sem DNA (adgua ultrapura) para atuarem como controles da
reacao.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de 5
minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de amplificacéo, cada ciclo consistindo por
uma temperatura de 94°C por 20 segundos para desnaturacéo, 57°C durante 45
segundos para a hibridizag&o e 74°C por 45 segundos para a extensao do DNA.
Na ultima etapa foi programado um ciclo de 2 minutos a 72°C para a extenséo

final seguido de manutencéo a 4°C até retirada das amostras.

3. RESULTADOS

3.1. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Pela técnica de imunofluorescéncia indireta foi detectada a presenca de
anticorpos anti-T. gondii, com titulo > 16, em 61,5% das capivaras analisadas
(16/26). Desse total, 56,25% (9/16) sdo machos e 43,75% (7/16) sdo fémeas
(Figura 3). Acima da titulacdo 32 foi detectada a prevaléncia de 34,6% animais
infectados (9/26), sendo desse total 4 machos e 5 fémeas.

Considerando a titulacdo, sete capivaras apresentaram titulo 64, trés
apresentaram titulo 128 e 256 e uma capivara apresentou titulagdo de 512
(Figura 2).
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Figura 2 - Percentual de capivaras do Parque Tingli, Curitiba, PR, reagentes na deteccao
de anticorpos IgG anti-T. gondii pela técnica de imunofluorescéncia indireta e titulacdo

correspondente.

= MACHOS (%)
m FEMEAS (%)

Figura 3 - Percentual de capivaras do Parque Tingui, Curitiba, PR, reagentes na
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii pela técnica de imunofluorescéncia
indireta de acordo com o sexo (titulagédo = 16).
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3.2. REA(;AO EM CADEIA DA POLIMERASE

A PCR para amplificacédo de fragmento do gene B1 identificou a presenca
de DNA de T. gondii em duas das capivaras analisadas (2/26). Esse resultado
representa uma prevaléncia de infeccdo por T. gondii de 7,7%. Os animais
positivos foram o numero 33 macho e 31 fémea. Na capivara 33 macho foi
identificado DNA de T. gondii no figado, ja a capivara 31 fémea foi positiva no
figado e no sangue (Figura 4).

Na pesquisa da sequéncia de ITS1 foram identificados trés animais
positivos (11,5%). Para ITS1 foram identificados como positivos as capivaras 36
macho, 30 fémea e 31 fémea (Figura 5). No animal 36 macho, foi obtido
amplificacdo de fragmento da regido ITS1 no coracdo. Ja nos animais 30 fémea
e 31 fémea houve amplificacao de sequéncia de ITS1 no figado.

Houve concordancia parcial entre os resultados obtidos para a pesquisa
do gene B1 e da regido ITS1. Considerando a positividade nas duas reacoes
houve encontro de DNA de T. gondii em apenas uma capivara, 0 que representa
a prevaléncia de infeccéo de 3,8% (1/26). Tendo como critério de positividade a
deteccdo de DNA de T. gondii em pelo menos uma das reacdes a prevaléncia de
infeccdo encontrada foi de 15,4% (4/26) (Tabela 2).

Todos os animais positivos para T. gondii na reacdo de PCR
apresentaram sororreatividade para o parasito na reacdo de imunofluorescéncia
indireta. As capivaras 33 macho e 31 fémea, positivas na PCR do gene B1,
apresentaram titulagcdo de 1:64 e 1:512 respectivamente. Os animais 36 macho
e 30 fémea, positivos na PCR de ITS1, apresentaram, respectivamente,
sororreatividade com titulo de 1:16 e de 1:256. A capivara 31 fémea foi
diagnosticada positiva para T. gondii na PCR do gene B1 e também da regido
ITS1.
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR
obtidos pela amplificacdo de fragmento do gene B1 de T. gondii. (1)
Marcador molecular 100pb Sigma'"; (2) Cepa de referéncia RH de T. gondii
— controle positivo; (3) Controle negativo; (4) Amostra de DNA de figado da
capivara 33M apresentando amplificacdo de fragmento do gene B1. (5)
Presenca de produto de amplificagdo correspondendo a capivara 31 fémea
(figado); (6) Amostra negativa: linfonodo da capivara 36M; (7) Presenca de
produto de amplificacdo correspondendo a capivara 31 fémea (sangue);
Tamanho do fragmento de amplificacao esperado: 155pb.

Tabela 2: Relacdo de tecidos e total de capivaras positivas para as duas seqiéncias alvo do DNA de T.
gondii utilizados nessa pesquisa (gene Bl e ITS1). Prevaléncia de infec¢do considerando cada um dos
testes, ambos os testes ou o0s dois testes associados.

Regido alvo Tecidos analisados (PCR positivo/ total) Numero de
Sangue Figado Baco Coracdo Linfonodos animais
positivos
(percentual)
Gene B1 1/26 2/26 0/26 0/26 0/26 2126 (7,7%)
ITS1 0/26 2/26 0/26 1/26 0/26 3/26 (11,5%)
BlelITS1 0/26 1/26 0/26 0/26 0/26 1/26 (3,8%)

BloulITS1 1/26 3/26 0/26 1/26 0/26 4/26 (15,4%)




Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR
obtidos pela amplificacdo da regido ITS1 de T. gondii utilizando os
iniciadores ITS2 e ITS5. (1) Marcador molecular 100pb Sigma™; (2)
Cepa de referéncia RH de T. gondii — controle positivo; (3) Controle
negativo; (4) Amostra de DNA de coracdo da capivara 36M
apresentando amplificacdo da regido ITS1; (5) Presenca de produto
de amplificagdo correspondendo a capivara 30 fémea (figado); (6)
Presenca de produto de amplificagdo correspondendo a capivara 31
fémea (figado); (7) branco.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1,6% de produtos de PCR obtidos pela amplificacdo da
regido ITS1 de N. caninum (A) e de T. gondii (B) utilizando os iniciadores ITS2 e ITS5. (1) e (10)
Marcador molecular 100pb Sigma™; (2) Cepa de referéncia Nc-1 de N. caninum — controle positivo;
(3) Controle negativo; 4) Capivara 38 fémea (figado); (5) Capivara 26 fémea (coragdo); (6) e (7)
Capivara 34 macho (linfonodo e coracdo respectivamente); (8) Capivara 28 fémea (figado); (9)
Capivara 29 fémea (sangue); (11) Cepa de referéncia RH de T. gondii — controle positivo; (12)
Controle negativo; (13) Capivara 36M (coragdo); (14) Capivara 30 fémea (figado); (15) Capivara 31
fémea (figado).
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3.3. CO-INFECCAO DE Toxoplasma gondii e Neospora caninum EM
CAPIVARAS

A prevaléncia de co-infecgcdo por T. gondii e N. caninum nas capivaras
analisadas no presente estudo foi de 15,4% (4/26). Essa prevaléncia de co-
infeccdo foi adotada considerando o resultado da anélise sorolégica e da analise
molecular dos parasitos (Tabela 3). Desse total, apenas um animal apresentou
DNA de T. gondii e de N. caninum nos tecidos analisados (1/26), o que

representa uma prevaléncia de 3,8% das capivaras pesquisadas.

25 4
20 4
16 (61,5%)
15 4
10 A
6 (23%)
5 - 4 (15 4%) 4 (15 4%)
1(3,8%)
0 r . .
IFI GeneB1 +ITS1 Nc5 + ITS1 IFl+ PCR PCR
T. gondii N. caninum T. gondii + N. caninum

Figura 7 - Prevaléncia de infecc@o de T. gondii (imunofluorescéncia indireta e PCR
de gene B1 e ITS1), de N. caninum (PCR de regido Nc5 e ITS1) e da co-infeccao por
T. gondii e N. caninum em capivaras, Parque Tingui, Curitiba, Parana. No eixo das
ordenadas: nimero total de animais pesquisados.
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Tabela 3 - Resultados da pesquisa sorolégica (IFI) e molecular (PCR) de T. gondii e de N. caninum nas
capivaras do Parque Tingui, Curitiba, Parana. Prevaléncia de infeccao para cada umas das técnicas utilizadas
e resultados da co-infec¢éo T. gondii / N. caninum.

Capivara T. gondii N. caninum T. gondii + N. caninum
IFI Gene ITS1 Nc5 ITS1 IFl e PCR
Bl PCR
26F N N N N P N N
26M P N N N N N N
27F P N N N N N N
28F P N N N P P N
28M N N N N N N N
29F P N N N P P N
30F P N P N N N N
30M P N N N N N N
31F P P P N N N N
32F N N N N N N N
32M P N N N N N N
33F N N N N N N N
33M P P N N N N N
34F P N N N N N N
34M P N N P P P N
35F N N N N N N N
35M P N N N N N N
36F N N N N N N N
36M P N P P N P P
37F P N N N N N N
37M P N N N N N N
38F N N N P P N N
38M P N N N N N N
39F N N N N N N N
39M N N N N N N N
40F N N N N N N N
TOTAL (%) 16 (61,5%) 2(7,7%) 3(11,5%) 3(11,5%) 5 (19,2%) 4 (15,4%) 1 (3,8%)

P: POSITIVO; N: NEGATIVO; M: MACHO; F: FEMEA
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4. DISCUSSAO

Nesse estudo é relatada a primeira descricdo de infeccédo por T. gondii e
de co-infec¢do por T. gondii e N. caninum em capivaras do Estado do Parana.
Na reacao de imunofluorescéncia indireta foi verificado que 61,5% dos animais
analisados apresentavam imunoglobulinas do tipo G contra antigenos de T.
gondii. Ndo houve variacao significativa entre machos e fémeas infectados. Sao
poucos os estudos relacionados a infeccdo de T. gondii em capivaras. Em
pesquisa conduzida no Estado de Sao Paulo, Brasil, Cafion-Franco et al. (2003)
verificaram a presenca de anticorpos anti-T. gondii em 69,8% das capivaras
analisadas. Também no Estado de Sao Paulo, Yai et al. (2008) verificaram uma
prevaléncia de infeccéo de T. gondii em 76,6% das capivaras.

A elevada prevaléncia de infec¢cao por T. gondii encontrada no presente
estudo e nas capivaras do Estado de Sao Paulo demonstra uma grande
dispersdo desse parasito na populacéo de capivaras. Como esses animais estao
amplamente distribuidos na Ameérica do Sul e sul da América Central € possivel
inferir que a capivara possui importante papel no ciclo de T. gondii nessas
regides.

Considerando os héabitos desse animal é possivel atribuir determinados
fatores que podem contribuir para a elevada prevaléncia de infeccdo encontrada
nesses roedores. As capivaras sao animais de habitos gregarios e apresentam
comportamento semelhante dentro de um grupo, portanto estariam sujeitas as
mesmas fontes de infeccdo. Sao herbivoros, vivem em areas de capéo de mata,
proximo a florestas e possuem habitos semi-aquaticos. Todas essas sao
condi¢cbes ideais para disseminacdo e resisténcia dos oocistos, o que leva a
acreditar que esses animais apresentam elevada exposicdo a esse estagio
infectante de T. gondii. A ingestdo de oocistos esporulados na agua e nas
forragens deve ser a principal fonte de infeccdo para as capivaras.

A contaminacdo do ambiente com oocistos de T. gondii pode ocorrer pela
eliminacao de fezes contaminadas tanto de gatos quanto de felideos selvagens.
Sob condic¢des ideais 0s oocistos podem tornar-se infectantes entre 1 a 5 dias
(Jackson e Hutchison, 1989). Os oocistos esporulados sdo muito resistentes no
ambiente e podem continuar infectantes até 54 meses (Dubey, 1998). Como séo

impermeaveis, devido a parede do oocisto, acabam sendo muito resistentes a
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desinfetantes e podem sobreviver por longos periodos na agua (Dubey e Beattie,
1988; Tenter et al., 2000).

Além de ser uma possivel fonte de proteina para 0 homem, a capivara
também pode ser predada na natureza por canideos e felideos selvagens. Por
isso, pode ser uma fonte de infec¢do para esses animais. A infec¢do de felideos
selvagens pode ter particular importancia na disseminacdo de T. gondii no
ambiente selvatico, ja que esses animais podem eliminar oocistos nas fezes e
contaminar o meio. A aproximacdo do homem ao ambiente de mata, ou mesmo
a introducdo da capivara no ambiente rural ou urbano, aproxima o gato
doméstico a esses roedores. Colaborando também dessa forma para o
fechamento do ciclo de transmisséo de T. gondii.

Outra possibilidade de transmissao de T. gondii entre as capivaras seria a
via transplacentaria. Como esses animais apresentam alta prolificidade, esse
mecanismo de infeccdo poderia também explicar a elevada prevaléncia do
parasito nessa populacdo. Na reacdo de PCR para fragmento de gene B1 foi
encontrado DNA de T. gondii na circulacdo sangtinea e no figado da capivara
31 fémea, que apresentou o maior titulo na reacéo de IFI (1:512). A presenca de
infeccdo aguda de T. gondii e parasitemia estd associada a transmissao
transplacentéaria em outros animais, inclusive roedores, e no homem (Remington
e Desmonts, 1990; Owen e Trees, 1998; Ebbesen, 2000; Marshall et al., 2004).

A prevaléncia de co-infec¢cdo por T. gondii e N. caninum encontrada no
presente estudo indica que as capivaras estdo expostas a infec¢cdo por ambos
0s parasitos. O comportamento, dieta e habitat desses animais 0os submetem ao
mesmo risco de infec¢do tanto por T. gondii quanto por N. caninum. Sendo que a
prevaléncia de infeccdo pode variar conforme o nivel de contaminacdo do
ambiente pelos oocistos de cada um dos parasitos. O valor de co-infec¢cdo pode
estar subestimado se considerarmos a realizacdo de analise sorologica apenas
para T. gondii.

Na reacdo de PCR, considerando as duas regides alvo (gene B1 e regido
ITS1), foi observado presenca de DNA de T. gondii nos tecidos de 15,4% das
capivaras. As reacdes apresentaram positividade no coracéo, figado e sangue
dos animais pesquisados.

A discrepancia observada entre os resultados sorologicos e os de

pesquisa de DNA pode estar relacionada ao fato de na maioria dos animais
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terem sido analisados apenas o figado e o sangue. Como o fragmento de figado
era pequeno e como nem todos 0s animais apresentariam parasitemia, era
esperado que a pesquisa de anticorpos representasse um diagnoéstico de maior
sensibilidade.

Todas as capivaras positivas na reagdo de PCR apresentaram sorologia
também positiva para T. gondii, confirmando indiretamente a especificidade do
diagnéstico molecular. Apesar disto, animais negativos na sorologia poderiam
estar infectados pelo parasito, sendo uma das razdes para tanto o fato de termos
pesquisado apenas a imunoglobulina tipo G. Recentemente, Yai et al. (2008)
isolaram formas parasitarias viaveis de T. gondii de 90% das capivaras
analisadas, independentemente do titulo de anticorpos e da positividade
sorologica, ja que na reacdo de IFI encontram 76,6% dos animais com
anticorpos anti-T. gondii.

Assim como no Estado de S&o Paulo, foi encontrada uma elevada
soroprevaléncia de infec¢éo por T. gondii em capivaras do Estado do Parana. E
provavel que esse protozoario apresente elevada dispersdo em capivaras
distribuidas em toda a América do Sul. Os habitos da capivara e a sua posi¢cao
na cadeia alimentar sdo fatores que podem incumbir a esse animal grande
importancia no ciclo de T. gondii nessa regido do continente. A carne da
capivara pode ser uma fonte de infeccédo para o homem, sendo importante incluir
essa espécie animal em inquéritos epidemiolégicos quando da ocorréncia de

casos de toxoplasmose.
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5. CONCLUSOES

Essa foi a primeira pesquisa sobre a infeccdo de T. gondii em capivaras
conduzida no Estado do Parana. A presenca do parasito foi confirmada pela
pesquisa de IgG anti-T. gondii e pela deteccdo do DNA do protozoario, tendo

como alvo da PCR duas seqiéncias de seu genoma.

A soroprevaléncia de imunoglobulinas G anti-T. gondii, detectadas pelo
método de imunofluorescéncia indireta, foi de 61,5% e ndo houve variacdo
significativa entre machos e fémeas. Elevada soroprevaléncia também foi obtida
por Cafion-Franco et al. (2003) e Yai et al. (2008) em pesquisas conduzidas no

Estado de Sao Paulo.

Amplificagcbes do DNA do parasito foram obtidas no sangue, figado e
coracao. Na analise de fragmento do gene B1 foi verificado a prevaléncia de
infeccéo de 7,7% (2/26). Para a regido ITS1 foram considerados positivos 11,5%
das capivaras (3/26). A prevaléncia de infeccdo considerando positividade em
ambos os testes foi de 3,8% (1/26). JA a prevaléncia considerando como
positivos 0s animais que apresentaram produtos de amplificacdo para Nc5 ou
ITS1 foi de 15,4% (4/26).

Foi encontrada ampla disseminacdo de T. gondii nos tecidos das
capivaras, inclusive no sangue. Esse achado reforca a possibilidade da capivara
ser um hospedeiro intermediario natural de T. gondii.



129

6. PERSPECTIVAS

Existe a possibilidade de transmissao vertical entre capivaras. Os casos
de abortos observados em capivaras do Parque Tingli podem estar
relacionados a toxoplasmose. Para confirmar essa possibilidade € necessario
pesquisa dos fetos abortados, fluidos e tecidos placentarios na tentativa de
identificar e isolar T. gondii.

A capivara pode ter importante papel na dispersdo e manutencéo de T.
gondii no ambiente selvatico da América do Sul, onde se encontram amplamente
distribuidas. Mais estudos com capivaras de outras areas e caracterizacao de
isolados de T. gondii desses animais serdo importantes no esclarecimento de

sua importancia epidemiologica na toxoplasmose e no ciclo de vida do parasito.

A capivara pode representar uma potencial fonte de infec¢éo de T. gondii
para canideos, felideos selvagens e para o homem. Estudos posteriores visando
o isolamento do parasito, a caracterizagcdo da cepa isolada e testes de
infectividade s@o necessarios para confirmar a hipétese aventada no presente
estudo.
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Tabela 4 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
fragmento do gene B1 do DNA de T. gondii.

Componente Concentragao de Concentragao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura gsp 29,75 pL
Tampéao 10 X 1X 5,0 uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 1,5 pL
dNTPs 5mM 0,2 mM 2,0 uL
Iniciador senso 50 pmol/ pL 25 pmol 0,5 uL
Iniciador antisenso 50 pmol/ pL 25 pmol 0,5 uL
Triton-100X 10% 0,1% 0,5puL
Taq DNA 5 U/uL 1,25 U 0,25 uL
polimerase
DNA 8 ng/uL 80 a 100 ng 10 pL
Total 50 pL
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CAPITULO V:
ANALISE DA CONDICAO SANITARIA DAS CAPIVARAS
(Hydrochaeris hydrochaeris LINNAEUS, 1766) DO
PARQUE TINGUI, CURITIBA, PARANA
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Resumo

O crescimento da populacdo de capivaras é favorecido por acées do homem
sobre o meio ambiente. Existe no Parque Tingui, cidade de Curitiba, Estado do
Parana condicbes que favorecem o aumento exponencial da populacdo desses
animais. Esse fato, aliado a proximidade com animais domésticos e o homem,
pode possibilitar a transmissdo de patdgenos que utilizam a capivara como
reservatorio ou hospedeiro. Com o objetivo de determinar os riscos que esses
roedores representam para a saude publica, foi investigado no presente estudo a
sua condicdo sanitéria. Para tanto, vinte e seis capivaras foram capturadas e
avaliadas para infeccdo por esporozoarios, tripanossomatideos e riquétsias.
Paralelamente, foram coletadas amostras de fezes (n=53) e trés animais foram
necropsiados para avaliacdo da fauna parasitaria gastrintestinal. As amostras
investigadas na pesquisa de esporozoarios, tripanossomatideos e riquétsias
foram: sangue total, soro, figado, baco, coracdo e linfonodos. O diagndstico de
esporozoarios foi realizado pelas técnicas de imunofluorescéncia (IFl) e reacao
em cadeia da polimerase (PCR); de tripanossomatideos pelas técnicas de IFlI,
PCR, cultivo in vivo, in vitro, microhemataocrito, esfregaco por distensdo delgada
e gota espessa; e de riquétsias pela técnica de PCR. A fauna parasitaria
gastrintestinal foi avaliada por exames coproparasitolégicos e pela analise direta
em necropsia. Foi verificado que as capivaras do parque Tingui apresentam
infeccdo pelos parasitos: Protozoophaga obesa, Strongyloides chapini,
estrongilideos, Capillaria hydrochoeri, Trichuris sp, Eimeria spp, Fasciola
hepatica, Monoecocestus spp, ascarideos e sarcocistideos, Toxoplasma gondii e
Neospora caninum. Foram obtidos resultados negativos para a infec¢cao por
Trypanosoma spp., Leishmania spp., Rickettsia spp., Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. Desses, os parasitos que podem eventualmente infectar o
homem sdo F. hepatica e T. gondii e aqueles que podem infectar animais
domésticos sdo F. hepatica, N. caninum e T. gondii. Esses resultados
demonstram que as capivaras do Parque Tingui representam um risco minimo
para a saude do homem e outros animais que habitam a area, e que possuem
contato proximo com esses roedores. Contudo, estudos de monitoramento sdo
necessarios para prevenir futuros surtos de zoonoses.

PALAVRAS-CHAVE: tripanossomatideos, esporozoarios, riquétsias, parasitos
gastrintestinais, capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), epidemiologia, zoonose.
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Abstract

The growth of the capybaras’ population is favored by the action of the man on
the environment. It exists in the Tingui Park, city of Curitiba, Parana State
conditions that favor the increase of the population of these animals. This fact,
ally to the proximity with domestic animals and the man, can make possible the
transmission of parasites that use the capybara as a reservoir or host. To
determine the risks that these rodents represent for the public health, its sanitary
condition was investigated. Twenty and six capybaras were captured and
evaluated for infection by sporozoan, trypanosomatids and rickettsial pathogens.
Also, the gastrointestinal parasitic fauna were analysed by four different
coproparasitologic techniques and necropsy. The samples analysed to diagnose
the infection by sporozoan, trypanosomatids and rickettsiae were: blood, serum,
liver, spleen, heart and lymph nodes. The diagnose of sporozoa was assessed
using the indirect immunofluorescent antibody test (IFAT) and polimerase chain
reaction (PCR); trypanosomatids by IFAT, PCR, in vivo and in vitro culture,
microhematocrit centrifuge technique, blood smear; and rickettsial pathogens by
PCR. The capybaras evaluated in the present study were infected by:
Strongyloides chapini, Strongyloidea, Protozoophaga obesa, Capillaria
hydrochoeri, Trichuris sp., Ascaroidea, Fasciola hepatica, Monoecocestus spp.,
Eimeria spp., Sarcocystidae, Toxoplasma gondii and Neospora caninum. And
resulted negative for the infection by Trypanosoma spp., Leishmania spp.,
Rickettsia spp., Giardia spp. and Cryptosporidium spp. Of these, the parasites
that can eventually infect the man are F. hepatica and T. gondii and those that
can infect domestic animals are F. hepatica, N. caninum and T. gondii. These
results demonstrate that capybaras of the Tingui Park represents a minimum risk
for the health of the man and other animals that inhabit the area. However, future
studies are necessary to prevent zoonosis outbreaks.

Keywords: trypanosomatids, sporozoan, rickettsial, gastrointestinal parasites
capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris), epidemiology, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

O crescimento exponencial da populagéo de capivaras do Parque Tingii
tem sido razdo de preocupacdo das autoridades responsaveis e da populacéo
da cidade de Curitiba, especialmente aquela que procura o parque na busca de
lazer e entretenimento. As principais questdes levantadas sao relacionadas ao
impacto para a saude publica, & poluicdo do ambiente com os dejetos das
capivaras e a propria conservacao e bem-estar desses animais. O Parque Tinguii
esta localizado em area domiciliar da cidade de Curitiba, onde vivem e transitam
milhares de pessoas. A proximidade desses roedores ao ambiente urbano é
cada vez maior e a adocdo de providéncias para evitar danos ao ambiente, ao
homem, aos animais domésticos e a capivara mostra-se cada vez mais
necessarias.

Um dos principais focos de atencdo e preocupacdo da sociedade é
mesmo com relacdo a possibilidade da transmissdo de patdégenos desses
animais para o homem. A capivara € um reservatorio de riquétsias, entre elas
Rickettsia rickettsii que causa a febre maculosa, de Leptospira interrogans, que
pode infectar o homem e o0s animais domésticos e de producdo, e de
Trypanosoma evansi que causa 0 “mal-das-cadeiras” principalmente em
equideos (Muiioz e Chavez, 2001; Labruna et al., 2002; Vasconcelos, 2002).
Esses roedores podem ainda albergar outros parasitos que podem causar
zoonoses, como: Fasciola hepatica, Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp.
(Rocco e Luz, 2002; Reginatto et al., 2008; El-Kouba et al., 2008).

A situacéo presente no Parque Tingui pode propiciar a transmissao de
patdgenos entre as capivaras e o homem, e também entre os animais
domeésticos. As condi¢cdes epidemioldgicas estdo presentes e sdo favoraveis
para a transmissdo de parasitos. A elevada concentracdo desses roedores, 0
transito continuo de pessoas que visitam o0 parque, a presenca de animais
domeésticos e o estreito contato entre essas populacdes sdo todos pontos criticos
na possibilidade de surtos de doencas. Talvez seja um fator agravante o fato das
capivaras utilizarem a agua da lagoa e das proximidades do parque, ja que
posteriormente, sendo drenada para o rio Barigli, essa agua ir4 abastecer os
pontos de tratamento da Sanepar e abastecer a cidade. O risco seria a
transmissdo de patdgenos veiculados pela 4gua, como coliformes fecais, Giardia

duodenalis e Cryptosporidium spp.
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Visando a mensuracdo do risco que a superpopulacdo de capivaras do
parque Tingli representa para a saude publica buscou-se determinar a condicao
sanitaria desses animais. Para tanto, foi investigada a fauna parasitaria
gastrintestinal (Capitulo 1l), a ocorréncia de infeccdo por esporozoarios (Capitulo
[l e IV), tripanossomatideos e riquétsias (Capitulo V).

Nesse capitulo sera feita uma breve apresentacéo e discussao geral dos

resultados obtidos nessa pesquisa.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS:
- Realizar exames sorolégicos, moleculares e parasitolégicos para
deteccdo de Leishmania spp. e verificar, de forma direta e indireta, a presenca

do parasito em capivaras;

- Realizar exames moleculares e parasitolégicos para deteccdo de
Trypanosoma spp., e verificar, de forma direta, a presenca do parasito em

capivaras;

- Realizar exames moleculares e parasitologicos para deteccdo de
Rickettsia spp., e verificar a presenca da bactéria em capivaras residentes na

cidade de Curitiba, Estado do Parana;

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
- Definir a possibilidade das capivaras localizadas no Parque Tingui,
Curitiba-PR, atuarem como reservatérios de tripanossomatideos e riquétsias;

- Determinar se as capivaras localizadas no Parque Tingui representam
riscos a saude publica & medida que ocorre o crescimento descontrolado de sua

populacao;

- Adotar meétodos direcionados para o controle da populacdo de

capivaras e medidas de prevencdo quanto a possivel ocorréncia de zoonoses.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AREA GEOGRAFICA E POPULAGAO DE ESTUDO
Os dados referentes a area geografica e a populacdo de estudo estédo

descritos no Capitulo Il1, item 3.1.

3.2. AMOSTRAGEM

3.2.1. Contencé&o quimica
A metodologia utilizada para a contencédo das capivaras foi anteriormente

descrita no Capitulo IlI, item 3.2.

3.2.2. Coleta das amostras

A coleta das amostras de sangue, figado, baco, linfonodos e coracéao foi
realizada conforme descrito no Capitulo IlI, item 3.4, subitens 3.4.1, 3.4.2 e
3.4.3.

3.2.2.1. Pele e sangue periférico

Amostras de pele do apice da orelha foram obtidas por biopsia excisional.
A pele foi depilada, higienizada com agua e sab&o e para anti-sepsia foi utilizado
alcool 70GL. Para a biopsia foram utilizados pinca hemostatica de Kelly, bisturi
e pinca dente-de-rato.

Os fragmentos de pele mediram aproximadamente 1 cm x 2 cm e foram
preservados em tubos individuais contendo solucédo de NaCl 0,9% estéril, a  6-
8°C até encaminhamento ao laboratorio, onde foram processadas e
armazenadas. Sangue periférico foi obtido no &pice da orelha com uso de capilar
de microhematdcrito. Apds a coleta dessa amostra, foi realizada hemostasia com

termocautério na orelha incisionada (Figura 1).
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Figura 1 - Demonstracdo do método de coleta da pele da orelha (A) e do sangue
periférico (B) em capivara contida quimicamente. Foto: Professor Rogério Ribas Lange,
2008.

3.3. ANALISE SOROLOGICA

Foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia indireta para a detecgéo de
anticorpos anti-Leishmania spp. no soro das capivaras pesquisadas. O antigeno
utilizado foi a forma promastigota de Leishmania braziliensis, na concentragao
de 500 células em cada area de reagdo. Os soros foram diluidos a partir de 1:20,
com fator 2 de diluigdo (1:20; 1:40, 1:80 e assim por diante). O conjugado anti-
capivara IgG foi adquirido da Secretaria Municipal de Saude do Estado de Sao
Paulo. Para uso na reacao de IFIl, o conjugado foi diluido 200 vezes em PBS
contendo 4% de Azul de Evans. A técnica foi executada conforme descrito no
Capitulo 1V, item 2, subitem 2.3.

Foram consideradas positivas as reagbfes que apresentavam
fluorescéncia em toda a superficie de L. braziliensis. A maior diluicdo do soro em
gue essa reacao ainda se mostrava presente determinava o titulo de reacdo de
cada amostra. Em cada lamina foram acrescentados soros controles positivos e

negativos, para serem usados como controle da reacgéo e da leitura da lamina.

3.4. ANALISE MOLECULAR

3.4.1. Extracdo do DNA

As amostras de DNA utilizadas nesse estudo foram obtidas pela aplicacéo
de trés diferentes técnicas de extracdo, conforme previamente descrito no
Capitulo 11, item 3.5.1, subitens 3.5.1.1, 3.5.1.2 ¢ 3.5.1.3.
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3.4.2. Reacao em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase foi utilizada como método de
diagndstico molecular para os seguintes parasitos: Trypanosoma cruzi, T.
rangeli, Leishmania amazonensis, L. braziliensis e Rickettsia spp. Foram
utilizadas, para tanto, as amostras de DNA de sangue total, figado, coracéo,
baco e linfonodos. Nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 estdo resumidas as informagdes

sobre os protocolos utilizados para cada PCR.

Tabela 1 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
fragmento do DNA de T. cruzi (Kirchhoff et al., 1996).

Componente Concentragao de Concentragao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura gsp 13 uL
Tampéo 10 X 1X 2,5uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75 pL
dNTPs 5 mM 0,2 mM 1,0 uL
TCZ1 20 pmol/ pL 25 pmol 1,25 uL
TCZ2 20 pmol/ pL 25 pmol 1,25 uL
Gelatina 2% 0,01% 0,125 pL
Taq DNA polimerase 5 U/uL 0,625 U 0,125 pL
DNA 8 ng/uL 40 a 50 ng 5uL
Total 25 L

Em cada ciclo de reacdes foi adicionado uma amostra de DNA de T. cruzi
de cepa referéncia e uma amostra sem DNA (dgua ultrapura) para atuarem
como controles da reacéo.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de 5
minutos a 94°C, seguido de 33 ciclos de amplificacéo, cada ciclo consistindo por
uma temperatura de 95°C por 1 minuto para desnaturagédo, 65°C por 1 minuto
para a hibridizacdo e 1 minuto a 72°C para a extensdo. Na Ultima etapa foi
programado um ciclo de 5 minutos a 72°C para a extensao final seguido de

manutencao a 4°C até retirada das amostras.
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Tabela 2 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
fragmento do DNA de T. rangeli (Vargas et al., 2000).

Componente Concentragao de Concentragao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura asp 14,9 puL
Tampéo 10 X 1X 2,5uL
MgCl, 50 mM 1,0 mM 0,5 uL
dNTPs 5 mM 0,1 mM 0,5uL
R1 20 pmol/ pL 12,5 pmol 0,625 pL
R2 20 pmol/ pL 12,5 pmol 0,625 pL
Gelatina 2% 0,01% 0,125 pL
Taqg DNA polimerase 5 U/uL 10U 0,2 puL
DNA 8 ng/puL 40 a 50 ng SuL
Total 25 L

Em cada ciclo de reacbes foi adicionado uma amostra de DNA de
T. rangeli de cepa referéncia e uma amostra sem DNA (agua ultrapura) para
atuarem como controles da reagéao.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de 5
minutos a 94°C, seguido de 33 ciclos de amplificacéo, cada ciclo consistindo por
uma temperatura de 95°C por 1 minuto para desnaturagédo, 65°C por 1 minuto
para a hibridizacdo e 1 minuto a 72°C para a extensdo. Na Ultima etapa foi
programado um ciclo de 5 minutos a 72°C para a extensao final seguido de

manutencao a 4°C até retirada das amostras.
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Tabela 3 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
fragmento do DNA de L. amazonensis (Mimori et al., 1998).

Componente Concentragao de Concentragao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura gsp 13,55 uL
Tampéo 10 X 1X 2,5uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75 pL
dNTPs 5 mM 0,2 mM 1,0 uL
al 25 pmol/ pL 25 pmol 1,0 uL
a2 25 pmol/ pL 25 pmol 1,0 pL
Taq DNA polimerase 5 U/uL 10U 0,2 uL
DNA 8 ng/uL 40 a 50 ng 5uL
Total 25 L

Em cada ciclo de reacbes foi adicionado uma amostra de DNA de
L. amazonensis de cepa referéncia e uma amostra sem DNA (agua ultrapura)
para atuarem como controles da reacao.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de
5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo, cada ciclo consistindo
por uma temperatura de 95°C por 30 segundos para desnaturacédo, 55°C por 1
minuto e 30 segundos para a hibridizacdo e 1 minuto e 30 segundos a 72°C para
a extensdo. Na ultima etapa foi programado um ciclo de 10 minutos a 72°C para
a extensdo final seguido de manutencgéo a 4°C até retirada das amostras.
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Tabela 4 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
fragmento do DNA de L. braziliensis (Mimori et al., 1998).

Componente Concentragao de Concentragao na Volume na

uso reacao reacao

Agua ultrapura asp 10,5 pL
Tampéo 10 X 1X 2,5uL

MgCl, 50 mM 1,5mM 0,75 uL
dNTPs 5 mM 0,2 mM 1,0 uL

Bl 10 pmol/ pL 25 pmol 2,5uL

B2 10 pmol/ pL 25 pmol 2,5uL

Taqg DNA polimerase 5 U/uL 125U 0,25 pL
DNA 8 ng/uL 40 a 50 ng 5uL
Total 25 L

Em cada ciclo de reacbes foi adicionado uma amostra de DNA de
L. braziliensis de cepa referéncia e uma amostra sem DNA (agua ultrapura) para
atuarem como controles da reagéo.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de
5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo, cada ciclo consistindo
por uma temperatura de 95°C por 30 segundos para desnaturacéo, 67°C por 1
minuto para a hibridizacdo e 1 minuto a 72°C para a extensdo. Na Ultima etapa
foi programado um ciclo de 10 minutos a 72°C para a extenséo final seguido de

manutencao a 4°C até retirada das amostras.
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Tabela 5 - Solucdo de amplificacdo da PCR e componentes utilizados para amplificacdo de
fragmento do gene gltA de Rickettsia spp. (Labruna et al., 2004).

Componente Concentragao de Concentragao na Volume na
uso reacao reacao
Agua ultrapura gsp 14,95 uL
Tampéo 10 X 1X 2,5uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75 pL
dNTPs 5 mM 0,2 mM 1,0 uL
CsS 78 100 pmol/ pL 20 pmol 0,2 uL
CS 323 100 pmol/ pL 20 pmol 0,2 uL
Taq DNA polimerase 5 U/uL 20U 0,4 uL
DNA 8 ng/uL 40 a 50 ng 5uL
Total 25 L

Em cada ciclo de reacbes foi adicionado uma amostra de DNA de
Rickettsia sp. de cepa referéncia e uma amostra sem DNA (agua ultrapura) para
atuarem como controles da reacéo.

O termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial de
3 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificagéo, cada ciclo consistindo
por uma temperatura de 95°C por 15 segundos para desnaturacao, 48°C por 30
segundos para a hibridizacdo e 30 segundos a 72°C para a extensao. Na ultima
etapa foi programado um ciclo de 7 minutos a 72°C para a extenséo final
seguido de manutencéo a 4°C até retirada das amostras.

3.5. GOTA-ESPESSA, MICRO-HEMATOCRITO E DISTENSAO
DELGADA DE SANGUE PERIFERICO

Amostras de sangue venoso periférico de cada capivara (n=26) foram
avaliadas de forma direta pela técnica de gota espessa, micro-hematocrito
(Murray et al., 1977; Woo, 1970) e distenséo delgada. As laminas foram coradas
pela técnica de May-Griinwald/Giemsa e a leitura realizada em todos os campos,
ao microscopio Optico com aumento de 400 vezes e de 1000 vezes (objetiva de

imersao).
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3.6. CULTIVO IN VITRO

As amostras de linfonodo (n=3), figado (n=26), bago (n=3), coracéo (n=3),
pele de orelha (n=26) e camada leucocitaria (n=26) foram cultivadas em meio
NNN (McNeal, Novy e Nicolle)), que favorece o0 crescimento de
tripanossomatideos. Os meios de cultivo foram mantidos em temperatura

ambiente e os repiques foram realizados a cada 5 dias.

3.7. CULTIVO IN VIVO

Foram utilizados camundongos fémeas “Swiss webster” (Mus musculus)
de cerca de 40 dias de idade. Esses animais foram inoculados, via
intraperitoneal, com amostras de sangue total previamente processado por
meétodos de concentracdo de tripanosomatideos e esporozoarios.

ApoGs a inoculagdo, os camundongos foram avaliados a cada trés dias
para verificagcdo de parasitemia. Tal pesquisa foi conduzida pela analise do
sangue periférico da extremidade da cauda dos camundongos. O exame foi
realizado a fresco e apos coloracao pela técnica de May-Griunwald/Giemsa, ao
microscépio optico, aumento de 400 vezes e de 1000 vezes (objetiva de

imersao).

4. RESULTADOS

4.1. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
Nao foi verificada a ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania spp. Nos

soros das capivaras pesquisadas.

4.2. REA(;AO EM CADEIA DA POLIMERASE
Todos os animais resultaram negatividade na pesquisa de DNA de T.
cruzi, T. rangeli, L. amazonensis, L. braziliensis e Rickettsia spp. As reac¢des de

PCR amplificaram somente fragmentos de DNA dos controles positivos.
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4.3. GOTA-ESPESSA, MICRO-HEMATOCRITO E DISTENSAO
DELGADA DE SANGUE PERIFERICO
N&o foram verificados parasitos na analise direta do sangue periférico dos

vinte e seis animais pesquisados.

4.4. CULTIVO IN VITRO
ApoOs seis meses de repiques nao foi observado crescimento de

tripanossomatideos em nenhuma das amostras avaliadas.

4.5. CULTIVO IN VIVO
N&o foi verificada a presenca de parasitos no sangue periférico dos
camundongos inoculados com material de sangue total das capivaras

amostradas.

5. DISCUSSAO

No presente estudo foi verificado que as capivaras do parque Tingui
apresentam infeccdo pelos parasitos gastrintestinais: Protozoophaga obesa,
Strongyloides chapini, estrongilideos, Capillaria hydrochoeri, Trichuris sp,
Eimeria spp, Fasciola hepatica, Monoecocestus spp, ascarideos e
sarcocistideos. Também foi constatado o parasitismo por Toxoplasma gondii e
Neospora caninum, e obtidos resultados negativos para a infeccdo por
Trypanosoma spp., Leishmania spp., Rickettsia spp., Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. Em estudos paralelos foi verificada a ocorréncia de
infeccdo por Leptospira interrogans (15,3%), sorovares copenhageni (15,3%),
pomona (3,8%), hardjo (3,8%) e hebdomadis (3,8%), e por Brucella spp. (15,3%)
(Joseli Catarina Schimanski e Rogério Ribas Lange, comunicacado pessoal).

Foi observado que os animais investigados possuiam uma elevada carga
parasitaria, sem, contudo, demonstrar sinais de parasitismo. Esse dado enaltece
caracteristicas da capivara como a rusticidade e resisténcia a doencas, e denota
a importancia que esse animal pode ter como reservatério de patdégenos que
podem causar doenca no homem e em animais domeésticos. Dos parasitos e
bactérias diagnosticados nos animais investigados, aqueles que podem infectar
o0 homem sao Fasciola hepatica, Toxoplasma gondii, Leptospira interrogans e

Brucella spp.
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O trematddeo Fasciola hepatica possui potencial zoonético desde que
todas as condi¢des necessarias para o seu ciclo bioldgico estejam presentes. No
ambiente de estudo nado foi encontrado o hospedeiro intermediario natural do
parasito: moluscos do género Lymnaea. Entretanto, faz-se necessario uma
pesquisa mais completa em todas as areas de aguas lénticas do parque para
obter confirmacédo segura da auséncia ou baixa infestacdo de Lymnaea spp.
nesse meio.

Foi verificada uma prevaléncia de infec¢ao por F. hepatica de 9,4%. Das
trés capivaras necropsiadas, duas estavam parasitadas pelo trematédeo
(66,6%). Entretanto, nesses dois animais foi verificada a presenca de apenas um
parasito adulto nas vias biliares extra-hepaticas. Ovos de F. hepatica foram
encontrados em trés amostras de fezes analisadas pela técnica de
sedimentacdo espontanea (2/53) e pela técnica da tamizacdo (1/53). Nessas
amostras foi verificada a ocorréncia de apenas de um a trés ovos por lamina. A
baixa carga parasitaria encontrada nas capivaras infectadas pode ser marcador
da reduzida exposicdo ambiental desses animais as metacercarias, que por sua
vez pode confirmar a baixa populacdo de hospedeiros intermediarios no
ambiente. As capivaras possuem transito livre entre os Parques Tingui, TangUa
e Barigli (Marcia Arzua, comunicacdo pessoal) o que pode indicar a
possibilidade dos animais positivos no presente estudo terem sido infectados em
outras localidades que néo o Parque Tingdii.

Contudo, ndo deixa de ser importante o potencial zoonadtico que a F.
hepatica pode representar aos funcionarios e frequentadores do Parque Tingui.
A fasciolose ainda € uma realidade nas proximidades da bacia hidrografica de
Curitiba. Estudos de dinamica populacional de Lymnaea spp. sao tao
necessarios quanto a continuidade de acdes em educacdo de saulde,
principalmente para os grupos de risco.

E improvavel que as capivaras do Parque Tingui representem uma fonte
de infec¢do de T. gondii para 0 homem. Para tanto seria necessario a ingestao
de carne crua ou mal cozida desses roedores. As pessoas que transitam o
parque nao sao expostas ao risco de toxoplasmose pelo convivio estreito com as
capivaras. Entretanto, sabe-se que esse animal é muito valorizado no sistema de
producdo devido ao seu elevado potencial zootécnico e a qualidade de seus

produtos, sendo a sua carne bastante apreciada em muitos paises da América
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do Sul e Central (Silva Neto, 1995; Pinheiro et al., 2007). Assim, o consumo de
carne de capivara pode eventualmente ser associado a casos de toxoplasmose,
mas nao representa risco iminente de zoonose aos frequentadores do parque.

Talvez, as capivaras representem maior risco a saude publica por serem
possiveis reservatérios de L. interrogans. A eliminacdo da bactéria pela urina
desses animais pode contaminar a agua e areas de gramado do parque e expor
as pessoas e animais domésticos que freqientam a area ao risco de infeccao.
Para comprovar o real risco de infec¢cdo por L. interrogans seria necessario
demonstrar essa bactéria na urina ou tecido renal das capivaras. A
sororreatividade indica contato e resposta imune do hospedeiro ao patégeno,
mas nao confere necessariamente aquele animal o estado de portador da
infeccdo. Essa mesma observacdo pode ser estendida para Brucella spp. O
homem é um hospedeiro acidental dessa bactéria e para infectar-se necessita
do contato com mucosas do animal infectado. Outras formas de infeccao
ocorrem pela ingestao de produtos contaminados, como visceras e leite (Poester
et al., 2002).

Os resultados negativos para a infeccdo por Trypanosoma spp.,
Leishmania spp., Rickettsia spp. eram esperados devido a auséncia ou reduzida
prevaléncia dos vetores de cada parasito no ambiente de estudo. De qualquer
maneira, tais dados permitem afirmar com seguranca a impossibilidade de esses
patdogenos causarem doencas na populacdo que habita as areas ao redor do
Parque Tingli, bem como aqueles que utilizam do espaco do parque para seu
lazer. Considerando Rickettsia spp. o risco € realmente minimo ja que foi
observado uma infestacdo muito baixa por carrapatos vetores da bactéria nas
capivaras pesquisadas e na area de estudo (Marcia Arzua, comunicacao
pessoal).

Ndo foram encontrados cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. nas amostras de fezes avaliadas. Assim, podemos inferir
que o risco de infeccdo para o homem e animais domeésticos é reduzido.
Contudo, como a capivara pode ser hospedeiro desses protozoarios (Reginatto
et al., 2008) e devido Giardia spp. e Cryptosporidium spp. serem importantes
parasitos transmitidos pela agua, mais estudos ndo necessarios para confirmar o

potencial de transmisséao de tais patdogenos por esses roedores.
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6. CONCLUSOES

As capivaras do parque Tingui, Curitiba, Parana, possuem elevada carga
parasitaria. Esses animais estdo infectados por. Protozoophaga obesa,
Strongyloides chapini, estrongilideos, Capillaria hydrochoeri, Trichuris sp,
Eimeria spp, Fasciola hepatica, Monoecocestus spp, ascarideos, sarcocistideos,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Leptospira interrogans e Brucella spp.

Foram obtidos dados negativos para infecgcdo por Trypanosoma spp.,

Leishmania spp., Rickettsia spp., Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

Dos parasitos e bactérias diagnosticados nas capivaras, aqueles que
podem infectar o homem séo: Fasciola hepatica, Toxoplasma gondii, Leptospira
interrogans e Brucella spp. Desses, Leptospira interrogans representa o maior
risco para a saude publica. Toxoplasma gondii e Brucella spp apresentam risco

virtualmente nulo para as pessoas que freqiientam a area de estudo.

A fasciolose apresenta potencial zoonético na regido de acordo com as
variacdes da populacdo de Lymnaea spp. e por essa razdo € necessario a
continuidade de acbes em educacdo de saude, principalmente para 0s grupos

de risco.
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7. PERSPECTIVAS

Estudos de dinamica populacional de Lymnaea spp. nas aguas do Parque
Tingui sdo necessarios como medida epidemiolégica de prevencao a surtos de

fasciolose na regiao;

Para confirmar o papel da capivara como reservatério de L. interrogans
serdo necessarios estudos que demonstrem direta ou indiretamente a bactéria

na urina ou rins desse roedor;

Visando assegurar que as capivaras do parque Tingli ndo eliminam cistos
de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. estudos de monitoramento
sdo necessérios. A contaminagdo da agua com as fezes desses animais pode
representar uma fonte de infeccdo importante para o homem e animais

domésticos.
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GLOSSARIO

Agente etiol6gico: € o agente causador ou responsavel por uma doenca. Pode

ser virus, bactéria, fungo, protozoario ou helminto. E sindbnimo de “patdégeno”.

Agente infeccioso: € o microorganismo (virus, bactérias, fungos, protozoarios,

helmintos) capaz de produzir infeccéo ou doenca infecciosa.

Cisto: é a forma de resisténcia de certos protozoarios, nos quais se encontra
uma pelicula ou capsula protetora envolvendo uma forma capaz de reproduzir-se

qguando encontrar o ambiente adequado.

Contaminacdo: € a presenca de um agente infeccioso na superficie do corpo,

roupas, brinquedos, agua, leite ou alimentos.

Endemia: é a prevaléncia usual de determinada doenca, com relacdo a uma
area, cidade, estado ou pais. Representa o numero esperado de casos em uma

populacao, em determinando periodo de tempo.

Epidemia: € a ocorréncia muito elevada de determinada doenca, com relacdo a
uma area, cidade ou pais. Representa 0 numero muito acima do esperado de

casos em uma populacdo, em determinado periodo de tempo.

Epidemiologia: é o estudo da distribuicdo e dos fatores determinantes da
freqiéncia de uma doenca; a epidemiologia trata de dois aspectos fundamentais:
a distribuicdo (idade, raca, sexo, geografia) e os fatores determinantes da
frequéncia (tipo de patégeno, meio de transmissao, etc.); em resumo: estuda os
fatores responsaveis pela existéncia ou aparecimento de uma doenca ou outro

evento.

Estadio: é fase intermediaria ou intervalo entre duas mudas da larva de um
artropode ou helminto (em entomologia € sinbnimo de instar). Ex.: larva de

primeiro estadio, larva de terceiro estadio.
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Estagio: € a fase de transicdo ou forma evolutiva de um organismo durante seu

ciclo bioldgico. Ex.: estagio de ovo, estagio de larva, de pupa, de adulto.

Fase aguda: é a fase da doenca que surge apos a infeccdo onde os sinais
clinicos s&o mais nitidos (febre alta, parasitemia elevada, etc.). E um periodo de

definicdo: o0 paciente se cura, passa para a fase crOnica ou morre.

Fase cronica: € a fase que se segue a fase aguda, na qual o paciente
apresenta sinais clinicos mais discretos, havendo um certo equilibrio entre os
hospedeiros e 0 agente etioldgico e, usualmente, a resposta imunoldgica é bem

elevada.

FOomite: é representado por utensilios que podem veicular o agente etiolégico
entre diferentes hospedeiros. EX.: roupas, seringas, espéculos, etc.

Fonte de infeccdo: é o objeto, o paciente ou local de onde o0 agente etioldgico
passa para novo hospedeiro ou novo paciente. Ex.: carne com cisticercose:

teniose, etc.

Habitat: é o ecossistema local ou Orgdo onde determinada espécie ou
populacao vive. Ex.: o habitat da capivara € formado pelo conjunto de aguas

|énticas, lagos, lagoas, rios e areas de mata ou pastagem.

Hospedeiro: € o organismo que alberga o parasito.

Hospedeiro definitivo: € o que apresenta o parasito em sua fase de maturidade
ou em fase de reproducéo sexuada. Ex.: 0 hospedeiro definitivo do Toxoplasma
gondii sdo os felideos; os hospedeiros definitivos do Neospora caninum sao 0s

caes e coiotes.

Hospedeiro intermediario: é aquele que apresenta o parasito em sua fase
larvaria ou assexuada. Ex.. animais endotérmicos (aves e mamiferos) séo

hospedeiros intermediarios de Toxoplasma gondii.
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Hospedeiro paraténico ou de transporte: € o0 hospedeiro intermediario no qual
0 parasito ndo sofre desenvolvimento ou reproducdo, mas permanece viavel até

atingir novo hospedeiro definitivo.

Incidéncia: ¢é a frequéncia com que uma doenca ou fato ocorre num periodo de

tempo definido e com relacdo a populagéo (casos novos, apenas).

Infeccdo: penetracdo e desenvolvimento ou multiplicacdo de um agente
etiolégico no organismo humano ou animal, podendo ser virus, bactéria,

protozodrio, helminto, etc.

Infeccdo assintomatica: presenca do agente etiologico em um hospedeiro, sem

aparecimento de qualquer sinal clinico.

Infestacdo: € o alojamento, desenvolvimento e reproducdo de artropodes na

superficie do corpo, nas vestes ou na moradia de humanos ou de animais.

Letalidade: expressa o numero de 6bitos com relacdo a determinada doenca ou
fato, tendo como referéncia uma populagédo. Ex.: 100% das pessoas nao-

vacinadas, quando atingidas pelo virus rabico, morrem.

Morbidade: expressa o numero de pessoas doentes com relacdo a uma doenca
e uma populagdo. Ex.: na época do inverno, a morbidade da gripe € muito

elevada; ou seja, na época do inverno a incidéncia da gripe é muito grande.

Parasitemia: presenca de parasitos na corrente sanguinea. Ex.: na fase aguda
da doenca de Chagas, usualmente, a parasitemia é muito elevada.

Parasitismo: € a associacdo entre seres vivos onde existe unilateralidade de
beneficios, sendo um dos associados (0o de maior porte ou hospedeiro)

prejudicado pela associacao.



160

Parasito: é o0 ser vivo que se associa a outro ser vivo, a custa e dependéncia
deste. Pode ser: ectoparasito (vive extremamente no corpo do hospedeiro);

endoparasito (vive dentro do corpo do hospedeiro).

Parasito acidental: é o que exerce o papel de parasito, porém habitualmente
possui vida ndo-parasitaria. Ex.: larvas de moscas que vivem em frutos ou

vegetais em decomposicéo e acidentalmente atingem humanos.

Parasito erratico: € o que vive fora do seu habitat ou de seu hospedeiro normal.

Parasito facultativo: € o que pode viver parasitando um hospedeiro ou néo, isto
€, pode ter habitos de vida livre ou parasitaria. Ex.: as larvas de moscas
Sarcophagidae podem provocar miiases humanas, desenvolver-se em

cadaveres ou ainda fezes.

Parasito heteroxénico: € o que possui hospedeiro definitivo e intermediario.

Parasito monoxénico: € o que possui apenas 0 hospedeiro definitivo. EX.:

Toxocara canis, Ancylostoma duodenale.

Parasito obrigatorio: € aquele incapaz de viver fora do hospedeiro.

Ex.: Toxoplasma gondii, Neospora caninum.

Parasito oportunista: € aquele que usualmente vive no paciente sem provocar
nenhum dano (infeccdo inaparente), mas em determinados momentos se

aproveita da baixa resisténcia do paciente de desenvolve doencas graves.

Periodo de incubacédo: € o periodo decorrente entre a penetracdo do agente

etiologico e o0 aparecimento dos primeiros sinais clinicos.
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Poluicdo: € a presenca de substancias nocivas, especialmente quimicas, mas

nao infectantes, contaminando o ambiente: ar, agua, alimentos, etc.

Prevaléncia: termo geral utilizado para caracterizar o niumero total de casos de
uma doencga ou qualquer outra ocorréncia numa populacédo e tempo definidos
(casos antigos somados aos casos novos).

Profilaxia: € o conjunto de medidas que visa a prevencdo, erradicagcdo ou
controle de uma doenca ou de um fato prejudicial aos seres vivos; as medidas

profilaticas sempre dependem dos fatores epidemiolégicos.

Reservatorio: hospedeiro infectado que alberga o agente etioldgico, sem
manifestar sinais, porém capaz de transmiti-lo a outrem; vegetal, animal ou
humano onde vive e multiplica-se um agente etioldgico sem causar doenca e do

qual é capaz de atingir outros hospedeiros.

Sinantropia: € a habilidade de certos animais silvestres (mamiferos, aves,
insetos) de freqUentar habitagcbes humanas; isto €, sdo capazes de circular entre

os ambientes silvestres, rural e urbano, muitas vezes, veiculando patdgenos.

Vetor: é um artropode, molusco ou veiculo que transmite um parasito entre dois

hospedeiros.

Vetor biolégico: quando o agente etiologico se multiplica ou se desenvolve no

vetor.

Vetor mecanico: quando o parasito ndo se multiplica ou se desenvolve no vetor,

esse simplesmente serve de transporte ao parasito.

Viruléncia: é a severidade e rapidez com que um agente etiolégico provoca

lesbes no hospedeiro.
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Zoonoses: doencas que sdo naturalmente transmitidas entre humanos e
animais vertebrados podendo dividir-se em: 1) anfixenose (doenca que circula
indiferentemente entre humanos e animais, isto €, tanto os animais como 0s
humanos funcionam como hospedeiros do agente); 2) antropozoonose (doenca
primaria de animais e que pode ser transmitida aos humanos); 3)
zooantroponose (doenca primaria de humanos e que pode ser transmitida aos

animais).

FONTE: NEVES, D.P. Parasitologia Dinamica . Editora Atheneu, Sao Paulo,
Capitulo 61, p. 465-468, 2006.
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Abstract

Purpose To carry out a descriptive investigation of the capybara (Hydrochaeris bydrochaeris)
eye and to perform selected ophthalmic diagnostic tests with the aim of establishing
normal physiological reference values for this species.

Method A total of 22 healthy, capybaras were used to test most of the parameters in this
investigation. Ages varied from 2 to 4 years of age. Selected diagnostic ocular tests were
performed including Schirmer tear test, tonometry using an applanation tonometer
(Tonopen®), central corneal thickness using an ultrasonic pachymeter (Sonomed,
Micropach®, Model 200P +), axial globe length and culture of the normal conjunctival
bacterial flora.

Results and discussion Capybara’s normal ocular features include: dorsal and ventral
puncta, vestigial third eyelid, true cilia only at the upper eyelid margins. The bulbar
conjunctiva is noticeably densely pigmented with a brown to bronze color. The
capybara’s pupil is oval in shape and vertical in position No tapetum lucidum is present in
this species and the retinal blood vessels are almost absent. Results for selected ocular
diagnostic tests investigated were: Intraocular pressure: 18.4 + 3.8 mmHg; Schirmer tear
test: 14.9 £ 5.1 mm/min; Central corneal thickness: 0.46 = 0.03 mm; Axial globe length:
22.20 = 1.71 mm. No statistically significant differences between ages or genders were
found for any of the results. Corynebacterium sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. and
Staphylococcus sp. were isolated from healthy conjunctiva, suggesting they are normal
constituents of the conjunctival flora of the capybara eye. The corneal epithelium of the
capybara possesses a thin and discrete Bowman’s layer. Results and parameters obtained
in this investigation exposed unique anatomic features of the capybara eye and will help
veterinary ophthalmologists to more accurately diagnose discrete or unusual pathological
changes of the capybara eye. Furthermore, corneal thickness and axial length of the
capybara are similar to that of human beings, revealing that the world’s largest living
rodent might be an excellent biological model for ophthalmic studies.

Key Words: biometry, capybara, corneal thickness, Hydrochaeris bydrochaeris, intraocular
pressure, normal conjunctival flora, rodentia, Schirmer tear test, ultrasonic pachymetry

INTRODUCTION

Establishing normal parameters for ophthalmic tests for
wild, exotic and laboratory animals constitutes an important
scientific field for descriptive vision research. The eyeball
and visual systems of several interesting species, especially
neotropical animals, remain virtually unknown to many
scientists. As an example, the current body of knowledge
regarding the capybara eye is insufficient at best. The
objectives of this investigation regarding the capybara eye
are (1) describe selected anatomic and morphologic features;
(2) present clinical parameters such as Schirmer tear test and

intraocular pressure (IOP); (3) report the mean corneal
thickness measured by ultrasonic pachymetry; (4) show
biometric data of the eyeball, mostly obtained by B-mode
ultrasonography; (5) document conjunctival bacterial and
fungal flora and, lastly; (6) describe selected histologic features,
with emphasis on the conjunctival and corneal tissues.

The capybara (Hydrochaeris bydrochaeris) is a unique
animal. It is the world’s largest extant rodent with an average
height at the shoulder being 50 cm. With its massive skull
and vestigial tail, the capybara gives the appearance of an
enormous guinea pig (Fig. 1). Capybaras are excellent
swimmers and can remain submerged for several minutes.!
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Figure 1. A male capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) at Tingui Park,
Curitiba-PR. A bare, raised glandular area on top of the snout is
perceptible, a feature that is only present in males.

They are vegetarians, eating grass on dry land as well as
aquatic vegetation. In addition to the eyes and ears being set
high on the head,”’ the adaptation to an aquatic lifestyle is
continued by its feet. There are four semiwebbed toes on the
forefeet and three on the hind feet. The name originally
derives from the Guarani language Kapijva, meaning ‘lord
of the grass.” In the sexually mature male a bare raised
glandular area on top of the snout is conspicuous (Fig. 1).
The dorsal regions of the capybara’s body are typically
reddish brown and the ventral regions are lighter. It is a
typical and well-known wild animal of Brazil being present
throughout the country, particularly at the Brazilian Pantanal.
There are reports of its presence from Panama in Central
America south into northern Argentina. Although the
capybara’s original range may have been more extensive, its
current has been severely affected by hunting with certain
populations having been eradicated. However, capybaras
quickly adapt to conditions imposed by human beings, and it
is not listed as an endangered species on either the Inter-
national Union for Conservation of Nature (IUCN) or the
Convention on International Trade in Endangered Species
(CITES) lists. Regarding activity levels, capybaras can be
diurnal or nocturnal depending on season and hunting
pressure. Capybaras are found in areas with permanent
standing or running water and can inhabit marshes or
estuaries and live along rivers and streams.*

To the authors’ knowledge, other than a few morphologic
features, there is no further information regarding the
anatomy, clinical parameters, and tests of the normal capybara
eye in the literature.>?

MATERIALS AND METHODS

A total of 22 young adult capybaras were used for this
investigation, including 12 females and 10 males ranging
from 2 to 4 years of age. The capybaras used in this survey
were all residents of the Tingui Park, Curitiba-PR, Brazil
(25°25’S and 49°16’'W), where they live among the park’s
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fresh-water islands for exhibition to the public. Capybaras
were initially live-trapped and then chemically restrained as
explained below. Physical examinations were performed by
veterinarians, both local practitioners and veterinarians from
the Federal University of Parani (UFPR), before ocular
examinations to exclude animals with indications of systemic
disease. A complete ophthalmic examination including
slit-lamp biomicroscopy and direct and indirect ophthalmo-
scopy was performed prior to this investigation to exclude
capybaras presenting with ophthalmic disease conditions.
The following measurements or procedures were performed:
Schirmer tear test, intraocular pressure (IOP), central corneal
thickness, B-mode ultrasonographic biometry and microbio-
logical analysis of the conjunctival sac.

Additionally, during the year of 2007 the Animal
Pathology Service at Federal University of Parand (UFPR)
received 3 adult dead capybaras, 2 females and 1 male, which
had been either attacked by dogs or hit by cars in the
metropolitan region of Curitiba-PR. These capybaras had
no apparent eye lesions and were used to investigate normal
histologic features of the ocular surface as well as to validate
biometric data obtained with B-mode ultrasonography in
live animals.

When applicable, statistical analyses of the measurements
including a complete descriptive statistical analysis, simple
linear correlation and #-tests (when comparing two groups of
data) were performed using the computer software JMP,
version 5.0.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Data were deemed
significant when P < 0.05 and are expressed as mean * standard
deviation.

Chemical vestraint

Chemical restraint was used to immobilize the animals for
clinical data acquisition. Using estimated weights of each
animal, the following drugs were individually calculated and
administered concurrently: (1) 3 mg/kg of a fixed-ratio com-
bination of zolazepam/tiletamine (Zoletil®, Virbac, Carros,
France); (2) 0.3 mg/kg of morphine (Dimorf®, Cristalia,
Itapira-SP, Brazil); (3) 1.2 mg/kg of Azaperone (Destress®,
Serra-ES, Brazil). The drug doses were all mixed in the same
dart and then administered intramuscularly by the use of a blow
gun. The range of body weights of the animals immobilized
varied from 37 to 63 kg, with the majority of animals weighing
approximately 50 kg.

The same team of investigators performed the ocular
tests, examinations and measurements each time a capybara
was captured. In addition to the chemical restraint, sterile
topical anesthetic (proparacaine hydrochloride 0.5% ophthalmic
solution USP, Alcon Laboratories, Forth Worth, TX) was
instilled after the Schirmer tear test and swabs of conjunctival
sac for microbiological culture were taken, but before
ultrasonographic, IOP and CCT measurements were
taken. All procedures using capybaras were conducted in
accordance with the humane principles set forth in the
ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research.
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Eye examination

The anterior ocular structures of all 22 capybaras were
evaluated using a transilluminator and slit lamp biomicro-
scope (Kowa SL-14; Kowa, Tokyo, Japan). Palpebral fissure
length and horizontal corneal diameters were measured in
both eyes using Jameson calipers. Indirect ophthalmoscopy
(Heine Omega 180 Headworn Binocular Indirect Ophthal-
moscope, Dover, NH) was performed on 10 eyes (five
capybaras).

Schirmer tear test

To minimize tear evaporation and other potential influences
of the systemic anesthetics used, sterile Schirmer tear
test (STT) standardized strips (Schering-Plough Animal
Health, Union, NJ) were used immediately after the
administration of the chemical restraint to measure lacrimal
gland production in all 22 capybaras. This test was also
performed prior to the instillation of any topical anesthetic
to avoid influencing the results. The procedure described
and performed in the present investigation was the Schirmer
type I test, which measures the basal plus potentially a
portion of the reflex tear secretion.

Intraocular pressure

IOP was measured by applanation tonometry using a
Tonopen® XL (Mentor, Norwell, MA). Three final IOP
readings with variances of < 5% on the Tonopen XL® were
obtained and averaged for each eye in all capybaras.

Central corneal thickness

Central corneal thickness was measured in all 22 capybaras
using an ultrasonic pachymeter (Micropach® Sonomed,
Model 200P+, Lake Success, NY), with the speed of sound in
the cornea preset at 1640 m/s.

B-mode ultrasonographic biometry

B-mode scan ultrasonography was performed on each of the
22 capybaras examined using an Aloka SSD 500 B-mode system
(Aloka Corporation, Tokyo, Japan). The B-scan 7.5-MHz
probe was gently applied perpendicularly to the center of the
cornea using ultrasonic transmission gel (Aquasonic-100,
Parker Laboratories Inc., Fairfield, NJ). Care was taken
during probe placement to avoid corneal indentation. Reflected
ultrasonic waves were captured. Optimal positioning was
confirmed when the posterior wall of the eye globe could be
clearly visualized on the B-scan ultrasonogram and the
image appeared symmetrical and the reflections from the
four principal landmarks (cornea, anterior lens surface,
posterior lens surface and retinal surface) along the eye
globe axis were perpendicular (Fig. 4). The optimal image
was frozen on the screen and then all biometric measurements
were then taken. Two electronic cursors were placed on the
B-scan image to capture each of the measurements, namely:
cornea-anterior lens capsule (CALC); anterior-posterior
lens capsule (APLC) (Fig. 4); posterior lens capsule-retinal
surface (PLCRS); and lastly, cornea-retinal surface (CRS).

Microbiological analysis

Sterile swabs were used to collect samples from the con-
junctival sac of both eyes of 20 capybaras (10 males and 10
females) for microbiological analysis. No topical anesthetic
was used prior to swabbing the cornea for culture, as this
may interfere with the growth of organisms.” Chronologically,
this procedure was performed directly after ST'T measure-
ments. Sterile gloves were used for the STT measurement
(using sterile standardized strips) on each animal and
maximum care was taken to avoid contamination prior to
sample collection for microbiologic analysis. Swabs were
immediately sent in Stuart medium to the Basic Pathology
Microbiology Laboratory at the Basic Sciences Sector —
UFPR, Curitiba-PR, Brazil. Culture of the microorganisms
was performed in BHI broth (brain-heart infusion), and on
blood agar and MacConkey plates, which were incubated at
37 °C in an aerobic environment for 24 to 48 h. The same
bacterial growth media used in this research was also used
elsewhere to establish normal conjunctival flora of the opos-
sum, raccoon and ferret in other investigadons.6’7 Bacterial
colonies were identified by Gram’s stain and standard
procedures.

Gross examination of fixed tissue and histology

The eyes of three capybaras that died of injuries were examined
histologically. Immediately after the arrival of the carcasses,
only a few hours after death, bilateral enucleation was
performed. The vitreous chamber of the enucleated eye was
infused with approximately 0.3 mL of 10% buffered formalin
and then immersed in formalin for 1 week. Once adequately
fixed, the eye was sectioned in the sagittal plane for gross and
histologic evaluation, with particular attention paid to the
conjunctiva and cornea. The optic disc diameter was
measured using a Jameson caliper. Following dehydration
through graded ethanol, the eye tissues were embedded in
paraffin and sectioned in 5 pm thick slices. Conjunctival and
corneal tissue sections were then mounted on glass slides and
stained with hematoxylin and eosin, periodic acid-Schiff
(PAS) and Gomori’s trichrome before the histological analysis.

RESULTS

All continuous numeric data obtained for all ophthalmic
tests in the population used in this investigation were
normally distributed according to the Kolmogorov-Smirnov
Goodness-of-Fit Test. Table 1 contains the condensed
results of the descriptive statistical analyses.

Morphological features of the normal capybara eye

Ophthalmic examinations revealed that the normal anterior
ocular structures in the capybara include dorsal and ventral
puncta as well as a rather vestigial third eyelid that did not
cover the whole surface of the eye when traction was applied
at its margin with forceps. Additionally, capybaras possess
true cilia (eyelashes) only at the upper eyelid margins and no
cilia at the lower eyelid margins (Fig. 2). The bulbar
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Table 1. Results obtained for selected ophthalmic diagnostic tests for
the capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) eye

95%

Mean Standard confidence
Ocular tests or biometric data value  deviation interval
Schirmer tear test (mm/minute) 14.97  4.66 13.02-16.91
Intraocular pressure (mmHg) 16.47 4.28 14.68-18.25
Palpebral fissure length (mm) 2635 233 25.32-27.37
Horizontal corneal diameter (mm) 17.3 1.23 16.78-17.81
Central corneal thickness (mm) 0.483 0.027 0.471-0.494
Anterior chamber depth CALC (mm) 4.6 135 4.03-5.16
Lens thickness APL.C (mm) 741 0.7 7.11-7.70
Vitreous chamber depth PLCRS (mm) 10.13  0.88 9.73-10.46
Axial length of the eye bulb CRS (mm) 222 1.71 21.48-23.0

Figure 2. Normal appearance of the eyelids and ocular surface of the
capybara. Note the presence of cilia on the upper eyelid only. Also note
the brown pigmentation of the bulbar conjunctiva.

conjunctiva near the limbus is noticeably densely pigmented
with a brown to bronze color (Fig. 2). Mean horizontal
corneal diameter of both eyes was 17.3 +1.23 mm. The
mean horizontal palpebral fissure length of both eyes was
26.35 +£2.33 mm. Iris colors varied among the individuals
examined, but were all various shades of brown (Figs. 2 and
3). The capybara has a pupil that is oval in shape and vertical
in position (Fig. 3). When fully dilated, the pupil becomes
circular. As viewed by the ophthalmoscope, it is evident that
there is no fapetum lucidum and the retinal blood vessels are
almost absent as there are only scarce (2 or 3) minute blood
vessels that emanate from the optic disc and extend only
a short distance beyond it. Heavy brown choroidal pigmen-
tation covered with a network of choroidal vessels is the
predominant feature of the capybara fundus. The optic disc
is circular with a small central pit with dimension of about
1/20th of the normal disc size.

Schirmer tear test

No significant Schirmer tear test differences were determined
between right and left eyes or between genders. Mean Schirmer
tear test results for both eyes was 14.97 + 4.66 mm/min.
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Figure 3. Note the light brown color of the iris in this representative
specimen. Also note that the capybara has a pupil that is oval in shape
and vertical in position.

Figure 4. B-scan ultrasonogram after optimal positioning was
achieved. The four principal landmarks (cornea, anterior lens surface,
posterior lens surface and retinal surface) along the eye bulb axis are all
perpendicular. Here in this representative example two electronic
cursors (white crosses) were placed on the B-scan image to capture
anterior-posterior lens capsule (APLC) distance.

Intraocular pressure

No significant IOP differences were determined between
right and left eyes or genders. The mean IOP was
16.47 +4.28 mmHg.
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Central corneal thickness

No significant central corneal thickness (CCT) differences
were determined between right and left eyes. In our
investigation CCT differed slightly, but not significantly
(P =0.054) between male and female capybaras. The mean
CCT for the adult male was 0.478£0.024 mm and for
female capybaras it was 0.487 £0.028 mm. Mean central
corneal thickness of both sexes was 0.483 £0.027 mm. A
positive correlation (P = 0.0001) was found between weight
(kg) and central corneal thickness.

B-mode ultrasonographic biometry

No significant biometric differences were determined
between right and left eyes or between genders. The mean
axial eye globe length was 22.20 £ 1.71 mm. Mean anterior
chamber depth (axial chamber length) was 4.60 = 1.35 mm.
Mean lens thickness (axial length) was 7.41 = 0.7 mm. Mean
vitreous chamber depth (axial chamber length) was
10.13 £ 0.88 mm.

Microbiological analysis

Four different Gram-positive bacterial species were identified
in microbiological samples from 34 out of 40 eyes. The
genera of the isolates were: Corynebacterium, Micrococcus,
Bacillus and Staphylococcus sp. A single genus of bacteria was
isolated from 19 eyes. Two genera of bacteria were isolated
from nine eyes. Three genera of bacteria were isolated from
six eyes. Corynebacterium sp. was the most common bacteria
isolated, being present in 18 eyes (prevalence of 29%).
Micrococcus sp. was the second most common bacteria
isolated, being present in 17 eyes (prevalence of 27.4%).
Bacillus sp. was present in 11 eyes (prevalence of 17.74%)
and, lastly, Staphylococcus sp. was present in 10 eyes (prevalence
of 16.13%). Gram-negative bacteria were not isolated from
any of the capybaras’ eyes.

Gross examination of fixed tissue and histology

The mean optic nerve diameter on fixed eye globes was
2.07 £ 0.11 mm. The histological evaluation of the con-
junctiva revealed a stratified epithelium composed of seven
to eight layers of cells. Goblet cells were intermingled with
the epithelial cells as in most other animal species. A distinctive
histological feature present in all capybara eyes examined
was the presence of a large number of cytoplasmic melanin
granules of the deepest three to four layers of the con-
junctiva, particularly the basal cell layer (Fig. 5). The corneal
epithelium consisted of a stratified squamous epithelium of
9-10 cell layers. An additional conspicuous and interesting
histologic feature is the presence of a thin and discrete
Bowman’s layer located between the corneal epithelium and
stroma (Fig. 6). A well-formed trabecular meshwork was
noticed in all eyeballs. In two samples an iris process extending
from the base of the iris surface to the peripheral end of the
cornea was observed. The anterior iris stroma and choroid,
the latter in particular, are very rich in melanocytes. An
extensive and heavily pigmented ciliary body was also

Figure 5. A photomicrograph of the capybara’s stratified conjunctival
epithelium, which is composed of 7 to 8 layers of cells. Note the
presence of large numbers of cytoplasmic melanin granules in the
deepest 3 to 4 layers of the conjunctiva, particularly the basal cell layer
(arrows). Stain: Gomori’s trichrome. Magnification: x400.

Figure 6. A photomicrograph of the capybara’s corneal epithelium that
has a thin and discrete Bowman’s layer (below the arrows). Stain: PAS.
Magnification: x1000.

present in all samples examined. The anterior iris pigment
epithelium was thinner than the posterior. The anterior lens
capsule was thick. Posterior to the lens equator the lens capsule
was thinner and there was no lens epithelium beneath. The
overall organization and the layering of the retina were also
assessed in these transverse sections. All retinal nuclear and
synaptic layers from the photoreceptors to the ganglion cells
showed a typical mammalian pattern. More distinctive
characteristics noticed in this species are the inner plexiform
layer (IPL) being thicker than the outer nuclear layer (ONL)
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and the nerve fiber layer (NFL) decreasing in thickness at
the periphery of the retina.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The natural habitats of many neotropical animals are being
destroyed in developing nations. Many species are, in fact,
considered threatened or even in danger of extinction.®
Many of these endangered species have unique eye shapes,
sizes, and elegant mechanisms for vision, which have not yet
been described by scientists. If action is not taken soon, a
number of potentially interesting biologic models for com-
parative ophthalmic studies will be permanently lost in the
near future. Thus, basic descriptive ophthalmic research,
particularly for neotropical wild animals, is becoming an
urgent and increasingly important field of science.

The vestigial third eyelid present in the capybara is similar
to that of the Canadian beaver.” This investigation showed
that capybara cilia are absent on the lower eyelid, which is
identical to dogs. The pupil is oval in shape and vertically
oriented, which is in agreement with what two other authors
previously described in classic comparative ophthalmology
literature,” and in opposition with one author,'’ who failed
to observe this feature and described this species as having a
circular pupil. Curiously, most rodents have pupils that are
predominantly circular both when dilated and constricted,
with the only exceptions being the marmot, ground squirrel,
coipu, degu, chinchilla, and the capybara, all of which have
vertically oriented pupils in the constricted state.”*!”

The retinal vascular patterns of rodents vary enormously
in the various suborders, ranging from anangiotic to
holoangiotic.’® The capybara has a fundus pattern resembling
that of the American beaver and chinchilla.>*? This pattern
has already been labeled as a pseudoangiotic, atapetal type,’
in contrast to the rat’s pattern, that has a holangiotic retina
with arterioles and venules that radiate from the optic disc?
like spokes on a bicycle wheel.

The Schirmer tear test (STT) is an important component
of the complete ophthalmic examination in mammals for
evaluating lacrimal gland function. A number of wild and
exotic mammal species have been evaluated to establish
normal physiological parameters for this clinical test.!!™!?
The normal STT value had not been established for capybaras
until the present investigation. In nonanesthetized guinea
pigs median STT values before anesthetic administration
were 3 mm/min (range, 0 to 12 mm/min), much lower than
capybaras.'” Higher values were encountered in nonanesthetized
chinchillas with a mean value of 20.00 + 7.8 mm/min.!?

During the last several years a number of investigations of
normal intraocular pressures (IOP) values were reported for
numerous domestic, exotic and wild animal species, but the
capybara was not included in these studies.!”?? Tiletamine,
which was used as a sedative in the capybaras in this study,
belongs to the drug family of cyclohexamines (phencyclidine
and its derivatives, including ketamine). In one study in cats,
it was shown that ketamine increases IOP but tiletamine
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does not.”>?% It is unknown whether the anesthetic drugs
zolazepam, morphine and azaperone used in combination
with tiletamine in the present investigation influenced the
IOP and STT results. However, the capybara, a large-sized
wild rodent, will always require some form of sedation to
permit a thorough ophthalmic examination unless it is
severely debilitated. Mean values for STT and IOP were
already previously reported in other sedated wild and exotic
animals, even after sedation with ketamine.”!>?3 Because the
combination of these different anesthetics used in the
present investigation are so popularly used in wild species,
we believe that these normal ranges for STT and IOPs will
be useful for detection of ocular disease by wildlife personnel
and veterinarians working with capybaras at zoos, public
parks, and wildlife programs such as live-trapping for their
relocation. The mean IOP for capybaras (16.47 £4.28 mmHg),
was in a range similar to the anesthetized American beaver
(17.11 £ 6.39 mmHg), another wild rodent already investigated.
For comparison, normal mean IOPs measured by applana-
tion tonometry and reported for nonanesthetized laboratory
rodents are: 12.36+0.32 mmHg for the mouse,’’
18.5 + 4.2 mmHg for the chinchilla,”® 13.9 + 4.2 mmHg for
the rat’” and 18.27 + 4.55 mmHg for the guinea pig."”

Ultrasonic corneal pachymetry is the most accurate and
reliable iz vivo method currently available to measure
corneal thickness in animals and human beings.’* Mean
central corneal thickness (CCT) acquired with an ultrasonic
pachymeter has been the subject of a number of reports
investigating the cornea of several domestic, exotic and wild
animals.’** Nevertheless, CCT has never been measured
in the normal capybara eye. In our investigation CCT was
not significantly different (P=0.054) between male and
female capybaras. The mean CCT for the adult male
(0.478 £0.024 mm) and female capybaras (0.487 +0.028 mm)
were considerably thicker than in rats (0.156 £ 0.03 mm)*®
but similar to that found for adult human beings
(0.467 £ 0.040 mm).*

Biometric data of the eye globe using A- and B-mode
ultrasonography were reported in a number of species,
but this feature was not previously investigated in the
capybara.¥=7 Just as observed in dog eyes studied by B-
mode ultrasonography,’’ we found that capybara axial
globe length, lens thickness, and chamber depths were not
significantly different according to the eye (left or right)
studied or gender.

The statistical range of measurements obtained for the
axial length of the capybara eye (1.91 to 27.0 mm; 95%
confidence interval = 21.48-23.0 mm) observed in the popu-
lation studied was remarkably similar to the axial eye globe
dimension of the adult Caucasian human being, which also
ranges from 21 to 27 mm.*®*? This proximity in axial length
is an interesting feature considering the use of the capybara
eye as a comparative model in the future. Conventional
laboratory rodents have a much smaller axial globe length:
5.15+0.23 mm for the rat,®® 2.981 +0.005 mm for the
mouse® and 10.17 £ 0.03 mm for the guinea pig.%
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The capybara’s lens is thicker than that of adult human
beings (4.24 + 0.06),* but is similar to the dog (6.7 + 1.0 mm).**
The mouse and rat lens thicknesses are 2.07 £ 0.19 mm and
2.81+0.20 mm, respectively.® The small numeric value for
the lens thickness of both, mouse and rat, might be misleading.
The fact is that the mouse lens for instance is proportionally
massive due to its small sized eye.% A rodent with a larger
eye and a proportionally thinner lens might be interesting
for experimental intraocular manipulations such as subretinal
injections, in future investigations.

Normal conjunctival bacterial flora has been studied in
several wild mammals.%”¢’~70 In the vast majority of these
reports, Gram-positive bacteria were the most common
isolates and the present report is no exception. It is important
to mention that the investigators had only one chance to
chemically restrain each animal and, thus, only one chance
to measure all possible ocular parameters. We believe that in
order to obtain STT values and conjunctival flora at the
same ocular examination the best option was to perform
ST'Ts before conjunctival swabs. If microbiology swabs were
performed before STT5, this would certainly affect the latter
tests invalidating the results. Therefore, conjunctival swabs
for bacterial cultures were collected after the eyelid margins
have already been breached with a sterile STT strip. It
would be safe to point out that even though each STT strip
was sterile and maximum care was taken to avoid contamination
during measurements, it is often hard to maintain complete
sterility in field conditions. Therefore, the element of
contamination is still a possibility. However, this order of
tests has been followed in a previous investigation with no
apparent contamination. For instance, results obtained for
normal bacterial flora obtained in this manner for ferrets’
were similar to those reported by other investigators.*?

It was possible to conclude that the heavy brown appearance
of the capybara conjunctiva is due to the large amount of
melanin granules present at the deepest cell layer of the con-
junctival epithelium. One hypothesis for the evolutionary
development of conjunctival pigmentation in this species
might be the amount of sun exposure it continually receives
in their natural environment. Taking into account that
capybaras evolved in tropical areas receiving a considerable
amount of direct sun rays when grazing at open fields as well
as direct plus water surface-reflected sun rays when swimming
with its eyes constantly at the water level, it is plausible to
consider that these cytoplasmic melanin granules of the
deepest layers of the conjunctiva appeared as a protective
mechanism for ultraviolet radiation. Furthermore, capybaras
should be added to the list of Bowman’s layer possessing
species such as primates (including human beings), some
species of deer, birds, the rat, and the giraffe.”’72 The
remaining capybara ocular histologic features follow the
typical mammalian pattern, with some rodent morphologic
trends, mainly concerning basic iris and lens histology.®®
The authors plan to perform more detailed investigations,
including an anatomical description on the bony orbit and a
histomorphometric study of the capybara eye globe in the future.

The normal anatomic features, clinical parameters, and
test values obtained in this investigation will help veterinary
ophthalmologists to more accurately diagnose discrete
pathological changes and hopefully further the current
understanding about the capybara eye.

Capybaras are very large rodents that are generally known
to reproduce readily in captivity given the necessary space
and the correct habitat.* The mean capybara’s eye globe size
and central corneal thickness (CCT) are almost identical to
that of human beings. Moreover, capybaras possess a
Bowman’s layer at the corneal epithelium, an important feature
shared with human beings. These shared characteristics
suggest capybaras could be used as a biological model for
ophthalmic research in the future, including refraction
studies, clinical and/or surgical experiments.
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