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RESUMO

UZAI, GABRIEL JOSE SILVA. Diagnostico morfolégico e molecular das principais
enfermidades que acometem cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) no Espirito
Santo. 2019. 63p. Mestrado em Ciéncias Veterinarias - Centro de Ciéncias Agréarias
e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2019. O
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) € uma espécie de canideo silvestre que ocorre
em grande parte da América do Sul. Embora sejam considerados onivoros, possuem
hébitos generalistas e, eventualmente, se alimentam de carcagas de animais
domésticos, além de alimentos processados e residuos alimenticios de areas onde
existe a ocupacdo humana e animais domeésticos. Essa relacdo de proximidade
representa risco para a ocorréncia de enfermidades nesta espécie. Sendo assim, o
presente estudo propds investigar a ocorréncia de enfermidades em Cerdocyon thous
de vida livre, vitimas de atropelamentos nas rodovias do Espirito Santo. Para isto
foram desenvolvidos dois ensaios a saber: deteccdo da presenca de Brucella sp.,
Babesia sp., Rangelia sp. e Hepatozoon sp. em amostras de baco de C. thous e o
avaliacdo da morfologia e identificacdo de parasitos em amostras de figado e pulmao.
Dezenove animais foram necropsiados no setor de Patologia Animal da Universidade
Federal do Espirito Santo e os tecidos foram avaliados por PCR e histopatologia. A
técnica de reacdo em cadeia de polimerase para os agentes infecciosos Brucella sp.,
Babesia sp., Rangelia sp. e Hepatozoon sp. ndo revelou amplificacdo do DNA do
agente alvo em nenhuma amostra. Diante disto, conclui-se que nao foram detectados
0s agentes infecciosos Brucella sp., Babesia sp., Rangelia sp. e Hepatozoon sp. em
cachorros-do-mato de vida livre, no entanto, foram observadas lesdes em figado e
pulmao, associadas aos parasitismos por Platinosomum sp. e Angiostrongylus sp.,
respectivamente. Desta forma, € importante que mais estudos sejam realizados para
esclarecer o papel do cachorro-do-mato na transmissao de doencas infecciosas e/ou
parasitarias, uma vez que este animal pode funcionar como sentinela, ou mesmo

reservatorio de muitas enfermidades.

Palavras-chave: Canideos silvestres; Histopatologia; PCR.



ABSTRACT

UZAI, GABRIEL JOSE SILVA. Morphological and molecular diagnosis of the main
diseases that afect the crab-eating fox (Cerdocyon thous) in Espirito Santo.
2019. 60p. The crab-eating fox (Cerdocyon thous) is a species of wild canid that occurs
in much of South America. Although they are considered omnivores, they have general
habits and eventually feed on carcasses of domestic animals, as well as processed
food and food waste from areas where there is human occupation and domestic
animals. This relationship of proximity represents a risk for an occurrence of diseases
in this species. Thus, the present study proposed an investigation of diseases in
Cerdocyon thous of free life victims of trampling on the highways of Espirito Santo
State, Brazil. For this, two tests were developed: detection of Brucella sp., Babesia sp.,
Rangelia sp. and Hepatozoon sp. in spleen samples of C. thous and the evaluation
morphological and identification of parasites in liver and lung samples from C. thous.
Nineteen animals were necropsied in the Animal Pathology Laboratory of the Federal
University of Espirito Santo and were evaluated by PCR and histopathology. A kind of
polymerase chain reaction for the infectious agents Brucella sp., Babesia sp., Rangelia
sp. and Hepatozoon sp. did not reveal target object DNA magnification in any sample.
In view of this, it is concluded that were not detected the infectious agents Brucella sp.,
Babesia sp., Rangelia sp. and Hepatozoon sp. in crab-eating fox of free life from
Espirito Santo, however, in the liver and lung were observed lesions associated with
parasitism by Platinosomum sp. and Angiostrongylus sp., respectively. In this way, it
is important that more studies are done to clarify the role of the crab-eating fox in the
transmission of diseases and / or parasites, since this animal can act as a sentinel, the

same reservoir of many diseases.

Keywords: Histopathology; PCR; Wild canide.
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1. INTRODUCAO

Animais silvestres sdo todos os espécimes da fauna brasileira que tenham todo
ou parte do seu ciclo de vida ocorrendo dentro do territorio brasileiro, englobando
assim espécies migratorias, aquaticas e terrestres, como 0s animais nativos do Brasil.
(IBAMA, 2014).

Atualmente, as doencas que acometem esses animais demandam cada vez
mais cuidados em todo o mundo, pois além de ameacar as populacdes selvagens,
acometem popula¢gées humanas e animais domesticados (BRITO et al., 2016).

Por isso, o diagndstico e o estudo de doencas em animais selvagens séo de
extrema importéancia para o melhor conhecimento dos focos naturais das zoonoses e
para o0 estabelecimento dos fatores de risco existentes em determinados
ecossistemas e a circulacdo de doencas entre os animais domeésticos e de vida livre
(SILVA, 2005).

Neste contexto, o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), um mamifero da
familia dos canideos amplamente distribuido pela América do Sul, que possui habitos
generalistas e tem seu habitat natural perto de areas ocupadas pela populacéo
humana, sofre diretamente com doencas infectocontagiosas que ocorrem em cées
domésticos, além de ser afetado pela perda de habitat, caca e atropelamentos
frequentes, sendo considerada uma das espécies de mamiferos silvestres que mais
sofre com atropelamento no territério brasileiro (BEISIGEL et al., 2013; BRUM et al.,
2018).

No Brasil, diversas pesquisas sao realizadas com o intuito de investigar
doencas relacionadas a canideos silvestres, sendo que em Cerdocyon thous existem
relatos de exposicao aos virus da cinomose e da raiva (JORGE et al., 2010), além do
parvovirus e 0s agentes Leishmania sp., Leptospira interrogans (COURTENAY et al.,
2002) e Brucella sp. (DORNELES et al., 2014). Outro ponto importante sdo as
pesquisas relacionadas as helmintoses em C. thous, com identificacdo uma gama de

espécies de parasitos, tanto pela presenca de ovos quanto a presenca de individuos
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adultos, parasitando diferentes 6rgdos do cachorro-do-mato (CURI, 2005; GRIESE,
2007; RUAS et al., 2008)

Outras enfermidades sdo descritas nesta espécie de canideo como as
hemoparasitoses causadas por parasitos dos géneros Babesia sp, pela observacao
do protozoario em sangue de érgéos internos (PARAENSE; VIANA, 1948), Rangellia
sp pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (SOARES et al., 2014) e Hepatozoon
sp, também utilizando a técnica de PCR (CRIADO-FORNELIO et al., 2006).

Embora se tenha relatos de algumas enfermidades que ocorrem em cachorros-
do-mato, pouco se sabe sobre o comportamento clinico destas doencas nestes
animais, bem como, sobre a transmissdo dessas doencas para outras espécies.
Diante disto, objetivou-se estabelecer o diagnodstico morfolégico e molecular de
enfermidades que acometem cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), de vida livre no
Espirito Santo devido a importancia na saude publica, sanidade de animais

domésticos e conservacao das espécies silvestres.



17

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)

A espécie Cerdocyon thous (Figura 1), conhecido vulgarmente como cachorro-

do-mato, € um canideo de médio porte que ocorre em grande parte da América do

Sul. Sdo conhecidas cinco subespécies, dais quais trés ocorrem no territorio brasileiro
(DI BITETTI et al. 2009).

Figura 1. Fotomacrografia de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) em vida livre. A)
Exemplar adulto. B) Exemplar jovem. FONTE: Samir Mansur (2018), fotégrafo de
natureza, imagem cedida gentilmente pelo autor.

No Brasil, habitam areas de Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Campos de
Altitude e Floresta Amazonica, vivendo nédo soO o interior dos biomas, mas em areas
de producéao agricola, como plantacdo de pinheiros, cana, pastagem e eucalipto. Em
areas de densas florestas, como a Floresta Amazoénica, o0 aumento da populacdo de
Cerdocyon thous pode estar relacionada com o desmatamento e substituicdo do
bioma natural por areas de pastoreio. E conhecido popularmente como lobinho,

cachorro-do-mato, graxaim e graxaim-do-mato (BEISIGEL et al., 2013).

O cachorro-do-mato pesa em média seis quilos, com o comprimento total
variando de 90 a 100 cm, sendo que a cauda possui cerca de 30 cm. Apresenta
pelagem acinzentada com uma faixa enegrecida na regido dorsal até a extremidade
da cauda, o ventre possui uma coloragéo castanha e 0s membros S840 mais escuros

comparados ao resto do corpo. Possui variacdo da pelagem de acordo com a
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subespécie, sendo de coloracdo mais clara nos individuos que ocorrem na regido
sudeste e sul do Brasil (BERTA et al., 1982).

Sao animais onivoros, tendo como base alimentar crustaceos, frutas e
pequenos vertebrados como mamiferos, anfibios e répteis. Eventualmente se
alimentam de carcacas de animais domésticos, além de alimentos processados e
residuos alimenticios de areas onde existe a ocupacdo humana. Possuem habitos
noturnos e crepusculares, realizando a caca sozinho ou em pequenos grupos
(FACURE; GIARETTA; MONTEIRO-FILHO, 2003).

Vivem em grupo de casais, com a diferenca de idade dos filhotes variando até
um ano de idade e, em média, ndo ultrapassam cinco filhotes. S&o0 monogamicos e
se comunicam com diferentes grupos por vocalizacdo. A gestagcao gira em torno de
56 dias e os filhotes sdo dependentes dos pais até o nhono més perdurando com o
grupo por no maximo dois anos (LEMOS; FACURE; AZEVEDO, 2011).

Por explorarem diversas fontes de recursos alimentares, o cachorro-do-mato é
um canideo selvagem muito versatil, com uma facilidade de adaptacdo aos mais
diferentes habitats. Devido a essa caracteristica, sua populacéo € considerada estavel
e ndo ha preocupacdo com o0 risco de extincdo, apesar dessa estabilidade
populacional ndo ser realmente comprovada devido a poucos estudos nesta area
(COURTENAY; MAFFEI, 2008).

O cachorro-do-mato é um dos mamiferos silvestres mais atropelados no Brasil,
considerando o atropelamento a maior ameaca da espécie (BRUM et al., 2018).
Estima-se que mais de 490 milhdes de animais silvestres morrem decorrente ao
atropelamento, no qual 90% séo pequenos vertebrados, 9% animais de médio porte
e 1% animais de grande porte (CBEE, 2018).

Outro fator que ameaca as populagcdes de cachorro-do mato € o confronto
direto com canideos domésticos, muitas vezes de maior porte do que a espécie
silvestre, o que pode ocasionar lesdes graves que resultam na morte do cachorro-do-
mato (LEMOS et al., 2011). Assim como, a cacga e captura de filhotes com intuito de
serem criados como pet, Sdo outros riscos importantes a conservacdo da espécie
(BEISIGEL et al., 2013).
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2.2 Doencas que acometem os cachorros-do-mato

2.2.1 Brucelose

A brucelose é uma zoonose distribuida mundialmente e encontra-se difundida
no territorio brasileiro. A importancia econémica atribuida a essa doenca esta baseada
nas perdas diretas resultantes da morte de animais, da queda no ganho de peso,
diminuicdo da producéo de leite, do descarte precoce e condenagéo de carcagas no
abate (DOS SANTOS et al, 2016).

E uma doenca crénica de animais domésticos, silvestres e seres humanos
causada por bactérias do género Brucella, que possuem grande capacidade de
invadir, sobreviver por longos periodos e se multiplicarem no interior das células
hospedeiras (POESTER; SAMARTINO; SANTOS, 2013).

Sua transmissao ao ser humano se da pelo contato com fetos e membranas
fetais, contato direto com visceras, leite e produtos lacteos contaminados, o que torna
profissionais médicos veterinarios, vaqueiros, pedes, agentes de inspecao e
laboratoristas classes com maiores riscos para a infecgcdo (DOS SANTOS et. al.,
2016).

Em cées domésticos, a doenca vem sendo estudada no Brasil em areas rurais
e proximas as cidades (AZEVEDO et al., 2003; AGUIAR et al., 2005). Os principais
agentes sdo B. canis e B. abortus, tendo como principais sintomas o aborto nas
fémeas e esterilidade em machos, com casos confirmados em seres humanos
(GREENE; CAMICHAEL, 2006; LUCERO et al., 2009).

Em canideos silvestres, existem relatos em raposas da espécie Dusicyon
culpaeus e Dusicyon griseus de vida livre na Argentina (MARTINO et al., 2004), em
raposinhas-do-campo cativas no estado de S&o Paulo e na regiao nordeste do Brasil
(OLIVEIRA-FILHO et al., 2012) e também em espécimes de vida livre (AZEVEDO et
al., 2010).

2.2.2 Babesiose
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A babesiose € uma doenca causada por hemoprotozoarios da familia
Babesiidae, do género Babesia (IRWIN, 2009), que infectam eritrocitos, causando
hemolise nestas células (TABOADA; LOBETTI, 2006).

Com o avanco dos estudos moleculares e genéticos, o agente Babesia canis
foi subdvidido em trés diferentes subespécies: Babesia canis canis, Babesia canis
rossi e Babesia canis vogeli, sendo B. vogeli é a mais prevalente no territério brasileiro
(COSTA-JUNIOR et al., 2009).

A doenca ocasionada pelos hemoparasitos € transmitida por carrapatos
ixodideos, sendo Babesia canis vogeli, presente no Brasil, transmitida por
Rhipicephalus sanguineus (IRWIN, 2009), B. canis rossi por Haemophysalis leachi e
B. canis canis transmitida por Demacentor reticulatus (TABOADA; LOBETTI, 2006).

A ocorréncia desta enfermidade foi descrita na América do Norte com alta
prevaléncia de B. microti-like em raposa vermelha (Vulpes vulpes) e raposa cinzenta
(Urocyon cinereoargentus) (BIRKENHEUR et al., 2010), assim como na Africa do Sul,
onde foi detectada alta prevaléncia de B. canis rossi em cées silvestres (Lycoon
pictus), por meio de diagnéstico molecular (MATJILA et al., 2008).

No Brasil existem relatos de infec¢éo por Babesia sp. confirmada por PCR em
graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) (RUAS et al., 2003), em lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus) (SERRA-FREIRE et al,, 1993) em raposinha-do-mato
(Pseudolopex vetulus) (MARTINS et al., 2006) e em cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous) pela observacao do protozoario em sangue de 6rgaos internos (PARAENSE;
VIANA, 1948).

2.2.3 Rangeliose

A rangeliose é uma doenca causada pelo piroplasmideo Rangellia vitalii e foi
inicialmente descrita no inicio do século XX, entretanto a caracterizacdo da espécie
foi descrita somente um século apds aos primeiros relatos, por meio de estudos
moleculares (SOARES et al., 2011; LEMOS et al., 2012).

E transmitida pelo carrapato Amblyomma aureolatum e se diferencia da
infeccdo por Babesia sp. pelo diagnéstico molecular (FRANCA et al., 2010).
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O agente Rangelia vitalii foi alvo de um estudo da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) no qual demonstrou que o agente é a principal causa de doenca
hemolitica nos céaes necropsiados na regido Centro Ocidental do Rio Grande do Sul
(FIGHERA et al., 2008). Nesse mesmo contexto, Soares et al. (2014) citaram ser 0

hemoparasito mais detectado no territério brasileiro.

A infeccdo em caes domésticos foi relatada no Brasil (FRANCA et al., 2010;
LEMOS et al., 2012;), Argentina (EIRAS et al., 2014) e Uruguai (SOARES et al., 2015).
Em canideos silvestres, foi detectada a infeccdo em cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous) no Rio Grande do Sul e Sdo Paulo por PCR (SOARES et al., 2014). Em Santa
Catarina, Quadros et al. (2015) diagnosticaram R. vitalii em raposinha-do-campo
(Lycalopex gymnocercus) e Silveira et al. (2016) identificaram o hemoparasito em

lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) no estado de Minas Gerais.

2.2.4 Hepatozoonose

O género Hepatozoon, compreende mais de 300 espécies de protozoarios que
pertencem ao filo Apicomplexa (EWING, PANCIERA, 2003) e acometem diversas
espécies de animais domésticos e silvestres (VINCENT-JOHNSON; MACINTYRE,
BANETH, 1997). Esses mesmos autores citaram que a hepatozoonose canina €&
causada por duas diferentes espécies, Hepatozoon canis e H. americanum, sendo
que no Brasil, a principal espécie relacionada a doenca € H. canis. E transmitida no
territorio brasileiro por Rhipicephalus sanguineus, quando o animal ingere o carrapato
adulto contendo oocinetos maduros em sua hemocele. Em areas rurais, pode haver
envolvimento de Amblyomma ovale e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (DE
MIRANDA et al., 2014).

O primeiro relato da doenca no Brasil foi no ano de 1970, no estado do Rio de
Janeiro (MASSARD,1979), e tem sido diagnosticada desde entdo, por analises
moleculares e soroldgicas no estado de S&do Paulo (RUBINI et al., 2008), Minas Gerais
(MUNDIM et al., 2008), Rio de Janeiro (FORLANO et al., 2007) e Espirito Santo
(SPOLIDORIO et al., 2010).
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Em animais silvestres, a manifestacdo clinica é na maioria das vezes
assintomatica (RUBINI et al., 2008), e os cdes domiciliados podem apresentar
anorexia, diarreia, hipertermia, anemia, apatia, prostracdo e alteracdes pulmonares
(MUNDIM et al., 2008).

Estudos anteriores demonstraram que as hepatozoonoses sdo comumente
diagnosticadas em canideos silvestres ao redor do mundo, como no céo silvestre
africano (Lycaon pictus) (MATJILA et al., 2008) e raposa vermelha (Vulpes vulpes)
(GIMENEZ et al., 2009). No Brasil, foi diagnosticada em cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous) no Rio Grande do Sul (CRIADO-FORNELIO et al., 2006) e em cachorro-vinagre
(Speothos venaticusa), raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus) e lobo-guard
(Chrysocyon brachyurus) (ANDRE et al., 2010).

2.2.5 Helmintoses

O estudo sobre a ecologia e epidemiologia de helmintos em carnivoros
silvestres é, de certa forma, limitado quando se compara aos estudos com animais
domesticados (OTRANTO et al., 2013).

No entanto, considerando-se que o crescimento da populacdo humana tem
consequéncia na reducdo da fronteira entre animais silvestres e domésticos, é de
certo que a interacao entre as espécies resulta em maior prevaléncia de parasitos nas
populacdes selvagens (THOMPSON; SMITH, LYMBERY, 2010; TOMPKINS et al.,
2011).

Animais de vida livre possuem um equilibrio da carga parasitaria, enquanto os
animais selvagens de cativeiro sofrem com problemas de estresse e restricdo de
habitat, que resulta em uma autoinfeccdo e manutencdo do parasito no animal
(LASPRILLA; OCAMPO; LOPEZ, 2009; SNAK et al., 2014).

No Brasil, frequentemente sdo diagnosticados parasitos em cachorro-do-mato,
como Horta-Duarte et al. (2004) na Zona da Mata mineira que identificaram
nematddeos: Angiostrongylus vasorum, Strongyloides sp., Capillaria sp., Ancylostoma

sp. e Rictularia sp. Foram também encontrados ovos de nematddeos e trematdédeos



23

em Cerdocyon thous e Lycopex vetulus em um estudo conduzido na regido da Serra
do Cipo, também em Minas Gerais (CURI, 2005).

No estado de Séao Paulo, foram descritas em cachorro-do-mato Ancylostoma
braziliense, Ancylostoma buclkei, Rictularia sp., Angiostrongylus vasorum, Athesmia
heterolecithodes, Diphyllobothrium sp., e Onciola canis (GRIESE, 2007). No Rio
Grande do Sul, observaram Ancylostma caninum, Molineus felineus, Strongyloides
sp., Trichuris sp., Capillaria hepatica, Alaria alata, Athesmia heterolecithodes,
Spirometra sp., parasitas da familia Diphybothriidae., Centrorhychus sp. (RUAS et al.,
2008) e Platynosomun sp. (DUARTE, 2007; CURI, 2015).
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CAPITULO 1. Amplificacdo de DNA de Brucella sp., Babesia sp., Rangellia sp. e
Hepatozoon sp. em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) de vida livre no

Espirito Santo

RESUMO

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) é um canideo silvestre com distribuicdo em
toda América do Sul e por possuir habitos generalistas, frequentemente tem contato
estreito com populagdes humanas e consequentemente animais domesticados. Essa
relacdo de proximidade pode representar risco para esta espécie pois além das
ameacas diretas, como o atropelamento, caca e perda de habitat, as doencas
infecciosas, comuns as espécies silvestres e aos animais domeésticos, também podem
ocorrer. Assim, o presente estudo propds investigar a ocorréncia de Brucella sp.,
Babesia sp., Rangelia sp. e Hepatozoon sp. em Cerdocyon thous de vida livre do
Espirito Santo. Para isto foram utilizados 19 cadaveres de cachorros-do-mato, vitimas
de atropelamento em rodovias do Espirito Santo. Os animais foram necropsiados no
setor de Patologia Animal da Universidade Federal do Espirito Santo conforme
protocolo de rotina e foram coletados fragmentos de baco. Os fragmentos foram
congelados a -80°C e posteriormente transportados em caixa de isopor lacrada
contendo gelo seco até o Laboratorio de Patologia Molecular da Universidade Federal
de Minas Gerais para a realizacdo da técnica de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). As analises revelaram que nao houve amplificacdo do DNA do agente alvo em
nenhuma amostra. Vale ressaltar que, por se tratarem de animais vitimas de
atropelamento néo foi possivel se avaliar o status sanitario dos mesmos. Diante disto,
nota-se que mais estudos devem ser realizados para esclarecer o papel do cachorro-
do-mato na transmissdo dessas doencas, uma vez que este animal pode funcionar
como sentinela, ou mesmo reservatorio. Sendo assim, deve-se pesquisar qual a
participacéo do C. thous na epidemiologia da brucelose e das hemoparasitoses.

Palavras-chave: Brucelose; PCR; Hemoparasito.
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ABSTRACT

The crab-eating fox (Cerdocyon thous) is a wild canid with distribution throughout
South America and because it has general habits, it often has close contact with
human populations and consequently domesticated animals. This proximity may be a
risk for this species because, in addition to direct threats, such as trampling, hunting
and habitat loss, infectious diseases common to wild species and domestic animals
may also occur. Thus, the present study proposed to investigate the occurrence of
Brucella sp., Babesia sp., Rangelia sp. and Hepatozoon sp. in Cerdocyon thous of free
life of the Espirito Santo State, Brazil. For this purpose, 19 cadavers of crab-eating fox
were used, victims of trampling on highways of Espirito Santo. The animals were
necropsied in the Animal Pathology sector of the Universidade Federal do Espirito
Santo according to routine protocol and spleen fragments were collected. The
fragments were frozen at -80° C and then transported in boxes containing dry ice to
the Molecular Pathology Laboratory of the Universidade Federal de Minas Gerais for
the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Analyzes revealed that there was
no amplification of the target agent DNA in any sample. It is worth noting that, because
they were animals that were hit by trampling, it was not possible to evaluate their
sanitary status. In view of this, it is noted that further studies should be carried out to
clarify the role of the crab-eating fox in the transmission of these diseases, since this
animal can act as a sentinel, or even a reservoir. Therefore, it is necessary to
investigate the participation of C. thous in the epidemiology of brucellosis and

hemoparasitosis.

Key words: Brucellosis; Hemoparasites; PCR.

1. INTRODUCAO

A espécie Cerdocyon thous, conhecida vulgarmente como cachorro-do-mato,
€ um canideo silvestre onivoro, podendo se alimentar de crustaceos, frutas e
pequenos vertebrados como mamiferos, anfibios e répteis. Possuem habitos noturnos
e crepusculares, realizando a caca sozinho ou em pequenos grupos (FACURE;
GIARETTA; MONTEIRO-FILHO, 2003).
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Esta espécie possui ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em todos os
biomas brasileiros, ocupando uma gama variada de habitats sendo tolerante a
perturbacdes antropicas e pode estabelecer relacdo estreita com animais
domesticados (BEISEGEL et al., 2013).

Este contato eventualmente se d4 em forma de predagcdo de carcacas de
animais domésticos, além de alimentos processados e residuos alimenticios de areas
onde existe a ocupacdo humana ou animais domesticados (FACURE; GIARETTA,
MONTEIRO-FILHO, 2003). Essa estreita relacdo, pode fazer com que estes animais
sejam infectados por diferentes agentes de potencial zoonoético. Desta forma, embora
nao sejam importantes disseminadores das doencas, podem se tornar reservatorios,
0 que poderia facilitar o diagnostico de muitas destas enfermidades (PEAKALL;
BOYD, 1987). Por outro lado, o fato de serem hospedeiros dos agentes, podem
emergir ou reemergir agentes infecciosos em determinadas regides (SANTOS et al.,
2016).

Neste contexto, estudos sobre agentes infecciosos que causam doencas
comuns em animais silvestres e domesticados sdo de suma importancia para
estabelecer a epidemiologia destas doencas de interesse médico veterinario nas
populacdes selvagens (MARTINS et al., 2006; CRIADO-FORNELIO et al., 2006;
SOARES et al., 2014; OLIVEIRA-FILHO et al., 2012).

Assim, alguns estudos foram realizados em canideos silvestres para verificar a
presenca do agente infeccioso Brucella sp. (MARTINO et al., 2004; AZEVEDO et al.,
2010; OLIVEIRA-FILHO et al., 2012), causador da brucelose, zoonose de importancia
mundial (DOS SANTOS et al., 2016). Além de estudos envolvendo hemoparasitoses,
como: Babesia sp. (PARAENSE; VIANA, 1948; RUAS et al., 2003; MARTINS et al.,
2006; MATJILA et al., 2008; BIRKENHEUR et al., 2010), Rangelia sp. (EIRAS et al.,
2014; SOARES et al., 2014; QUADROS et al., 2015, SOARES et al., 2015; SILVEIRA
et al., 2016), Hepatozoon sp. (CRIADO-FORNELIO et al., 2006; MATJILA et al., 2008;
GIMENEZ et al., 2009; ANDRE et al., 2010).

Os diagnésticos dessas enfermidades podem ser realizados utilizando
diferentes técnicas laboratoriais, entretanto, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
foi empregada como diagndstico alternativo aqueles rotineiramente utilizados para

identificacdo de agentes infecciosos, devido sua alta especificidade, sensibilidade e
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ndo haver necessidade de que o patdégeno se encontre viavel na amostra biolégica
(CARVALHO, 2016).

Diante disto, no intuito de buscar melhorias para a sanidade dos animais
silvestres e domeésticos e conservacao das espécies silvestres, além de contribuir para
a adocdao de politicas publicas de saude, o presente trabalho teve por objetivo realizar
a amplificacdo de DNA de Brucella sp., Babesia sp., Rangellia sp. e Hepatozoon sp.
em Cerdocyon thous de vida livre do Espirito Santo, encontrados mortos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 19 cadaveres de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) de
vida livre encaminhados ao Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterinario
da Universidade Federal do Espirito Santo (HOVET-UFES) provenientes da Reserva
Biol6gica de Sooretama com sede no municipio de Sooretama, ES, Museu de Biologia
Professor Mello Leitdo com sede no municipio de Santa Tereza, ES, Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro com sede no municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ, Secretaria do Meio Ambiente do municipio de Marataizes, ES, no

periodo de janeiro a julho de 2018.

Este protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da UFES, sob numero 065/2017.

Todos os animais foram mantidos congelados nos locais de origem até o envio
ao Laboratério de Patologia Animal da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Os animais foram identificados de acordo com o numero de registro de

entrada no referido Laboratorio.

2.2 Necropsia e coleta de amostras
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Os animais recebidos foram necropsiados na Sala de Necropsia do Setor de
Patologia Animal da UFES seguindo a técnica de rotina do setor que & baseada no
exame externo e interno detalhado do cadaver. O exame externo consiste em
avaliacdo do escore corporal do animal, condicGes de pele e pelos e presenca de
ectoparasitos. O exame interno consiste da avaliacdo macroscopica direta das
cavidades e Orgdos e avaliagdo das lesbes conforme localizacdo anatdmica,
distribuicdo e intensidade. De cada animal foram coletadas amostras de baco medindo

1cm x 1cm em duplicata.

As amostras foram acondicionadas em criotubos de 2mL, devidamente
identificadas e congeladas a -80 °Celcius em ultrafreezer do Setor de Animais de
Producédo da UFES.

2.3 Processamento das amostras e reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

As amostras foram transportadas em caixa de isopor lacrada e preenchida com
gelo seco para posterior processamento no Laboratério de Patologia Molecular da

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte - MG.

A identificag@o original dos animais seguindo o registro no Laboratério de
Patologia Animal foi alterada por nimeros arabicos em ordem crescente e extracao
do material genético foi realizada de acordo com o protocolo de extracao de guanidina
(PITCHER et al., 1989).

ApoOs a extracdo do DNA, a concentracdo de material genético foi determinada

por espectrofotometria.

A reacao em cadeia de polimerase para brucelose foi realizada seguindo o
protocolo de Bayli et al. (1992) (Tabela 1), e a PCR para hemoparasitos (Babesia sp.
Rangelia sp. e Hepatozoon sp.) foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Harrus et al. (2011) (Tabela 2).

Tabela 1 - Gene alvo e primers utilizados para a amplificacdo do DNA de Brucella sp.
em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) necropsiados no Laboratério de Patologia

Animal da UFES no periodo de janeiro a julho de 2018.
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) _ o Tamanho _
Patégeno Alvo Primer Sequéncia5— 3’ Referéncia
de PB
Brucella TGGCTCGGTTGCCAA
Sp. BCS B4f TATCAA 223 BAYLI et
P31 B5r GCGGCTTGCCCTTCA al.,1992
AGGTCTG

Tabela 2 - Gene alvo e primers utilizados para a amplificacio do DNA de
piroplasmideos em cachorro-domato (Cerdocyon thous) necropsiados no Laboratério

de Patologia Animal da UFES no periodo de janeiro a julho de 2018.

_ L ] Tamanho o

Patogeno Alvo Primer Sequéncia5— 3 Referéncia
de PB
Babesia sp.,
_ PIRO AATACCCAATCCTGA
Rangelia
Gene Af CACAGGG 400 HARRUS et

sp.,
g 185 PIRO TTAAATACGAATGCC al., 2011
Hepatozoon

Br CCCAAC
sp.

Os dados foram avaliados por estatistica descritiva baseado em percentuais.

3. RESULTADOS

Dos 19 animais utilizados no presente estudo, 11 (57,90%) foram originarios da
Reserva Bioldgica de Sooretama localizada no municipio de Sooretama, ES, seis
(31,58%) do Museu de Biologia Professor Mello Leitdo localizado no municipio de
Santa Tereza, ES, um (5,26%) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, sediada no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ e um (5,26%) animal
da Secretaria de Meio Ambiente do municipio de Marataizes, ES. No total foram
utilizados 14 (73,68%) animais machos e cinco (26,32%) fémeas, sendo que a fémea
proveniente de Campos dos Goytacazes tratava-se de individuo jovem. Os demais C.

thous foram classificados como adultos (Figura 2).
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Figura 2. Valores absolutos do nimero de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) por
municipio, sexo e idade necropsiados no Laboratoério de Patologia Animal da UFES

no periodo de janeiro a julho de 2018.

O trauma por atropelamento (Figura 3) foi responsavel pelo ébito de 18
cachorros-do-mato, devido lesdes de fraturas, hemorragias e ruptura de Orgéos
internos. Um animal foi submetido a eutandsia devido a grave leséo

perfurocontundente provocada por ataque de um canino domeéstico.

Figura 3- Exemplar de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) encontrado morto devido
a lesdes traumaticas provocadas por atropelamento as margens de rodovia BR101
Sul, trecho km306 x km 335, no estado do Espirito Santo.
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Apbs a extracdo do DNA foram obtidos qualidade de amostra satisfatoria em
relacdo a concentracdo de material genético (Figura 4), mesmo que as amostras

exibissem elevado grau de autdlise.
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Figura 4 - Valores absolutos em nanogramas/yuL da concentracdo de DNA obtidos
apos a extracdo de amostras de baco de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)
necropsiados no Laboratério de Patologia Animal da UFES no periodo de janeiro a
julho de 2018.

Observou-se que a amostra 04 revelou resultado inconclusivo. Por esse motivo,
repetiu-se a reagdo em cadeia de polimerase, somente nesta amostra, com adi¢éo de
mais 2 pL da enzima tag polimerase. A reagéo de cadeia polimerase para o agente
Brucella sp. (Figura 5) demonstrou que a eletroforese em gel de agarose revelou que
a amplificacdo de DNA para o diagndéstico de Brucella sp. foi negativa em 100% das

amostras.

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose, evidenciando C+ (Controle positivo) e
resultado inconclusivo na amostra 04. Demais amostras confirmados como negativo
em cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) necropsiados no Laboratério de Patologia

Animal da UFES no periodo de janeiro a julho de 2018.
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Entretanto, apos a reacdo (Figura 6) ndo houve amplificacdo de DNA do gene

alvo do estudo.

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose apds adicdo de TAQ na amostra 04 em
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) necropsiado no Laboratério de Patologia Animal

da UFES no periodo de janeiro a julho de 2018.

Em relacdo a reacdo de cadeia polimerase para os agentes Babesia sp.,
Rangelia sp., e Hepatozoon sp. (Figura 7), a eletroforese em gel de agarose revelou
que a amplificacdo de DNA com alvo no gene 18S, comum a todos 0s agentes

testados, foi negativa em 100% das amostras.

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose evidenciando o controle positivo (C+) em
cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) necropsiados no Laboratério de Patologia

Animal da UFES no periodo de janeiro a julho de 2018.

4. DISCUSSAO

No presente estudo a alta ocorréncia de animais oriundos dos municipios de
Sooretama e Santa Tereza pode estar relacionada ao fato dos dois municipios
possuirem monitoramento de estradas frequentes associados a diversas pesquisas
na area de ecologia por diferentes instituicbes, como a REBIO de Sooretama e o
Musedo de Biologia Mello Leitdo. Com isto, ha maior disponibilidade de cadaveres.
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Evidenciou que os animais machos e de fase adulta tendem a sofrer mais com
fatores que levam a morte, principalmente por atropelamento. Essa caracteristica
corrobora com a descrita por Santana (2012) e pode ser explicada pelo cuidado
parental da fémea, que se isola para parir e amamentar os filhotes, ndo explorando

grandes territérios.

O atropelamento foi relacionado diretamente com o 0bito dos animais utilizados
no presente estudo, entretanto ndo se pode descartar a presenca de outros processos
patolégicos concomitantes, nao elucidados por se tratarem de animais de vida livre.
Sabe-se que os atropelamentos, de um modo geral, levam a ocorréncia de lesdes
graves impossibilitando o exame detalhado de alguns érgdos. Sendo assim, o
diagnéstico de outras doencas pode ser dificultado. Neste contexto, doencas
infecciosas poderiam debilitar os animais facilitando a colisdo dos mesmos com

veiculos automotores.

Em relagéo ao agente Brucella sp. investigado no presente estudo, a pesquisa
conduzida por Oliveira Filho (2007) também revelou resultados negativos em
cachorro-do-mato, entretanto o método de diagnéstico utilizados por estes autores foi
diferente, utilizando-se o teste de antigeno acidificado tamponado (AAT) e teste de
fixacdo de complemento (FC). E importante destacar que o teste AAT é uma prova de
aglutinacao rapida que indica a presenga ou auséncia de imunoglobulina G, enquanto
que, o teste FC se baseia na inativacdo do complemento pelo complexo antigeno-

anticorpo, ou seja, em ambos os testes ha necessidade da presenca de anticorpos.

Também foram realizados testes de AAT e 2-mercaptoetanol (teste que
desnatura a imunoglobulina M redizindo o numero de reagdes inespecificas) em 60
raposas (Pseudalopex vetulus) atropeladas no semiarido paraibano para deteccao de
B. canis e B.abortus, em que obtiveram resultado positivo em quatro amostras para o
agente B. abortus (AZEVEDO et al. 2010). Apesar de existir proximidade taxondmica
e semelhancas de habitos entre as raposas e 0s cachorros-do-mato, tratam-se de
espécies distintas. Um outro ponto a ser considerado € o nUmero de amostras utilizado
por Azevedo et al. (2010) que foi cerca de trés vezes maior do que o presente estudo
0 que poderia trazer uma maior probabilidade de encontrar amostras positivas. Estes

autores também tiveram periodo amostral maior.
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Quando realizado o teste de Rosa de Bengala (RBT) e Polarizagcéo
Fluorescente (FPA) em 38 Cerdocyon thous de vida livre da regido do pantanal
brasileiro, Dorneles et al. (2014), diagnosticaram o agente B. abortus em cinco
animais, 0 que caracteriza uma baixa ocorréncia do patégeno para a espécie. Vale
ressaltar que o teste de FPA se baseia na diferenca rotacional entre a molécula do
antigeno soltvel (marcado com fluorocromo) e essa mesma molécula ligada ao

anticorpo, portanto detecta a presenca de anticorpos.

No estudo conduzido por Hayashi (2013), o diagnéstico molecular utilizando a
técnica de reacao em cadeia polimerase em 41 cachorros-do-mato de vida livre da
regido do Parque Nacional da Emas, ndo detectou nenhuma amostra positiva para
Brucella sp., assim como Proenca (2007) em experimento conduzido com sete
C.thous de vida livre na Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas. Acredita-se que os
resultados negativos para Brucella sp. em cachorro-do-mato, inclusive, os do presente
estudo, utilizando-se testes moleculares que sédo altamente sensiveis e especificos,
ocorreram pelo fato de nédo existir infeccdo pelo agente, pois os testes de AAT, FC,
RBT e FPA, sdo testes soroldgicos e, portanto, detectam anticorpos circulantes e
demonstram que houve contato dos hospedeiros com o0 agente, no entanto, n&o

indicam necessariamente infeccao.

Outro fator que deve ser considerado € que a maioria dos relatos para deteccéo
de Brucella sp. utilizaram animais de vida livre o que dificulta a avaliacdo do estado
clinico e a confirmacéo da doenca. Entretanto, alguns estudos realizaram a captura
dos animais vivos e a coleta de material, no entanto, também n&o encontraram
nenhum animal com sinal clinico (PROENCA, 2007; HAYASHI, 2013; DORNELES et
al. 2014).

Apesar do habito alimentar generalista do cachorro-do-mato que, por vezes,
pode se alimentar de fetos abortados, restos placentarios, carcacas de animais de
producéo, o papel do cachorro-do-mato na transmissédo da brucelose necessita ser
melhor esclarecido, uma vez que este animal pode funcionar como sentinela, ou
mesmo reservatério da doenca. Sendo assim, deve-se investigar mais a fundo a

participacdo do C. thous na epidemiologia da doenca no territério brasileiro.
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Em relacdo aos agentes Babesia sp., Rangellia sp. e Hepatozoon sp.,
comumente sdo diagnosticados em animais domésticos de diferentes espécies em
diversas regibes do territdrio brasileiro, por variadas técnicas de diagndstico.
Entretanto, no presente trabalho, a amplificacdo de DNA do gene alvo ndo ocorreu

em nenhuma amostra.

Todavia, em um estudo no pantanal brasileiro, 78 C. thous foram testados para
Babesia sp., pelo teste de ELISA e PCR. Quando utilizado o teste de ELISA, 42
cachorros-do-mato foram sororreativos para o agente B. vogeli, porém quando
realizado o PCR, somente um animal foi positivo (DE SOUSA et al., 2018). Por outro
lado, na rodovia ES-060 entre os municipios de Guarapari e Vila Velha, Almeida et al.
(2013) diagnosticaram por meio da reacdo em cadeia de polimerase Babesia sp. em

10 C. thous de 58 animais testados.

A alta prevaléncia de Babesia sp. nos animais avaliados por De Sousa et al.
(2018) pela técnica de ELISA pode ser justificada por se tratar de teste sorolégico que
detecta presenca de anticorpos. Assim, ndo caracteriza obrigatoriamente um quadro
de infeccdo pelo agente. Contudo, Almeida et al. (2013) utilizaram amostras de
animais provenientes de regides semelhantes ao presente estudo e encontraram
prevaléncia de 17,24%. No entanto, estes mesmos autores revelaram que no periodo
amostrado (2004 a 2009) todos o0s animais positivos mostraram infestacao
concomitante por carrapatos. No presente estudo, além de ter sido coletado material
em anos posteriores, nenhum animal avaliado revelou presenca de ectoparasitos o

gue pode explicar os resultados negativos para Babesia sp.

Quando se considera a rangeliose, os resultados obtidos no presente estudo
sdo semelhantes aos de Almeida et al. (2013) e De Sousa et al. (2018) que também
utilizaram a PCR em seus estudos. Estes dados mostram que mesmo animais que
possuiam carrapatos, como os avaliados por Almeida et al. (2013) que utilizaram
animais atropelados na Rodovia ES-060, ndo foram detectados esses hemoparasitos.

Apesar disso, a presenca de Ragelia sp. foi diagnosticada em cachorro-do-
mato utilizando a PCR em animais de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, onde foram
amostrados animais de vida livre e animais em cativeiro. Destes animais, 13 eram

animais de vida livre e 46,2% foram diagnosticados como positivos (SOARES et al.,
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2014). Na mesma regido em um estudo utilizando dois cachorros-do-mato, foi
diagnosticada também por meio da reacdo em cadeia polimerase, 0 agente R. vitalli
em um animal (50%) (FREDO et al. 2015).

A alta prevaléncia de rangeliose observada nos estados de S&o Paulo e Rio
Grande do Sul pode ser explicada por se tratarem de regides endémicas para este
hemoparasito (SOARES et al., 2014). No estado do Espirito Santo, até o presente
momento, ndo existem dados na literatura da presenca do agente em nenhuma

espécie.

A hepatozoonose € uma doenca relativamente comum e de alta prevaléncia em
cachorro-do-mato em diferentes regides do Brasil. Na regido do pantanal brasileiro,
de 78 espécimes testados para o agente, 91% foram positivos (DE SOUSA et al.,
2018), no Espirito Santo, dos 58 animais provenientes da ES-060 entre as cidades de
Vila Velha e Guarapari, 50% foram detectados com o agente (ALMEIDA et al., 2013)
e no Rio Grande do Sul, de oito C. thous testados, cinco foram positivos para

Hepatozoon sp.

Conquanto, alguns estudos encontraram infecgdo concomitante entre Rangelia
sp. e Hepatozoon sp. em canideos silvestres no Sul do Brasil (SILVEIRA et al. 2016;
SILVA et al. 2018).

A auséncia de ectoparasitas no presente trabalho pode justificar o resultado
negativo para Babesia sp., Rangelia sp., e Hepatozoon sp., pois todos esses
patégenos sdo transmitidos por meio dos carrapatos, tanto pelo repasto sanguineo
(Babesiose e Rangeliose), quanto pela ingestdo do ectoparasita (Hepatozoonose).
Uma outra justificativa para a auséncia dos carrapatos pode estar relacionada a
imunidade dos individuos, pois sabe-se que animais saudaveis dispdem de
mecanismos imunoldgicos que podem modificar a estrutura da pele do hospedeiro e
prejudicar o repasto sanguineo do artropode (PARIZI; MASUDA; VAZ JUNIOR, 2007).
Entretanto, no presente estudo ndo ha como afirmar que os animais estavam
totalmente saudaveis por se tratarem de animais mortos decorrentes de traumas. Um
outro ponto ainda que deve ser considerado € que o tempo decorrido entre a morte
dos animais e o0 armazenamento dos cadaveres pode ter possibilitado o

desprendimento dos ectoparasitos da pele.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que os exemplares de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) de
vida livre do Espirito Santo, encontrados mortos, avaliados no presente estudo néo
possuiram amplificacdo do DNA de Brucella sp., Babesia sp., Rangellia sp. e
Hepatozoon sp.

Diante disto, futuros estudos devem ser realizados para esclarecer o papel do
cachorro-do-mato na transmissédo dessas doencas, uma vez que este animal pode
funcionar como reservatério. Sendo assim, deve-se pesquisar qual a participacao do
C. thous na epidemiologia da brucelose e das hemoparasitoses.
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CAPITULO 2. Avaliacdo morfologica de figado e pulméo associados a infec¢éo
por parasitos das familias Dicrocoeliidae e Metastrogylidae em Cerdocyon

thous (cachorro-do-mato) de vida livre vitimas de traumas

RESUMO

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), € um canideo selvagem que habita desde a
Patagbnia até o norte da Venezuela. Possui habitos generalistas e oportunistas,
facilitando assim seu contato com populacdes humanas. Esse contato direto leva ao
risco da espécie ser afetada por predacdo de canideos domésticos, caca,
domesticacdo de filhotes e atropelamentos e isto faz com que C. thous seja,
atualmente, um dos mamiferos mais atropelados no Brasil. Essa proximidade com
areas antropicas favorece a ocorréncia de infeccfes por agentes comuns a animais
domésticos. Assim, o presente estudo propds realizar a avaliacdo morfologica de
figado e pulmdo em Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) de vida livre. Para isto,
foram utilizados 20 cadaveres de cachorros-do-mato, vitimas de atropelamento em
rodovias do Espirito Santo e Rio de Janeiro. Os animais foram necropsiados no setor
de Patologia Animal da Universidade Federal do Espirito Santo e coletadas amostras
de figado e pulmdo para histopatologia. As principais lesdes observadas na
macroscopia dos cadaveres foram fraturas ésseas, hemorragias cavitarias e ruptura
de 6rgao internos. A microscopia revelou alteragdes circulatorias generalizadas em
figado e pulméo que foram associadas aos traumas. Observaram-se ainda fibrose
periductal, proliferacédo ductal, hiperplasia periductal e presenca de parasitos adultos
e ovos de casca espessa que foram associados a trematodas da familia Dicrocoeliidae
e em pulmao pneumonia granulomatosa multifocal, hemossiderose difusa e larvas de
parasitos que foram associados a nematodas da familia Metastrogylidae. Conclui-se
que existem lesbes inflamatérias e fibroticas em figado e pulmdo que estéo
associadas ao parasitismo por espécimes das familias Dicrocoelidae e
Metastrogylidae. Estes dados demonstram a importancia de se verificar a ocorréncia
e distribuicdo dos parasitos em carnivoros silvestres para criar estratégias de manejo
mais adequadas a conservacao, assim como a identificacdo da fauna parasitaria

nesses animais.

Palavras chave: Canideos silvestres; Helmintos; Histopatologia.
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ABSTRACT

The crab-eating fox (Cerdocyon thous), is a wild canid that inhabits from Patagonia to
the north of Venezuela. It has generalist and opportunistic habits, thus facilitating its
contact with human populations. This direct contact leads to the risk of the species
being affected by predation of domestic canids, hunting, domestication of puppies and
trampling, and this fact makes C. thous to be one of the most actually one of the most
trample mammals in Brazil. This proximity to anthropic areas favors the occurrence of
infections by agents common to domestic animals. Thus, the present study proposed
to perform the morphological evaluation of liver and lung in Cerdocyon thous (crab-eat
fox) of free life. For this, 20 cadavers of crab-eating foxes were used, victims of
trampling on highways in Espirito Santo and Rio de Janeiro. The animals were
necropsied in the Animal Pathology Sector of the Universidade Federal do Espirito
Santo and liver and lung samples were collected for histopathology. The main lesions
observed in macroscopy of cadavers were bone fractures, cavitary hemorrhages and
internal organ rupture. Microscopy revealed generalized circulatory changes in liver
and lung that were associated with trauma. Periductal fibrosis, ductal proliferation,
periductal hyperplasia and the presence of adult parasites and thick eggs were
observed, which were associated with trematodes of the family Dicrocoeliidae and
multifocal granulomatous pneumonia, diffuse hemosiderosis and larvae of parasites
that were associated with nematodes of the family Metastrogylidae. We conclude that
there are inflammatory and fibrotic lesions in the liver and lung that are associated with
parasitism by specimens of the families Dicrocoeliidae and Metastrogylidae. These
data demonstrate the importance of verifying the occurrence and distribution of
parasites in wild carnivores to create management strategies more appropriate to

conservation, as well as the identification of parasitic fauna in these animals.

Key-words: Helminths; Histopathology; Wild canides.

1. INTRODUCAO

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), canideo silvestre conhecido

popularmente também como raposa, lobinho e graxaim-do-mato, ndo é um animal
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ameacado de extincdo e é amplamente distribuido por toda América do Sul
(BEISEGEL et al., 2013)

Essa espécie ocupa diversos habitats, desde cerrado, caatinga e florestas
adensadas, ocorrendo desde o extremo norte da Venezuela até a regido da Patagbnia
(LEMOS; FACURE; AZEVEDO, 2011) sendo sua ampla distribuicdo favorecida pelo
seu habito alimentar, pois além de possuirem uma dieta generalista, sdo animais
oportunistas que frequentam com certa facilidade locais em que existem modificaces
antropicas, alimentando-se também de residuos de consumo humano (FACURE;
GIARETTA; MONTEIRO-FILHO, 2003). Também desempenha um papel ecoldgico
fundamental em ambientes naturais, regulando as comunidades faunisticas e assim

influenciando toda dinamica do ecossistema (BERTA et al., 1982).

Porém, o estreito contato com seres humanos resulta em grandes ameacas
para a sobrevivéncia do cachorro-do-mato, sendo relatado ataques de canideos
domésticos, caca, captura de filhote, atropelamentos e enfermidades comuns as

espécies domiciliadas acometendo a espécie silvestre (BRUM et al., 2018).

Neste contexto, a causa mais comum de mortalidade em canideos silvestres é
o atropelamento desses. Geralmente, ocorrem lesBes toracicas, &sseas,
neurolégicas, tegumentares e abdominais. Dentre as lesGes toracicas mais comuns
estdo o pneumotoérax, contusées pulmonares, hemotorax, fraturas de costela e hérnia
diafragmética (CULP; SILVERSTEIN, 2015).

Por outro lado, diversas enfermidades que acometem C. thous podem ser
responsaveis por elevados indices de morbidade, assim destacam-se as provocadas
por helmintos, como: Angiostrongylus vasorum, Platynosomum illiciens,
Ancylostomma bucklelyi, Pterygodermatites affinis, Athesmia heterolecithodes,
Ancylostoma caninum, Molineus felineus, Strongyloides sp., Trichuris sp., Capillaria
hepatica, Alaria alata, Spirometra sp., parasitas da familia Diphybothriidae sp., e
Centrorhychus sp. (DUARTE, 2007; RUAS et al., 2008).

Embora alguns helmintos que infectam cachorros-do-mato sejam descritos na
literatura, no Espirito Santo esses dados ainda sdo escassos. Assim, é importante
verificar a ocorréncia e distribuicdo dos parasitos em carnivoros silvestres para que
sejam criadas estratégias de manejo mais adequadas a conservacao dessas

espécies. Diante disso, objetivou-se descrever os achados histopatolégicos e
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parasitarios em figado e pulméo de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) de vida
livre, vitimas de traumas no intuito de contribuir com o conhecimento da diversidade

parasitaria nesse hospedeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 20 cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) encaminhados ao
Laboratorio de Patologia Animal do Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Espirito Santo (HOVET-UFES) provenientes da Reserva Biologica de Sooretama com
sede no municipio de Sooretama - ES, Museu de Biologia Professor Mello Leitdo com
sede no municipio de Santa Tereza — ES, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro com sede no municipio de Campos dos Goytacazes — RJ e Secretaria
de Meio Ambiente do municipio de Marataizes — ES, no periodo de janeiro a julho de
2018, todos vitimas de traumas, seja por atropelamentos ou de ataques por caes

domeésticos.

Este protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFES, sob numero 065/2017.

Todos os animais foram mantidos congelados nos locais de origem até o envio

ao laboratério de Patologia Animal.

Os animais foram identificados de acordo com o0 numero de registro de entrada

no referido Laboratério.

2.2 Coleta e processamento das amostras

Os animais recebidos foram necropsiados na Sala de Necropsia do Setor de
Patologia Animal do HOVET-UFES seguindo a técnica de rotina do setor. Todos os

cadaveres foram fotodocumentados.
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Durante a necropsia, foi realizada a descricAo macroscopica das lesbes
observadas e foram coletadas amostras de figado e pulmdo, sendo essas

armazenadas em solucéo de formalina a 10%.

As amostras fixadas em formol foram submetidas ao processamento
histologico de rotina para inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram
seccionados em micrétomo rotativo manual com 3um de espessura e, em seguida,
foram depositados em laminas de vidro. As laminas foram coradas pela técnica de HE

(hematoxilina e eosina) e submetidas a analise por microscopia de luz.

As laminas que apresentaram lesfes, foram fotografadas e tanto os ovos
qguanto os fragmentos dos parasitas adultos foram medidos utilizando o programa
ImageJ 64-bit Java 1.8.0_112.

3. RESULTADOS

Dos 20 animais utilizados no presente estudo, 12 foram originarios da Reserva
Biologica de Sooretama localizada no municipio de Sooretama - ES, seis do Museu
de Biologia Professor Mello Leitdo localizado no municipio de Santa Tereza - ES, um
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, sediada no municipio
de Campos dos Goytacazes e um da Secretaria de Meio Ambiente do municipio de
Marataizes. No total, 14 animais eram machos e seis eram fémeas, em que a fémea
proveniente de Campos dos Goytacazes tratava-se de individuo jovem. Os demais C.

thous foram classificados como adultos.

Os principais achados macroscopicos observados estédo dispostos na Tabela
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Tabela 3. Principais les6es macroscopicas de Cerdocyon thous (cachorro-do-mato)
vitimas de traumas necropsiados entre janeiro e julho de 2018 no Laboratério de
Patologia Animal da UFES.

Animal Lesbes

Fraturas Alteracoes Ruptura de érgaos internos

vasculares

N22/18 + + +
N23/18 +
N24/18 + +
N25/18 + + +
N26/18 + +
N27/18 + +
N28/18 + + +
N29/18 +
N30/18 +
N31/18 + +
N32/18 + +
N34/18 +
N145/18 +
N177/18 +
N196/18 + + +
N197/18 +
N198/18 + + +
N199/18 +
N200/18 + + +
N201/18 +

A avaliacdo microscopica do figado revelou congestao hepatica (75% - 15/20),
fibrose periductal (65% - 13/20), proliferacdo ductal (15% - 3/20), hiperplasia periductal
(5% - 1/20), infiltrado inflamat6rio mononuclear (5% - 1/20) e parasitos hepaticos (30%
- 6/20) e, em relacdo a morfologia dos parasitos, observaram-se ventosas, em corte
transversal, que mediram em média 204,03um de comprimento e 166,27um de

largura. Além disto, foram evidenciados fragmentos de ovos que mediram em média
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32,64um de comprimento e 18,73um de largura, com casca espessa de coloragao
marrom, operculados com miracideos no interior (Tabela 4 e Figura 8).

Tabela 4. LesBes microcopicas de figado de Cerdocyon thous (cachorro-do-mato)
vitimas de traumas necropsiados entre janeiro e julho de 2018 no Laboratorio de
Patologia Animal da UFES.

Animal LesOes hepaticas

Congestao Parasitos Fibrose Hiperplasia Proliferagdo Inflam

periductal  periductal ductal acao
N22/18 + + +
N23/18 +
N24/18
N25/18 + + +
N26/18 + + + +
N27/18 +
N28/18 +
N29/18 + +
N30/18 + +
N31/28 + +
N32/18 +
N34/18 + +
N145/18 +
N177/18 + + + +
N196/18 +
N197/18 +
N198/18 + +
N199/18 + +
N200/18 + + + +

N201/18 + +
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Figura 8. Fotomicrografia de figado de Cerdocyon thous: A) Congestédo (*), fibrose

periductal, proliferacdo ductal e hiperplasia ductal (seta) e fragmento de parasito
adulto dentro do ducto biliar (barra 500um); B) Congestao (*), ventosa de parasito no
interior do ducto biliar (seta) associado a discreto infiltrado inflamatério periductal
(barra 200um); C) Fibrose periductal, proliferacdo de ductos (*) e parasitos com ovos
(seta) dentro do ducto biliar (barra 200um); D) Fragmentos de ovos de parasitos com
casca marrom espessa difusos no parénquima (barra 100um). Coloragcdo de

hematoxilina-eosina.

A avaliagdo microscopica do pulméao revelou congestédo (100% - 20/20), edema
(95% - 19/20), hemorragia (55% - 11/20), infiltrado inflamat6rio mononuclear (15% -
3/20), pneumonia granulomatosa multifocal intensa (5%-1/20), hemossiderose difusa
intensa (5% - 1/20), além de parasitos pulmonares (5% - 1/20). Os parasitos
pulmonares observados, em cortes transversal e longitudinal, revelaram larvas
alongadas, arranjadas em formato de espiral que mediram em média 176,21um de
comprimento e 14,23um de largura. Foram evidenciadas larvas menores que mediram
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em média 66,33um de comprimento e 40,5um de largura, envoltas por intensa reacédo
inflamatdria granulomatosa com inumeros macréfagos, células gigantes tipo
Langhans e hemossiderose difusa intensa. Nao foram evidenciados fragmentos de

parasitos adultos ou de ovos (Tabela 5 e Figura 9).

Tabela 5. LesGes microscopicas de pulmao de Cerdocyon thous (cachorro-do-mato)
vitimas de traumas necropsiados entre janeiro e julho de 2018 no Laboratério de
Patologia Animal da UFES.

Animal Lesdes pulmonares

Congestdo Edema Hemorragia Infiltrado Parasitos
inflamatorio

N22/18 + +

N23/18 + + +

N24/18 + +

N25/18 + +

N26/18 + +

N27/18 + + +

N28/18 + + +

N29/18 + + +

N30/18 + + +

N31/28 + + +

N32/18 + +

N34/18 + + +

N145/18 + +

N177/18 + + +

N196/18 + + + +

N197/18 + + +

N198/18 + + +

N199/18 + + +

N200/18 + + +

N201/18 + + +
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Figura 9. Fotomicrografia de pulmdo de Cerdocyon thous: A) Pneumonia

granulomatosa (seta) e fragmentos de larvas de parasitos no interior (barra 100um);
B) Pulmdo com fragmento de larva de parasito alongada e espiralada (barra 50um).

Coloracao de Hematoxilina-eosina.

4. DISCUSSAO

Em relagéo a prevaléncia, o municipio de Sooretama — ES foi responsavel pelo
maior nimero dos animais utilizados no presente estudo, seguido por Santa Tereza —
ES. Esses municipios possuem unidades de conservacao de ambito federal, com
grandes areas naturais preservadas e por consequéncia uma maior quantidade de
animais silvestres. Entretanto, devido a maior abundancia de fauna, as caracteristicas
da malha rodoviaria da regido e aos habitos de C. thous, ocorrem muitos
atropelamentos destes animais aumentando a disponibilidade de cadaveres para
realizacdo das necropsias.

Dentre as lesdes observadas na macroscopia, as fraturas de cranio, fraturas de
membros toracicos e pélvicos e fraturas toracicas (costelas e esterno) foram as mais
prevalentes nos animais avaliados no presente estudo, corroborando com estudos
anteriores em que o atropelamento foi a causa mais comum de fratura em animais
domésticos e silvestres (SANDE; WEST, 2010). Estas lesbes também foram
responsaveis pela maioria dos 6bitos de cdes domésticos atropelados na cidade de
Santa Maria — RS, acometendo membros, regido cervical, toracica e abdominal,

desencadeando também a ruptura de 6rgéos internos (FIGHERA et al, 2008).
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O trauma toracico também foi responsavel por alta mortalidade, 25% das
mortes provocadas por trauma, em que 70% dessas lesGes sao decorrentes de
atropelamentos (OIKONOMOU; PRASSOPOULOS, 2011). Neste contexto, alguns
estudos retrospectivos de casos de fraturas em cades atendidos em hospitais
veterinarios comprovaram que o atropelamento é a causa de 64,7% das fraturas em
membros toracicos no norte do Parana (KEMPER; DIAMANTE, 2010) e a principal
causa de fratura de pelve e fémur (ROEHSIG et al., 2008)

As rupturas de 6rgdos internos também foram frequentes no presente estudo
como baco, rim, figado, estomago, diafragma e pulmé&o e podem explicar os quadros
de hemorragias encontrados. Esses tipos de lesdes sdo comumente relacionadas a
traumas por atropelamento. Por isto, Fighera et al. (2008) relataram que 29,6%

animais apresentavam ruptura de 6rgaos parenquimatosos.

Assim, acredita-se que as les6es macroscépicas observadas neste estudo
podem ser relacionadas com a for¢ca do impacto de veiculos automotivos sobre os
animais. O fato da maioria dos cadaveres terem sido recolhidos a beira das rodovias
refor¢a o intenso trafego existente e uma maior velocidade méaxima permitida pelas

vias, resultando na morte dos animais.

Neste estudo um dos animais apresentou fraturas devido ao ataque de céo
doméstico. Por se tratar de animal de vida livre, a demora para receber os primeiros
atendimentos, comprometeu o membro lesionado e resultou na eutanasia do mesmo.
Desta forma, sabe-se que por ser um animal de pequeno/médio porte e utilizar areas
onde existe a ocorréncia de animais domésticos, C. thous é altamente susceptivel aos
ataques de canideos domiciliados, o que torna esse contato um fator risco para a

espécie.

Em relacéo as lesdes microscopicas observadas neste estudo, as alteracdes
circulatérias foram as mais prevalentes na maioria das amostras de figado e pulméo,
em que a congestdo foi a principal lesdo. Essas alterac6es sdo compativeis com 0s
traumas ocorridos, principalmente as fraturas toracicas e as rupturas dos 0rgaos

internos.

Além disto, o exame histopatoldgico revelou lesfes inflamatdrias e fibroticas no

figado, bem como, fragmentos de parasitos e ovos no parénquima hepatico. De
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acordo com as caracteristicas morfoldgicas dos helmintos e das lesGes associadas ao
parasitismo, sugere-se infec¢ao por trematodas.

Dentre as principais espécies de trematodas que acometem canideos
silvestres, destacam-se os da familia Dicrocoeliidae: Platynosomum sp. e Athesmia
heterolecithodes (DUARTE, 2007; RUAS et al., 2008). De acordo com Duarte et al.
(2007), quando avaliados morfologicamente Platynosomum illiciens de C. thous
verificou-se que estes parasitos apresentavam corpo de forma elipsoide ou ovoide,
com extremidades afiladas com 4.159,61um de comprimento e 739,34um de largura.
A ventosa oral (anterior) apresentou comprimento de 284,64+30,85um e largura de
259,64+31,22um e a ventral comprimento de 305,67+45,38um e largura de
272,34+32,00um. Estes mesmos autores avaliaram morfologicamente Athesmia
heterolecithodes e verificaram corpo alongado com 8.335,00um de comprimento e
585,41um de largura. A ventosa oral apresentou comprimento de 300,83+49,23um e
largura de 267,00+38,66um e a ventral comprimento de 245,00+26,70um e largura de
246,67+18,61um, com destaque de que a ventosa acetabular (ventral) nesta espécie

é intracecal.

Neste estudo a morfometria da ventosa do parasito hepatico encontrado
revelou semelhangca com a ventosa oral de P. illiciens e com a ventosa ventral de A.
heterolecithodes. No entanto, a ventosa ventral de A. heterolecithodes € intracecal o

gue sugere tratar-se de parasitos do género Platynosomum.

Um outro fator que justifica ser mais provavel a ocorréncia de Platynosomum
sp. neste estudo é que A. heterolecithodes é um parasito mais alongado e possui
maior tamanho quando comparado com P. illiciens. Porém, o fato de ndo terem sido
obtidos fragmentos de parasitos que permitissem a mensuragdo do comprimento e

largura totais, dificultam essa analogia.

O tamanho dos ovos dos parasitos neste estudo foi semelhante as espécies
citadas anteriormente. Duarte et al. (2007) verificaram que os ovos de P. illiciens
possuem superficie lisa, sdo operculados e apresentam comprimento de
39,38+2,07um e largura de 25,92+2,71um enquanto que A. heterolecithodes

apresentam comprimento de 36,96+3,60um e largura de 23,39+2,06um. Desta forma,
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entende-se que, se fossem considerados apenas os fragmentos de ovos, nao seria

possivel identificar a espécie de trematoda envolvida.

Diante disso, alguns fatores epidemiologicos devem também ser considerados
como o fato de ndo existirem relatos de A. heterolecithodes no estado do Espirito
Santo. Outrossim, existem relatos na literatura sobre a infeccdo de canideos com
Platynosomum sp., como o descrito Duarte et al. (2007) no municipio de Juiz de Fora
- MG, diagnosticando o agente em C.thous por meio da coleta do parasito adulto no
momento da necropsia e posterior confirmac¢ao com chaves de identificagéo e por Curi
et al. (2010), na regido da Serra do Cip6 - MG, diagnosticando por meio de exame
fecal a presenca de ovos deste parasito em C. thous e Chrysocyon brachyurus (lobo-

guard).

Assim, devido aos habitos alimentares do cachorro-do-mato, ao ciclo biolégico
do agente, a presenca de relato da doenca em animal silvestre (PINTO et al., 2017) e
a ocorréncia do parasito no estado do Espirito Santo em felinos domésticos (GAVA et
al., 2015; CAMPOS et al., 2018) e felinos silvestres (SRBERK-ARAUJO et al., 2014)
diagnosticados em regido semelhante do presente trabalho, sugere ainda mais que o
parasito encontrado na histopatologia seja Platynosomum sp.

Além desses relatos, outro fator que contribui para o diagndstico desse agente
em C. thous, alvo do presente estudo, sdo a lesBes hepaticas encontradas na
microscopia. Fibrose periductal, hiperplasia periductal, proliferacdo ductal, presenca
de ovos e parasito adulto intraductal também foram descritas em felinos domésticos
diagnosticados com Platynosomum sp. (ANDRADE et al., 2012; JESUS et al., 2015;
GAVA et al., 2015; TERRA et al., 2015; BRAGA, 2016; FILGUEIRA et al., 2017,
RAMOS et al., 2017).

No entanto, essas lesdes hepaticas tém sido associadas a varias outras
enfermidades parasitarias, como Fasciola hepatica e Capillaria hepatica. Porém, as
caracteristicas histolégicas desses agentes sao bastante diferentes. F. hepatica, por
exemplo, possui os ovos com comprimento de 117,39um e largura de 70,88um
(OYARZUN-RUIZ et al., 2018) enquanto que C. hepatica comprimento de 20,00um e
largura de 8,12um (DUARTE et al., 2007). Além disto, ndo existem relatos de F.

hepatica em canideos silvestres e C. hepatica € um nematoide.
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Em relacdo as lesbes pulmonares encontradas nos animais deste estudo, as
alteragbes mais evidentes como congestdo, edema e hemorragia podem também

estar associadas aos traumas decorrentes do atropelamentos.

Contudo, a lesdo mais grave encontrada no estudo foi a pneumonia
granulomatosa multifocal com presenca de macréfagos e células gigantes associadas
as larvas de parasitos. Sabe-se que a pneumonia granulomatosa € causada por
organismos ou particulas que resistem a fagocitose e levam a reacéo inflamatoria local
com numerosos macrofagos alveolares e intersticiais, linfécitos, alguns neutrofilos e
células gigantes (McGAVIN; ZACHARY, 2009). Assim, esse tipo de resposta € comum

em infec¢Bes parasitarias.

Shneyder et al. (2010) realizaram infecgdo experimental com o parasito
Angyostrongilus vasorum em cdes domesticos e definiram o diagnéstico por meio de
histopatologia. Além de verificar pneumonia proliferativa granulomatosa ao redor das

larvas e ovos dos parasitos, observaram hemorragia e hemossiderina intracelular.

A presenca de hemorragia e hemossiderose também foram achados descritos
por McGavin e Zachary (2009) em pneumonias parasitarias em caes domésticos
causadas por Angyostrongilus vasorum e Dirofilaria immitis. Segundo estes autores
esses agentes sdo parasitos das artérias pulmonares e do ventriculo direito e podem
produzir diferentes formas de lesGes pulmonares: os parasitos adultos podem causar
arterite crénica que resultam em hipertenséo pulmonar, pneumonia intersticial, fibrose
intersticial pulmonar e insuficiéncia cardiaca congestiva do lado direito e,

eventualmente, sindrome da veia cava caudal.

Ferreira Janior et al. (2017) encontraram arterite granulomatosa multifocal a
coalescente em C. thous associada a presenca de parasitos que mediram de 100 a

200um de comprimento e afirmaram tratar-se de Angyostrongilus vasorum.

No presente estudo as diferentes fases lavais encontradas no pulméo possuem
tamanhos compativeis com os achados de Ferreira Junior et al. (2017) e, portanto,
sugere infeccdo por este agente. Vale ressaltar que ndo se pode associar a infec¢ao
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observada neste estudo ao agente D. immitis por se tratar de parasita com

caracteristicas histoldgicas bem distintas das encontradas no presente estudo.

O genéno Angyostrongilus é encontrado em animais domésticos e silvestres de
diferentes partes do globo terrestre sendo relatado em cdo doméstico na Costa Rica,
por meio de diagnostico histopatolégico (ALFARO-ALARCON et al., 2015), raposas-
vermelhas na Alemanha por meio de reacao de cadeia de polimerase (PCR) (SCHUG
et al., 2018) e Puma yagouaroundi no Brasil, por meio de microscopia Otica e
eletronica (VIEIRA et al., 2013).

Quando se considera somente Cerdocyon thous, os relatos no territorio
brasileiro para o género Angyostrongilus foram descritos no estado do Parana, ap6s
a coleta do parasito adulto e posterior utilizagdo de chave de identificacdo (DUARTE
et al., 2007) técnica também utilizada por Viera et al. (2017) em Minas Gerais. No
estado de Séo Paulo foi diagnosticado por meio da amplificacdo de DNA (CAPRIOLI
et al., 2018), e no Centro Oeste brasileiro, 0 agente foi diagnosticado com base na
histopatologia em C. thous (FERREIRA JUNIOR et al., 2017). Esses estudos
demonstraram que a espécie € comumente diagnosticada como parasitada por
Angyostrongilus sp., o que reforca a suspeita do agente como possivel parasito

encontrado no presente estudo.

5. CONCLUSOES

Conclui-se que existem lesGes microscoépicas inflamatérias e fibréticas em
figado e pulm&o que foram associadas aos parasitos das familias Dicrocoeliidae e
Metastrogylidae, respectivamente. Estes dados demonstram a importancia de se
verificar a ocorréncia e distribuicdo dos parasitos em carnivoros silvestres mais
adequadas a sua conservacado, assim como a identificacdo da fauna parasitaria

nesses animais.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que os cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) de vida livre
encontrados mortos no Espirito Santo, avaliados no presente estudo, mostraram
lesbes indicativas de traumas por atropelamento, tanto macro quanto
microscopicamente e ndo mostraram amplificagdo do DNA de Brucella sp., Babesia
sp., Rangellia sp. e Hepatozoon sp.. No entanto, as lesdes causadas por parasitos
foram bastante importantes nestes individuos, prevalecendo os agentes das familias

Dicrocoeliidae e Metastrogylidae.



