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CARNIVOROS SELVAGENS GENERALISTAS COMO SENTINELAS PARA
FILARIOSES E LEISHMANIOSE VISCERAL NO PARQUE NACIONAL DO
IGUACU

RESUMO - Carnivoros generalistas sdo pouco exigentes e apresentam
habitos alimentares variados e, devido a este comportamento oportunista, estes
animais aproximam-se de popula¢cdes humanas, tornando-se vulneraveis aos
patdgenos de animais domésticos, mas também podendo carrear patégenos para 0s
animais domésticos e o homem. No Parque Nacional do Iguacu (PARNA Iguacu), 0s
quatis e 0s graxains sao espécies frequentes de carnivoros generalistas e
oportunistas e com ampla distribuicdo no territério do parque. Recentemente, foi
diagnosticada por meétodos parasitolégicos tradicionais a presenca de alguns
géneros de filarideos com potencial zoonético em carnivoros selvagens no interior
do parque. Além disso, casos autéctones de leishmaniose visceral canina foram
confirmados em cdes domésticos e em humanos na regido. Dessa forma, devido a
importancia para o cenario da saude publica atual, esta pesquisa teve como
objetivos o estudo das filarioses e leishmaniose visceral em carnivoros generalistas
do PARNA Iguacu, bem como entender a relacdo parasita-hospedeiro e o0s
processos ecoldgicos que podem favorecer a transmissdo desses agentes entre
populacdes silvestres, domésticas e o homem. Para isso, foram capturados 284
mamiferos selvagens, por meio de armadilhas Tomahawk e Sherman. Os animais
foram contidos quimicamente para puncdo da jugular e coleta de amostras
sanguineas, para diagnostico parasitolégico, sorolégico e molecular de filarideos e
tripanossomatideos. Foram visitadas 64 propriedades rurais do entorno do PARNA,
onde foram coletadas amostras de 226 cdes domésticos. Foram realizadas ainda
necropsias de 20 carnivoros selvagens atropelados na BR 469 (dentro do PARNA),
visando as mesmas analises. O diagnostico inicial de filarideos foi realizado pelo
teste de Knott modificado, posteriormente, seguiu-se a extracdo de DNA das
amostras sanguineas e de tecidos, realizada pela técnica de cloroférmio-alcool
isoamilico. Para triagem molecular de filarideos, as reacdes de PCR foram
realizadas com amplificacdo da regido 5S rDNA, posteriormente as amostras
positivas passaram por novas reacdes de PCR com os genes Miosina e hsp70 de
filarideos, visando identificacdo das espécies. Com relacéo a pesquisa molecular de
Trypanosomatidae, primeiramente foi realizada a PCR com primers do gene
mitocondrial Citocromo B, e as amostras positivas, passaram por nova PCR com
primers da regido 18S rDNA de tripanosomatideos. Todas as amostras positivas na
PCR foram submetidas a PCR de sequenciamento com kit BigDye, em sequenciador
ABI3130. Os eletroferogramas foram analisados e as sequéncias alinhadas junto as
sequéncias do banco do NCBI. A partir destas, foram geradas arvores filogenéticas
para cada gene estudado de cada grupo de parasitas. Foi realizada a RIFI para
Leishmania infantum de todos os cédes domeésticos amostrados. Como resultados foi
possivel observar a presenca de cinco espécies de filarideos parasitando quatis
(Nasua nasua) no PARNA Iguacu: Mansonella sp. 1, Mansonela sp. 2, dois géneros
novos aqui identificados como Embainhada 1 e 2, e Dirofilaria immitis. Em caes
domeésticos, foi identificada a presenca de Acanthocheilonema sp. Estes dados sao
inéditos na regido em estudo, uma vez que pouco se conhece a respeito de
filarideos de animais selvagens da regido neotropical. E importante ressaltar que os
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quatis apresentaram alta prevaléncia de infeccdo de filarideos (74,5%), podendo
atuar como bons reservatorios destes nematddeos na regido estudada. Alguns dos
géneros identificados sdo descritos como parasitas zoondéticos em outras regides do
Brasil e do mundo, o que alerta para a necessidade de vigilancia em saude, pois
estes parasitas podem ter potencial zoonotico. Com relacdo aos tripanossomatideos,
apenas em caes domeésticos foi detectada a presenca de L. infantum em animais
provenientes da cidade de Foz do Iguacu, apesar de terem sido identificados cées
positivos na RIFI para L. infantum (28,7%) em algumas propriedades do entorno do
PARNA. Foi ainda identificada a presenca de Trypanosoma cruzi em um quati da
area turistica das Cataratas do Iguacu, sendo tipificado como T. cruzi DTU’s TclV. E
possivel sugerir que os cdes domésticos sejam os reservatorios de importancia para
a leishmaniose visceral em Foz do Iguacu, PR, havendo necessidade de maior
vigilancia e acdes no controle dos vetores e reservatorios domésticos, para evitar
que o parasita adentre o PARNA e seja amplificado (spillback) nas inumeras
espécies de hospedeiros susceptiveis que habitam a mata atlantica do PARNA
Iguacu. A presenca de T. cruzi em quatis € um alerta, pois estes animais atuam
como bons sentinelas do ambiente selvagem, e, desta forma, demonstrando que T.
cruzi esta circulando na area florestal. Os dados obtidos nesta pesquisa indicam a
ocorréncia e circulacdo, no PARNA Iguacu, de parasitas transmitidos por vetores
que sdo de grande importancia para a saude publica em todo o mundo. Além disso,
€ possivel sugerir que na regido do PARNA Iguacu os cdes domeésticos sdo
responsaveis por manterem a circulacdo de L. infantum, enquanto os quatis séo
excelentes reservatorios de nematddeos filarideos e podem atuar também como
reservatorios de T. cruzi, conforme ja relatado em outros biomas brasileiros, sendo
um importante animal sentinela a ser monitorado por 6rgdos de vigilancia em saude
na regiado estudada.

Palavras-chave: Carnivoros selvagens, filarideos, Leishmaniose Visceral, Mata
Atlantica, Trypanosoma cruzi
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WILD GENERALIST CARNIVORES AS SENTINELS FOR FILARIASES AND
VISCERAL LEISHMANIASIS IN THE IGUACU NATIONAL PARK

ABSTRACT - Generalist carnivores are undemanding and have varied eating
habits, and, due to this opportunistic behavior, these animals are close to human
populations, becoming vulnerable to domestic animal pathogens, but also being able
to carry pathogens to domestic animals and man. In the Iguacu National Park
(PARNA Iguacu), ring-tailed coatis and crab-eating foxes are common species of
generalist and opportunistic carnivores with a wide distribution in the park's territory.
Recently, by traditional parasitological methods, the presence of some filarids
nematodes with zoonotic potential was diagnosed in wild carnivores from PARNA
Iguacu. Also, autochthonous cases of Canine Visceral Leishmaniasis have been
confirmed in domestic dogs and humans in the region. Thus, due to the importance
for the current public health, this research aims to study filariasis and visceral
leishmaniasis in generalist carnivores from PARNA Iguacu, as well as to understand
the parasite-host relationship and the ecological processes that may favor
transmission of these agents among wild populations, domestic dog and humans.
For this, 284 wild mammals were captured using Tomahawk and Sherman traps. The
animals were chemically contained for jugular puncture and collection of blood
samples for parasitological, serological, and molecular diagnosis of filarids and
trypanosomatids. Sixty-four rural properties were visited around PARNA, and 226
samples were collected from domestic dogs. Necropsy of 20 wild carnivores run over
in the BR 469 road (inside PARNA) was performed, aiming at the same analyzes.
The modified Knott test performed the initial filariid diagnosis, subsequently followed
by the DNA extraction from blood and tissue samples, through by the chloroform-
isoamyl alcohol technique. For molecular screening of filarids, the PCR reactions
were performed with 5S rDNA region amplification, afterward new PCR reactions
were performed with the filariid positive samples, with amplification of Myosin and
hsp70 genes, aiming at species identification. Regarding the molecular research of
Trypanosomatidae, PCR was first performed with primers from the mitochondrial
Cytochrome B gene. New PCR was performed with the positive samples with
amplification of the 18S rDNA region of trypanosomatids. All PCR positive samples
were subjected to sequencing PCR with the BigDye kit, in an ABI3130 sequencer.
The electropherograms were analyzed, and the sequences aligned with the NCBI
bank sequences. From these, phylogenetic trees were generated for each gene
studied in each group of parasites. Leishmania infantum IIFT was performed for all
dogs sampled. As a result, it was possible to observe the presence of five species of
filaridae parasitizing ring-tailed coatis (Nasua nasua) in PARNA Iguacu: Mansonella
spl, Mansonela sp. 2, two new genera identified here as Embainhada 1 and 2, and
Dirofilaria immitis. For domestic dogs, only Acanthocheilonema sp. was diagnosed.
These data are unprecedented for the region under study, since the knowledge about
filaridae of wild animals from the Neotropical region is limited. It is important to note
that ring-tailed coatis showed a high prevalence of filarids infection (74.5%), and can
act as good reservoirs for these nematodes in the studied region. Some of the
identified genera are described as zoonotic parasites in other regions of Brazil and
the world, warning to the need for health surveillance, once these parasites may also
have zoonotic potential in this area. Regarding trypanosomatids, only L. infantum
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was detected in domestic dogs from Foz do Iguacu city, although positive dogs were
identified in the IIFT for L. infantum (28.7%) in some rural properties surrounding the
PARNA. Trypanosoma cruzi was also identified in a ring-tailed coati from Iguazu
Falls tourist area and was typified as T. cruzi DTU’s TclV. We can suggest that
domestic dogs are the important visceral leishmaniasis reservoirs in Foz do Iguacu,
PR, requiring vigilance and actions to control vectors and domestic reservoirs aiming
to prevent the parasite in wild mammals from PARNA Iguacu because them can be
amplified (spillback) in the many susceptible host species that inhabit the Atlantic
forest of PARNA Iguacu. The presence of T. cruzi in ring-tailed coatis is an alert,
these animals act as good sentinels of the wild environment, and in this way,
demonstrating that T. cruzi is circulating in the forest area. The data obtained in this
research indicate the occurrence and circulation, in PARNA Iguacu, of vector-borne
parasites that are of great importance for public health worldwide. Furthermore, it is
possible to suggest that domestic dogs are responsible for maintaining the circulation
of L. infantum, while coatis are excellent reservoirs for filarid nematodes and can also
act as reservoirs for T. cruzi in the PARNA Iguacu region, as already reported for
other Brazilian biomes, being an important sentinel animal to be monitored by health
surveillance agencies in the studied region.

Keywords: Wild carnivores, Filariases, Visceral Leishmaniasis, Atlantic Rainforest,
Trypanosoma cruzi
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confiabilidade dOS FAMOS.........coooiiiiiiii e e e 59
Figura 3. Arvore filogenética bayesiana de sequéncias de haplotipos do gene hsp70
de microfilarias presentes em amostras de sangue de quati (Nasua nasua) e de caes
domésticos do entorno do Parque Nacional de Iguacu. As amostras do estudo estédo
em destaque. Os valores nos entrendés correspondem a confiabilidade dos

Figura 4. Morfologia das microfilarias detectadas no teste de Knott em amostras de
sangue de quatis (Nasua nasua) e de cdes domésticos do entorno do PARNA
Iguagu e Iguaztu. 1. Mansonella ozzardi: A Anterior e posterior; 2.
Acanthocheilonema sp.: B: Anterior e posterior; 3. Mansonella sp. — C: anterior e
posterior; 4. Género novo Embainhada 2 — D: Anterior e posterior; 5. Género novo
Embainhada 1. — E: anterior e posterior. Microscopia de Iluz aumento
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Figura 1. Localizacdo geografica do PARNA Iguacu. Os icones representam 0s
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Figura 2. Arvores filogenéticas bayesianas (A) das sequéncias de citocromo B e (B)
das sequéncias da regido 18S rDNA, presentes em amostras de sangue de cées
domésticos e quati (Nasua nasua) do Parque Nacional de Iguacu. As amostras do
estudo estdo em destaque. Os valores nos entrends correspondem a confiabilidade
(0 [0 SN = 1 0 1 85
Figura 3. Arvore filogenética bayesiana ‘split’ de sequéncias da regi&io 18S rDNA de
DTU’s de Trypanosoma cruzi do banco de dados e de um quati (N. nasua) do
Parque Nacional dO IQUAGU.........c.uiiiiiiiiiiie e e e 86



17

CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, por causa de acbes antropicas, como desmatamento,
queimadas e caca furtiva, os animais silvestres vém sofrendo um declinio acentuado
(Renctas, 2016). A interferéncia humana nos ecossistemas, especificamente na
biodiversidade neotropical, contribui como ameaca a sobrevivéncia de carnivoros
selvagens e exige estratégias urgentes de conservacao in situ e ex situ, uma vez
que carnivoros em ambiente natural representam a estabilidade do ecossistema pelo
seu potencial de regular a populacdo de espécies inferiores na cadeia alimentar
(Salvador et al., 2011). Em todo o mundo, os carnivoros estdo vivendo cada vez
mais proximos dos seres humanos (Treves et al., 2006; Bateman e Fleming, 2012),
resultando em risco de transmissao spillback e spillover de doencas, predacfes de
animais domeésticos e, como consequéncia, ocorre a matanca retaliatoria destes
carnivoros em resposta a sua presenca em ambientes urbanizados (Baker et al.,
2008; Ripple et al., 2014).

Atualmente, em Vvérias regibes do mundo, muitos carnivoros selvagens
persistem em populacbes pequenas e fragmentadas que acabam sendo vulneraveis
a doencas infecciosas, incluindo aquelas causadas por patdogenos com ampla
distribuicdo geografica e de hospedeiros e que, por sua vez, podem representar
riscos também para a saude publica (Thorne e Williams, 1988; Young, 1994; Altizer
et al., 2003; Smith et al., 2009). Neste ambito, dentre as doencas infecciosas, as
parasitoses por vezes tém sido ignoradas, uma vez que quantificar os seus efeitos
na espécie hospedeira selvagem € desafiador (Gallu e Sachs, 2001). Entretanto &
importante ressaltar que muitos parasitas humanos sdo de origem zoonética e
acarretam danos importantes, resultando em morbidade, mortalidade e trazem
efeitos negativos sobre a economia devido aos altos custos com cuidados médicos,
medicamentos e internagdes hospitalares (Gazzinelli et al., 2012).

E sabido que os patégenos dos animais selvagens representam até 75% dos
patdogenos zoonoticos emergentes de seres humanos (Taylor et al., 2001). Além
disso, estes parasitas podem afetar os esfor¢cos de conservagao, agindo como uma

ameaca que contribui para o comprometimento dos hospedeiros selvagens, e,
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ocasionalmente, causando declinios populacionais graves (Cleveland et al., 2001).
Neste sentido, algumas espécies de carnivoros selvagens podem atuar como
espécies sentinelas, pois sdo capazes de refletirem as perturbacdes do meio
ambiente, servindo como indicadores de conservacao do ecossistema, e ajudam a
esclarecer aspectos ecolégicos e sanitdrios que vém ocorrendo em uma
determinada regido (Deem et al., 2001; Aguirre et al., 2002).

O Parque Nacional do Iguacu (PARNA Iguacu), unido ao Parque Nacional
Iguazu, na Argentina, representa o mais importante continuo biolégico do Centro-Sul
do continente sul-americano. Essas areas sdo negativamente influenciadas pela
intensa ocupacdo agricola e urbana no lado brasileiro e agroflorestal no lado
argentino, pela existéncia de quatro grandes usinas hidroelétricas em seu entorno,
pela presenca de estradas vicinais que cortam o Parque, além da pressédo antrépica
direta sobre as suas bordas e a acdo de cacadores, pescadores e palmiteiros
(Ricobom, 2001). Séo listadas no PARNA Iguacu 17 espécies de carnivoros
selvagens (Brocardo et al., 2019) que sdo de grande importancia na dinamica
florestal, pois deslocam-se amplamente em seus territérios, atuando ativamente na
cadeia tréfica e, no caso dos carnivoros generalistas, agem como bons dispersores
de sementes (Alves-Costa, 1998; Costa, 2003). O onivorismo das espécies
generalistas permite que muitos individuos se aproximem de habitacdes humanas
em busca de alimentos, tornando-os mais vulneraveis ao contato com patégenos de
animais domésticos (Irvine, 2006).

As parasitoses em animais selvagens de vida livre podem estar latentes ou
aparentes, dependendo do ciclo biolégico do parasita, e apesar de a monitorizacao
da salde em animais selvagens de vida livre ser praticamente impossivel e um
desafio, ela deve ser priorizada em algumas areas neste século (Galecki et al.,
2015). Segundo o conceito de “Uma Saude”, que visa demonstrar a integracao
indissociavel existente entre a saude animal, humana e ambiental (OIE, 2016), o
monitoramento de doencas em espécies sentinelas é uma forma valida de avaliar a
circulacdo de patdgenos em determinada &rea, fornecendo subsidios para outros
estudos epidemioldgicos. Além disso, nos ultimos anos, tem sido observada
expansdo da ocorréncia de zoonoses de transmisséo vetorial para novas regioes

geograficas (Barcellos et al., 2009), devido as mudancas climaticas decorrentes do
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aguecimento global e da degradacdo ambiental, com consequente ampliagdo da
distribuicdo de vetores e de patdgenos associados entre animais selvagens,
domésticos e os seres humanos (Pampiglione et al., 1995).

Entre as parasitoses transmitidas por vetores estdo as filarioses, que tém
distribuicdo cosmopolita e sdo originadas pela infeccdo por helmintos da familia
Onchocercidae (Anderson, 2000). Esses parasitos podem ser encontrados em
diferentes 6rgaos, desde tecido subcutaneo (Pampiglione et al., 2001) e cavidades
corporais (Magnis et al., 2013) até 6rgdos importantes como coracao e pulmdes
(Orihel e Eberhard, 1998). No PARNA Iguacu, foram identificados por técnicas
parasitolégicas tradicionais, quatro géneros de filarideos com potencial zoonatico,
Dirofilaria, Brugia, Acanthocheilonema e Mansonella, parasitando quatis (Nasua
nasua) de vida livre, e dois filarideos parasitando cdes domésticos do seu entorno
(Moraes et al.,, 2017). N&ao existem relatos de filarioses humanas no estado do
Parand, provavelmente por subnotificacdo, uma vez que também n&o existem
registros de Dirofilaria immitis na regido oeste paranaense, apesar de anticorpos
contra o parasita terem sido detectados em 22% dos cédes do entorno do PARNA
Iguacu (Moraes et al.,2017). Este fato sugere que, apesar de ndo existirem casos
notificados, a circulacdo desses filarideos na regido € incontestavel.

Outra enfermidade zoonoética transmitida por vetores e de crescente
preocupacdao € a leishmaniose visceral (Werneck, 2014). Essa enfermidade tem sido
registrada em novas areas, caracterizando franca expansdo de sua area de
ocorréncia (Maia-Elkhoury et al., 2008; Souza et al., 2009). Até o ano de 2014, o
estado do Parana era considerado livre desta enfermidade, porém perdeu esse
status com o registro dos primeiros casos de leishmaniose visceral canina. Logo no
ano seguinte, foram registrados os primeiros casos humanos, com o primeiro 6Obito ja
no inicio de 2016 (Sesa, 2016). O municipio de Foz do Iguacu tem importancia
fundamental na epidemiologia dessa zoonose em territério paranaense por ter sido o
local da primeira confirmacdo de caso autoctone. E importante ressaltar que este
municipio recebe anualmente milhares de turistas de todo o mundo para visitagdo
das famosas Cataratas do Iguacu no Parque Nacional do Iguacu (PARNA Iguacu),
correndo o risco de adquirir a doenca durante a estadia na regiao.
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Dessa forma, devido a extrema importancia para o cendrio da saude publica
atual, bem como por ser uma ferramenta complementar na conservacdo da fauna
silvestre local, esta pesquisa visou 0 estudo de filarioses e leishmaniose visceral em
carnivoros generalistas no PARNA Iguacu e cdes domeésticos do seu entorno, de
modo a entender a relacdo parasito-hospedeiro estabelecida e a caracterizagao

espacial destes agentes na area de abrangéncia do referido Parque.
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5. CONCLUSAO

Os cées domésticos da area urbana e do entorno do PARNA Iguacu séo
importantes hospedeiros de L. infatum na regido estudada. Apesar da grande
diversidade de espécies selvagens e de ambientes naturais que favorecem um ciclo
selvagem de L. infantum, a infeccdo por este parasita ndo foi detectada em nenhum
mamifero selvagem amostrado nesta pesquisa. Este achado alerta para a
necessidade de que acdes de controle dos vetores e reservatorios domeésticos sejam
implementadas na regido estudada. Até o momento, a leishmaniose visceral vem
ocorrendo nas areas urbanas e periurbanas de Foz do Iguacgu, e estas acdes
visariam minimizar o risco de o parasita se estabelecer na &rea florestal, uma vez
gue a quantidade de espécies de hospedeiros susceptiveis a Leishmania spp que
habitam o PARNA Iguacu poderia amplificar o parasita (spillback), o que poderia
levar a uma explosdo de casos da doenca em animais domeésticos e seres humanos
no entorno do PARNA Iguagu.

Além disso, a presenca de T. cruzi na regido € mais um fator de alerta, pois
nao ha registros de sua presenca no oeste paranaense, sendo este o primeiro relato
do parasita no hospedeiro e na localizacdo geogréafica. Por se tratar de uma
enfermidade de grande importancia para a Saude Publica e que, apesar das
diversas acfes para seu controle, continua em expansao pelo territério nacional, é
recomendada a implantacédo da vigilancia entomoldgica e epidemioldgica nas areas
rurais e periurbanas do entorno do PARNA Iguacu, visando prevenir que ocorram

casos da doenca em humanos.
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CAPITULO IV — CONSIDERACOES FINAIS

Os quatis do Parque Nacional do Iguacu, dentre os carnivoros selvagens
avaliados nesta pesquisa, demonstraram ser excelentes animais sentinelas para o
estudo de agentes infecciosos com potencial zoonotico. A presenca de cinco
espécies de filarideos parasitando este hospedeiro, além da infeccdo por
Trypanosoma cruzi, indica o potencial desta espécie de carnivoro generalista como
importante reservatério de patdogenos na Mata Atlantica. Desta forma, é de suma
importancia que, em programas de vigilancia em salde, esta espécie seja incluida
como espécie-chave em levantamentos e monitoramentos de enfermidades
zoondticas na regido.

Apesar do numero crescente de casos de leishmaniose visceral canina na
cidade de Foz do Iguacu — PR, com base nos dados levantados nesta pesquisa &
possivel afirmar que Leishmania infantum tem circulado prioritariamente na area
urbana da cidade, tendo os cdes domeésticos como reservatorio da doenga. Além
disso, os mamiferos selvagens avaliados no PARNA Iguacu ndo apresentaram
infeccdo por Leishmania spp., apesar de poderem atuar como reservatérios de
algumas espécies do género, e dessa forma, sugere-se que ndo tenham importancia

epidemioldgica no ciclo da enfermidade que vém ocorrendo na regido atualmente.





