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RESUMO

SILVA, DOUGLAS APARECIDO. Sarcocystis spp. em animais silvestres mortos
por atropelamento no estado do Parana. 2024. 61 f. Dissertacao de Mestrado em

Ciéncia Animal — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A crescente urbanizagcdo tem intensificado a interacao entre a fauna silvestre e os
ambientes urbanos. As modificagcdes nos ecossistemas podem alterar a dindmica de
transmissao de patdgenos e favorecer a disseminagdo de agentes infecciosos. Dentre os
parasitos, 0 género Sarcocystis € composto por protozoarios apicomplexos de grande
relevancia veterinaria, conhecidos por infectarem uma ampla variedade de hospedeiros,
incluindo mamiferos, aves e répteis. Este estudo teve como objetivo detectar a presenca de
Sarcocystis spp. em animais atropelados, utilizando diagndstico molecular e andlises
anatomopatoldgicas. Entre 2020 e 2022, carcagas de animais mortos por atropelamento foram
submetidas a necropsia, com coleta de fragmentos de 6rgaos para avaliagéo histologica e
molecular. Na analise histolégica, os tecidos foram fixados, processados e corados com
hematoxilina-eosina. Para a deteccdo molecular, realizou-se a extracdo de DNA e
amplificacdo por nested-PCR, utilizando primers especificos para a regido 18S rRNA. Os
produtos amplificados foram submetidos a clivagem enzimatica (Ddel, HPY188lll e Mspl) e
sequenciados. Foram analisadas 128 amostras provenientes de 23 quatis e gambas, com
amplificagdo de DNA de Sarcocystis em 10 animais pela n-PCR e em 5 pela RFLP. Em 3
deles, o sequenciamento confirmou similaridade com Sarcocystis spp. € no exame
microscoépico ndo foram detectados cistos teciduais. Além disso, duas aves da espécie Guira
guira apresentaram amostras amplificadas para Sarcocystis spp. apds a clivagem enzimatica
e esquizontes compatives com Sarcocystis spp.foram visualizados em musculos esqueléticos
e tecido pulmonar das aves. A presenca de Sarcocystis em diferentes hospedeiros reforga a
necessidade de estudos adicionais sobre a diversidade e patogenicidade desse parasita em
animais silvestres. A caracterizagado molecular e a analise histopatolégica sao essenciais para
compreender a dindmica da infeccao e seus impactos na fauna. Estudos futuros devem
explorar ndo apenas a identificacdo de do parasita, mas também os possiveis efeitos da
infeccdo na saude dos hospedeiros e seu papel na transmissdo do protozoario em

ecossistemas naturais e antrépicos.

Palavras-chave: Diagnéstico. Estradas. Meio Ambiente. Protozoarios. Sinantropicos.



ABSTRACT

SILVA, DOUGLAS APARECIDO. SARCOCYSTIS spp. IN WILD ANIMALS KILLED
BY RUN OVER IN THE STATE OF PARANA. 2024. 61 f. Dissertation - (Master’s
degree in 2024) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Increasing urbanization has intensified the interaction between wildlife and urban
environments. Changesin ecosystems can alter the dynamics of pathogen transmission
and favor the spread of infectious agents. Among the parasites, the genus Sarcocystis is
composed of apicomplexan protozoa of great veterinary relevance, known to infecta wide
variety of hosts, including mammals, birds, and reptiles. This study aimed to detect the
presence of Sarcocystis spp. in roadkill animals, using molecular diagnosis and
anatomopathological analyses. Between 2020 and 2022, carcasses of animals killed by
roadkill were subjected to necropsy, with collection of organ fragments for histological and
molecular evaluation. In the histological analysis, the tissues were fixed, processed, and
stained with hematoxylin-eosin. For molecular detection, DNA extraction and amplification
by nested-PCR were performed using primers specific for the 18S rRNA region. The
amplified products were subjected to enzymatic cleavage (Ddel, HPY 188lIl and Mspl) and
sequenced. A total of 128 samples from 23 coatis and opossums were analyzed, with
Sarcocystis DNA amplification in 10 animals by n-PCR and in 5 by RFLP. In 3 of them,
sequencing confirmed similarity with Sarcocystis spp. and no tissue cysts were detected
in the microscopic examination. In addition, two birds of the species Guira guira presented
amplified samples for Sarcocystis spp. after enzymatic cleavage and schizonts compatible
with Sarcocystis spp. were visualized in skeletal muscles and lung tissue of the birds. The
presence of Sarcocystis in differenthosts reinforces the need for additional studies on the
diversity and pathogenicity of this parasite in wild animals. Molecular characterization and
histopathological analysis are essential to understand the dynamics of the infection andits
impacts on fauna. Future studies should explore not only the identification of new strains
of the parasite, butalso the possible effects of the infection on the health of the hosts and

their role in the transmission of the protozoan in natural and anthropogenic ecosystems.

Key-words: Diagnosis. Roads. Environment. Protozoa. Synanthropic
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1 -INTRODUGAO

Segundo o Centro Brasileiro de Estudos em Ecologia de Estradas (CBEE) sao
estimados cerca de 2 milhdes de animais atropelados por ano. A construgao de
rodovias causa interferénciahumanano meio ambiente e essas altera¢des favorecem
a fuga de animais silvestres para locais urbanizados (CBEE, 2019; UFLA, 2019).

Além disso, as modificagdes antropogénicas na natureza, principalmente pela
expansao metropolitana e avango da agricultura e pecuaria, ttm ocasionado um
desequilibrio ecolégico que culmina na busca de abrigo e alimento pela fauna em
regidoes diferentes do seu habitat (BARBOSA et al., 2011). Portanto, isso torna
plausivel a infeccdo ao homem por agentes etiolégicos que circulam no meio
selvagem muito provavel, principalmente quando se trata de doengas com multiplos
hospedeiros (WOOLHOUSE et al., 2001).

Devido as alteragdes ambientais, ha cada vez mais fugas e busca de refugiosde
animais selvagens com adaptacdo ao meio urbano (CUNNINGHAM et al., 2017 .;
ADAMS et al., 2005, JONES et al., 2008). Essa introdugdo de espécies e,
consequentemente, colonizagao traz impactos negativos, pois € amplamente relatado
que diversas doengas zoonoticas se originaram no ambiente silvestre (HASSEL et al.,
2017.; CHABER, 2018). Nesse contexto, podem ser discutidas questdes como a
transmisséo de patdégenos entre animais domésticos e silvestres que, até entdo, ndo
haviam tido contato entre si, 0 que pode representar sérios riscos para diferentes
populacdes. Aléem disso, destaca-se o potencial de mutagdo dos agentes patogénicos
e as alteragdes no ciclo epidemiolégico (THOMPSON et al., 2009; TORGENSON &
MACPHERSON, 2011).

Entre as principais espécies que apresentam maior facilidade de adaptacao ao
meio urbanono Brasil estdo o gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris)e o quati
(Nasua nasua) (BEZERRA-SANTOS, et al. 2021.; LEMOS & CERQUEIRA, 2002).
Estas espécies podem tornar-se animais sinantropicos, com habilidade de frequentar
locais de habitagdo humana e circular entre os ambientes metropolitanos, silvestres e
rurais. Esses animais constituem um papel crucial na cadeia epidemiolégica de
diversas doengas, uma vez que podem agir como reservatérios e carrear patdégenos
para populagdes urbanas e silvestres (BITENCOURT & BEZERRA, 2022,
MEHRKENS et al., 2013.; ZITELLI et al. 2021.; FORNAZARI et al., 2018., SOUSA et
al., 2017)
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Entre os diversos patdgenos conhecidos, se destacam os parasitos do Filo
Apicomplexa, Familia Sarcocystidae, que possuem grande interesse veterinario
devido as suas caracteristicas bioldgicas, variabilidade genética e multiplos
hospedeiros que podem ser acometidos (DUBEY et al., 2015.; FAYER et al., 2015).

Espécies do género Sarcocystis sao parasitas de ciclo heteroxeno que afetam
diversos animais, incluindo seres humanos (DUBEY et al., 2015). Atualmente, sdo
consideradas aproximadamente 200 espécies de Sarcocystis, sendo conhecidoociclo
completo de cerca de 25 % (ODENING, 1998). Os hospedeiros intermediarios,
normalmente presa, se infectam pela ingestdo de esporocistos no ambiente, e o
desenvolvimento acontece de forma assexuada em musculos e tecido nervoso. Os
hospedeiros definitivos (predador) se infectam pela ingestdo de tecido contendo
sarcocistos de sua presa e a multiplicacado sexual e formagao de oocistos ocorre no
intestino delgado (DUBEY et al., 2015; FAYER et al., 2015).

As principais espécies causadoras de doengas nos animais sao Sarcocystis
neurona causadora de mieloencefalite protozoaria equina (MPE), S. calchasi e S.
falcatula em aves. Os animais silvestres desempenham papel fundamental na
disseminagao e manutencao do agente, pois podem participar como hospedeiros
definitivos e/ou intermediarios dependendo da espécie animal e assim constitui um
importante elo na cadeia epidemiologica da doenga (FRENKEL, 1990).

O homem pode desempenhar o papel de hospedeiros definitivos para duas
espécies de Sarcocystis, desenvolvendo sarcocistose intestinal ao ingerirem carne
mal-passada, sendo S. hominis proveniente de carne bovinae S. suihominis oriunda
decarnesuina(FAYERetal., 2015, ROSENTHAL, 2021). Os sintomas,como nausea,
dor de estdmago e diarreia, variam significativamente com base no numero de cistos
ingeridos, sendo mais pronunciados no caso da carne suina em comparagdo com a
carne bovina.

Os quatis e gambas sdo importantes na disseminagao de Sarcocystis spp. no
meio ambiente, sendo a espécie S. neurona a mais conhecida por ser o agente
causador da MPE, uma grave doenga neurolégicaem equinos (DUBEY etal., 2015.,
GONDIM et al., 2017).

Este trabalho busca detectar a presenca de Sarcocystis spp. a partir de
amostras oriundas de animais silvestres mortos por atropelamento. Para isso, foram
utilizados métodos direcionados ao hospedeiro vertebrado e a espécie do parasito,

com a combinagao de diagnaostico histologico e testes moleculares.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

Sarcocystis spp. sdo protozoarios unicelulares do filo Apicomplexa com ampla
distribuicdo mundial. O primeiro relato foi realizado por Miescher, em 1843, ao
observar "fios brancos leitosos" na musculatura de um rato doméstico na Suica
(MIESCHER, 1843). Por duas décadas, essa estrutura ficou conhecida simplesmente
como "Tubulos de Miescher" (LANKESTER, 1882; LEVINE, 1977, 1986). Em 1865,
Kuhn identificou um parasita semelhante em suinos e o denominou Synchytium
miescherianum. No entanto, esse nome ja estava em uso, levando Lankester a
introduzir o género Sarcocystis, cujo termo deriva do grego sarkos (musculo) e kystis
(vesicula ou bolsa), referindo-se a fase assexuada do estagio final do ciclo bioldgico
do parasita, que sao os cistos presentes nos tecidos dos hospedeiros (DUBEY;
SPEER; FAYER, 1989; LEVINE; JAMES, 1987; LEVINE, 1988).

Em 1899, Labbé modificou o nome Synchytrium miescherianum para
Sarcocystis miescheriana. Dessa forma, o parasita S. miescherianum, descrito por
Kuhn em 1865 e renomeado por Labbé em 1899, tornou-se a espécie-tipo do género.
O parasita originalmente encontrado por Miescher em camundongos foi descrito por
Blanchardem 1885 e nomeado Sarcocystis muris por Raillietem 1886 (DUBEY, 2022;
LEVINE; JAMES, 1987).

Nos anos 1970, descobriu-se a necessidade do ciclo heteroxeno (com dois
hospedeiros) para o ciclo biolégico do parasita, envolvendo um vertebrado carnivoro
como hospedeiro definitivo. Esse hospedeiro geralmente se infecta ao ingerir cistos
presentes nos tecidos musculares de hospedeiros intermediarios herbivoros ou
onivoros, que, por sua vez, adquirem o parasita ao ingerirem esporocistos eliminados
nas fezes dos hospedeiros definitivos no solo ou na agua (JANITSCHKE et al., 1976;
MUNDAY etal., 1975).

Houve muita controvérsia quanto a classificagao taxonémica de Sarcocystis.
Somente a partir da década de 1960, com o uso da microscopia eletrbnica de
transmissao, foi possivel a identificagado e diferenciacao das espécies (HEYDORN et
al., 1975; ROMMEL et al., 1978). Atualmente, considera-se a seguinte classificagédo
taxondmica (LEVINE, 1986, 1988; ODENING, 1998):

Filo — Apicomplexa; Levine, 1979

Classe- Sporozoasida; Leuckart, 1879
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Subclasee- Coccidiasina; Leuckart, 1879

Ordem- Eucoccidiorida; Leger and Duboseq, 1910

Sub ordem-Eimeriorina; Leger; 1911

Familia- Sarcocystidae; Poche; 1913

Subfamilia- Sarcocystinae; Poche; 1913

Género — Sarcocystis; Lankaster; 1882.

A caracterizagdo e o diagnostico moleculares, tornam-se cada vez mais

relevantes, possibilitando a confirmagao dos ciclos HI/HD ja identificados, a defini¢éo
de novos ciclos, a descricdo de novas espécies do género Sarcocystis e o

aprofundamento do conhecimento sobre sua evolugao filogenética.

2.2 CicLo BioLoGIcO

Atualmente, sdo descritas aproximadamente 200 espécies de Sarcocystis,
sendo que, em 25% dos casos, o ciclo bioldgico ja foi completamente elucidado
(ODENING, 1998). Esses parasitas possuem um ciclo heteroxeno e afetam diversas
espécies de animais, incluindo seres humanos (DUBEY et al., 2015; FAYER, 1972).
Os hospedeiros intermediarios, normalmente presas, se infectam pela ingestao de
esporocistos presentes noambiente, e o desenvolvimento ocorre de forma assexuada
nos musculos e no tecido nervoso. Ja os hospedeiros definitivos (predadores) se
infectamao ingerirtecidos contendo sarcocistos da presa, onde ocorre a multiplicagdo
sexual nointestino delgado, resultando na formagéao de oocistos (DUBEY et al., 2015;
FAYER etal., 2015).

A infecgdo do hospedeiro definitivo ocorre apds a ingestdo de tecidos contendo
sarcocistos maduros com bradizoitos em seu interior. No estdmago e intestinos, os
bradizoitos sao liberados e rapidamente se movimentam, penetrando na mucosa
intestinal. Nesselocal, formam-se os microgamontes masculinos e 0s macrogamontes
femininos, sendo estes ultimos quase 100 vezes mais numerosos. Apds a maturagao,
0os gametécitos se transformam em gametas masculinos moéveis e flagelados
(microgametas) e em gametas femininos, que sdo maiores e imoveis (macrogametas),
iniciando assim o processo de gametogonia (DUBEY etal., 1977, 1982).

O zigoto resultante da gametogonia se desenvolve dentro do epitélio,
produzindo oocistos ndao esporulados na lamina prépria do intestino. Esses oocistos
esporulam na lamina prépria, formando dois esporocistos, cada um contendo quatro

esporozoitos. A parede do oocisto que envolve os esporocistos € delgada e fragil,
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frequentemente rompendo-se e liberando os esporocistos na lamina propria (Figura
1). Assim, os esporocistos sdo langados no Iumen intestinal e, posteriormente,
excretados nas fezes (DUBEY, 2022; BANERJEE, 1998; BARROWS et al., 1977).

O periodo pré-patente varia entre o sétimo e o décimo quarto dia apds a
ingestao de sarcocistos (DUBEY et al., 2015; FAYER et al., 1979; OTOOLE, 1987;
POWELL et al., 1986; SHEFFIELD, 1980; SMITH et al., 1987).

Figura 1. Ciclo bioldgico de Sarcocystis cruzi

V. - Intermediate host

1
Meroeoites
Second generation ot —
schizonts B o ::_:E'Z -

Spororoite

Fonte: DUBEY et al., 2015.

Nos hospedeiros intermediarios, a infecgao ocorre por meio da ingestao de agua
ou alimentos contaminados com esporocistos presentes nas fezes dos hospedeiros
definitivos. No intestino delgado, os esporozoitos s&o liberados dos esporocistos,
atravessam a mucosa intestinal e migram para as células endoteliais dos linfonodos
mesentéricos e artérias. Nessas células, ocorrem as primeiras geragdes de
multiplicagao assexuada, conhecidas como esquizogonia ou merogonia. As geragoes
subsequentes podem causar doencgas graves devido a disseminagao do parasito por
diferentes 6rgaos, levando a ruptura das células infectadas, inflamacao, edema e
liberagdo de toxinas (PAPERNA, 1996; SHEFFIELD, 1980; FAYER; JOHNSON,
1973).
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A quantidade e a distribuicdo de sarcocistos variam consideravelmente de
acordo com o tipo de hospedeiro. Entre os fatores que influenciam essa variagao estao
a quantidade de esporocistos ingeridos, a espécie de Sarcocystis envolvida, além da
espécie e do estado imunoldgico do hospedeiro. A maioria dos sarcocistos se
desenvolve em musculos estriados esqueléticos; no entanto, alguns também podem
ser encontrados em musculos lisos e no sistema nervoso central (SMITH et al., 1987;
ROMMEL et al., 1972; FAYER, 1972).

O desenvolvimento intracelular ocorre por um complexo processo de divisdo
celular denominado endopoligenia. Nesse processo, os merozoitos presentes no
interior das células iniciam uma forma de esquizogonia, na qual aumentam de
tamanho e apresentam nucleo lobulado, resultando na formacao de esquizontes. O
material nuclear eventualmente se divide de forma simultdnea a citocinese,
produzindo multiplos merozoitos. Alguns merozoitos escapam de suas células
hospedeiras, penetram em outras células e sofrem novas geragdes de esquizogonia.
Em outros casos, os merozoitos permanecem dentro da célula hospedeira onde se
desenvolveram e iniciam outra geracdo de esquizogonia (FAYER, 1972; FAYER,;
THOMPSON, 1975).

Merozoitos liberados da esquizogonia podem ser observados na corrente
sanguinea, em células mononucleadas como macréfagos, e nos tecidos dos animais
infectados, onde formam os sarcocistos. A formacdo e maturacdo dos sarcocistos
iniciam-se quando o merozoito € recoberto pelo vacuolo parasitoforo, formando
metrocitos imaturos. Esses metrocitos sofrem divisdo por endodiogenia, produzindo
inumeros bradizoitos dentro dos sarcocistos. Essa € a fase final da reproducgao
assexuada e representa o estagio infectante para o hospedeiro definitivo (FAYER et
al., 1976; DUBEY, 1981; SPEER; DUBEY, 1986).

2.3 HOSPEDEIROS

Algumas espécies de Sarcocystis apresentam especificidade em relagdo aos
hospedeiros intermediarios e definitivos. Por exemplo, no caso de S. cruzi, o ciclodo
parasito envolve bovinos e bubalinos como hospedeiros intermediarios, enquanto os
canideos atuam como hospedeiros definitivos (FAYER et al., 1976; SMITH et al.,
1987). No entanto, essa especificidade néo se aplica a outras espécies, como S.

falcatula e S. neurona, que utilizam gambas como hospedeiros definitivos, mas
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apresentam ampla diversidade de aves e mamiferos entre seus hospedeiros
intermediarios (FAYER; THOMPSON, 1975; DUBEY etal., 2015).

As principais espécies de Sarcocystis e seus respectivos hospedeiros estao
dispostos no quadro 1.

Sarcocystis neurona e S. falcatula sdo geneticamente muito préximas e utilizam
marsupiais do género Didelphis como hospedeiros definitivos. Além disso, esses
animais participam do ciclo de outros Sarcocystis, como S. speeri e S. lindsayi
(DUBEY etal., 2015).

Entre as principais espécies de animais que apresentam grande facilidade de
adaptacdo ao meio urbano no Brasil estdo o gamba-de-orelha-branca (Didelphis
albiventris) e o quati (Nasua nasua) (BEZERRA-SANTOS et al., 2021; LEMOS;
CERQUEIRA, 2002). Esses animais desempenhamum papel importante na cadeia
epidemiologica de muitas doencgas, pois podem atuar como reservatorios e
disseminadores de patdgenos para populag¢des urbanas e silvestres (BITENCOURT;
BEZERRA, 2022; MEHRKENS et al., 2013; ZITELLI et al., 2021; FORNAZARI et al.,
2018; SOUZA etal., 2017).

No Brasil, as espécies S. falcatula, S. neurona, S. speeri e S. lindsayi ja foram
descritas em esporocistos no gamba-de-orelha-preta (Didelphis aurita), no gamba-de-
orelha-branca (D. albiventris) e no gamba-americano (D. marsupialis) (DUBEY et al.,
2015).

Os seres humanos podem desempenhar o papel de hospedeiros definitivos
para duas espécies de Sarcocystis, desenvolvendo sarcocistose intestinal ao
ingerirem carne mal passada. Sarcocystis hominis é proveniente da carne bovina,
enquanto S. suihominis tem origem na carne suina (FAYER etal., 2015). Os sintomas,
como nausea, dor de estdmago e diarreia, variam significativamente conforme o
numero de cistos ingeridos, sendo mais pronunciados no caso da carne suina em
comparagao com a carne bovina (ABUBAKAR et al., 2013; LAU et al., 2014). O
homem também pode atuar como hospedeiro intermediario para Sarcocystis nesbitti,
uma espécie que tem as cobras como hospedeiros definitivos (LATIF; MUSLIN, 2016;
TIAN et al., 2012). Essa doenca é de dificil diagndstico devido aos sintomas
inespecificos, e a investigagdo epidemioldgica deve considerar viagens a regides
onde hé risco de infecgdo (ROSENTHAL, 2021).

A participagado de hospedeiros paraténicos no ciclo de Sarcocystis tem sido

discutida em diversos estudos, tanto de forma experimental quanto por meio de
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diagndsticos soroldgicos (TILLMANN; KAMINO; MOHR, 1999; SMITH; FRENKEL,
1978; RUIZ; FRENKEL, 1976; CLUBB; FRENKEL, 1992).

Devido a grande diversidade genética, a complexidade do ciclo bioldgico, a
ampla gama de hospedeiros e ao papel aindaincerto de muitos desses no ciclo de
Sarcocystis spp., € essencial considerartodas as hipoteses e possibilidades para um
melhor entendimento desse protozoario.

As principais espécies de Sarcocystis e seus respectivos hospedeiros estao

dispostos no quadro 1.

Espécie de | Hospedeiro Hospedeiro definitivo
Sarcocystis intermediario
Sarcocystis cruzi Bovinos Cées
Sarcocystis hirsuta Bovinos Felinos
Sarcocystis hominis Bovinos Homem
Sarcocystis bovifelis Bovinos Felinos
Sarcocystis tenella Ovinos Caes
Sarcocystis arieticanis Ovinos Cées
Sarcocystis capracanis | Caprinos Caes
Sarcocystis suihominis | Suinos Homem
Sarcocystis porcifelis Suinos Felinos
Sarcocystis neurona Equinos, roedores e | Gambas
outros mamiferos
Sarcocystis falcatula Aves Gambas
Sarcocystis calchasi Aves Aves de rapina
Sarcocystis nesbitti Homem Répteis

Quadro 1: Espécies de Sarcocystis na primeira coluna; seus hospedeiros

intermediarios na coluna do centro e os hospedeiros definitivos na coluna da direita.

2.4 PATOGENICIDADE

Algumas espécies de Sarcocystis podem causar sintomatologia grave nos
hospedeiros intermediarios infectados. Em contrapartida, nos hospedeiros definitivos,
a infeccao geralmente apresenta um curso brando. A patogenicidade da infec¢ao por

Sarcocystis depende de diversos fatores, como a espécie do parasita, a intensidade
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da infecgao e a regidao do corpo afetada, além de fatores estressantes e condi¢des de
baixa imunidade, incluindo prenhez, desnutricdo e desidratacdo (DUBEY et al., 1989;
FAYER, 2004).

A sarcocistose, em geral, manifesta-se de forma branda em animais saudaveis
e de vida livre, com sinais clinicos normalmente imperceptiveis. Nao ha um sintoma
especifico que caracterize a doenca. O quadro clinico pode variar de sintomas leves
a moderados, como fraqueza, perda de peso, febre, anemia, tremores, hipersalivagao
e redugdo na producdo, até manifestacbes graves, incluindo encefalite,
encefalomielite e hepatite. Em casos de infecgao emfémeas prenhas, a doenca pode
levar ao aborto (DUBEY etal., 2015; DUBEY, 2022; BLEDSOE, 1979).

Casos de sarcocistose pulmonar em aves sao relatados, mas os sinais
neuroldgicos causados sé&o pouco estudados, principalmente em animais de vida livre
(GODOQY et al, 2009; KONRADT et al, 2017; LLANO et al, 2022).

Embora a infecgdo por Sarcocystis em quatis e gambas seja comum e
normalmente ndoocorra manifestagdes clinicas, existe a possibilidade de doencafatal
devido a miocardite e encefalite (DUBEY et al., 2017.; HAMIR & DUBEY, 2001,
WENDTE et al., 2010). Além disso, € importante frisar que as aves podem atuarcomo
reservatérios do parasita, aumentando o risco de transmissdo para outros animais
(FAYER etal., 2015).

2.5 ESTUDOS MOLECULARES

O DNA de Sarcocystis pode ser extraido diretamente de tecidos infectados para
PCR e o isolamento prévio dos sarcocistos pode ser necessario para evitar
contaminagdo com DNA do hospedeiro.

Os avangos na genética molecular possibilitaram novas abordagens
experimentais e estudos de regulagado génica. O sequenciamento do genoma de S.
neurona recentemente forneceu um cariétipo molecular, impulsionando estudos
genéticos e gendmicos comparativos sobre o patégeno.

As espécies S. neurona e S. falcatula possuem grande proximidade genotipica
devido a semelhancga na sequéncia codificadora da fragdo 18S do DNA ribossomal
(18S rDNA). A diferenciacao entre ambas pode ser realizada através de ensaios
biolégicos, uma vez que S. falcatula provoca doenca em algumas aves suscetiveis a
infeccdo por essa espécie, enquanto isso ndo ocorre em infecgdes por S. neurona.

Em termos moleculares, a distingdo entre S. neurona e S. falcatula é feita utilizando
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RAPD (DNA polimoérfico amplificado rapidamente), marcadores moleculares e
sequéncias transcritas internas do locus codificador de RNA ribossémico (ITS)
(TANHAUSER et al., 1999).

O gene 18S rDNA foi sequenciado em diversas espécies de Sarcocystis, como
relatado por Dubey et al. (2015). Essa regido apresenta alta conservacéo, o que torna
viavel a utilizagdo de primers para organismos relacionados. Contudo, espécies
intimamente relacionadas, apesar de diferencasfenotipicas, podem apresentar pouca
ou nenhuma variacédo nesse locus. Um exemplo é a relacédo entre S. falcatula e S.
neurona, que foram consideradas sinonimias durante certo periodo devido as minimas
diferencas nessa sequéncia (FENGER et al.,, 1995). O gene 18S rDNA néo
demonstrou variabilidade suficiente para separar espécies de Sarcocystis que
possuem aves como hospedeiros intermediarios (OLIAS et al., 2010; PRAKAS et al.,
2013). Apesar disso, recomenda-se que descrigcbes de novas espécies incluamessa

sequéncia para possibilitar comparagdes futuras (DUBEY et al., 2015).

2.5.1 RNA Riboss6mico - 18s

O gene responsavel pela codificacdo do RNA ribossomal desempenha um
papel essencial na célula, pois esta envolvido diretamente na formacédo das
subunidades do ribossomo e no processo de sintese de proteinas. Por ser altamente
conservado entre diferentes organismos, € amplamente utilizado como marcador
genético para identificar e diferenciar entre varios grupos taxonémicos. Ele é
constituido por sequéncias codificadoras que incluem as regides 18S, 5.8S e 28S,
separadas pelos espagadores internos ITS-1 e ITS-2. Essas regides ITS séo
altamente variaveis e conservadas, o que as torna Uteisem estudos filogenéticose de
identificacado especifica de organismos dentro de um mesmo género ou espécie
(ELLIS etal., 1995; ELLIS; MORRISON, 1995; JEFFRIES et al., 1997; HOLMDAHL et
al., 1993).

As sequéncias do genoma nuclear que codificam produtos de RNA ribossomal,
assim como 0s genes responsaveis pelos produtos mitocondriais no genoma dessa
organela, sdo amplamente reconhecidos como os marcadores moleculares mais
comuns para identificar espécies do género Sarcocystis (GJIERDE, 2013; 2016). Em
particular, o gene que codifica a subunidade ribossémica pequena (18S rDNA) foi
amplamente estudado e identificado na maioria das espécies do género (DUBEY et
al., 2015).
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Esses marcadores sao valorizados por alternarem regides altamente
conservadas e altamente variaveis, como observado no estudo de Ogedengbe et al.
(2016).

Embora o gene 18S rDNA seja amplamente empregado na identificagédo
molecular de espécies de Sarcocystis, ele apresenta limitagdes em diferenciar
especies intimamente relacionadas. Porexemplo, S. falcatula e S. neurona foram, por
um tempo, erroneamente consideradas a mesma espécie (DAME et al., 1995;
FENGER et al., 1995). Isso ocorre porque o 18S rDNA n&o possui variabilidade
suficiente para distinguir entre algumas espécies de Sarcocystis (OLIAS et al., 2010;
PRAKAS et al., 2013).

2.5.2 Espacador transcrito interno - ITS

O gene ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1) € amplamente utilizado para
diferenciar espécies e grupos taxonédmicos préximos devido a sua alta sensibilidade,
proporcionada pela presenca de multiplas copias no genoma. Contudo, um dos
principais desafios desse marcador é o grande numero de gaps observados durante
o alinhamentodas sequéncias,oque torna o processo de comparagdo genémica mais
complexo (ALVAREZ; WENDEL, 2003; PRAKAS etal., 2013).

A principal vantagem do uso de ITS1 e ITS2 é sua universalidade e
sensibilidade, visto que os loci ribossémicos estdo presentes em varias copias nos
genomas eucariéticos (ALVAREZ & WENDEL, 2003). No entanto, devido as taxas
evolutivas significativamente mais altas dos loci ITS em comparagédo aos genes 18S
rDNA, COI e 28S rDNA, estudos filogenéticos baseados nesses marcadores devem
ser restritos a espécies estreitamente relacionadas e nao comparadas diretamente a
géneros (ELLIS et al., 1999). Isso se deve ao fato de que inser¢des e delegdes
frequentes nas sequéncias ITS dificultam o alinhamento preciso entre organismos
distantes, diminuindo a confiabilidade dos resultados filogenéticos (PRAKAS et al.,
2013).

2.5.3 Citocromo C oxidase |

O gene CytB destaca-se como um marcador molecular relevante devido a sua
capacidade de diferenciar espécies, gragcas a sua conservacao e resisténcia as
alteragdes nucleotidicas provocadas por pressdes evolutivas (PENTINSAARI et al.,

2016). Esse gene é especialmente eficaz para identificar espécies de Sarcocystis em
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situacbes onde ruminantes sdo os hospedeiros intermediarios (GJERDE, 2013;
GJERDE et al., 2017). No entanto, sua aplicagdo € limitada em casos que envolvem
aves ou mamiferos carnivoros, uma vez que as variagdes detectadas com esse
marcador sao pouco significativas, dificultandoa distingao entre espécies (GJERDE;
VIKOREN; HAMNES, 2018). Assim, o CytB é uma ferramenta util para diferenciar
espécies dentro do género Sarcocystis, principalmente em cenarios envolvendo
ruminantes, mas apresenta limitagcbes quando aplicado a outros grupos de
hospedeiros, onde a identificagao de espécies pode serinviavel.

E Importante ressaltar que os estudos sobre genes mitocondriais em espécies

de Sarcocystis ainda sdo escassos.

2.5.4 Técnica de Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de Restrigao
(RFLP)

O método RFLP baseia-se na digestdo dos produtos obtidos por PCR ou
nested-PCR utilizando enzimas especificas. Essas enzimas cortam o DNA em
fragmentos com tamanhos especificos, cuja analise gera diferentes padrées de
fragmentos, dependendo da espécie analisada, permitindo sua identificagao (GUO;
JOHNSON, 1995; SU; ZHANG; DUBEY, 2006; YANG et al., 2002).

A utilizacdo de enzimas de restricio € uma opcao de escolha para
diferenciagao de protozoarios apicomplexae uma forma de triagem entre Toxoplasma
gondii, Neospora caninum, Hammondia sp. e Sarcocystis spp (SILVA et al., 2009).
Além disso, dependendo dos marcadores utilizados, podemos diferenciar entre as
espécies Sarcocystis neurona e Sarcocystis falcatula (RICHINI-PEREIRA et al., 2016;
SNEIDERIS. 2022, TANHAUSER et al., 1999).
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4 HIPOTESE
Existe a infeccdo de animais silvestres da regido Norte do Parana por

Sarcocystis spp.
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5 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presencga de Sarcocystis spp. em animais silvestres atropelados na

Regiao Norte do Parana.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar as alteragdes histolégicas em animais infectados por Sarcocystis
sSpp
e Diferenciar as espécies de Sarcocystis spp. encontradas nas amostras
positivas.
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Abstract
Sarcocystis are protozoa that require an intermediate and a definitive hostto complete
their cycle, usually prey and predator, respectively. Several species of Sarcocystis can
infectbirds, and some, such as S. falcatula and S. calchasi, can cause serious lesions.
The objective of this study is to report the anatomopathological and molecular findings
compatible with Sarcocystis spp. in two guira cuckoo (Guira guira). Two guira cuckoo
were found dead and submitted to autopsy. Organ fragments were collected for
histological and molecular evaluation. For histology, the fragments fixed in 10%
buffered formalin solution were processed according to the routine and the sections
stained with hematoxylin and eosin. For moleculardetection of Sarcocystis spp., tissue
extraction was performed with phenol-chloroform-isoamyl alcohol. DNA detection was
performed by nested PCR using primers from the target region 18s rRNA of the
Apicomplexa family. The n-PCR products were cleaved with restriction enzymes Ddel,
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HPY188IIl and Mspl. Results: Macroscopically, the lungs were edematous and dark
red. One of the animals had partially digested cockroaches in the gizzard.
Microscopically, diffuse pulmonary hemorrhage was observed associated with
schizonts compatible with Sarcocystis spp. Schizonts associated with lymphocytic
infiltrate were detected in the liver, skeletal muscle and muscle layer of the
proventriculus. Encephalitis and gliosis were observed in the brain in one animal. DNA
amplification was detected in the tongue, heart, liver, brain and esophagus.
Histological and molecularfindings confirm systemic sarcocystosis. Guira cuckoohave
carnivorous habits and may participate in the maintenance and dissemination of
Sarcocystis spp. in the environment, in addition to serving as food for other predators.
Keywords: Sarcocystosis; wild bird; histopathology; PCR-RFLP.

1 Introduction

Sarcocystis spp. are protozoan parasites with heteroxenous life cycles and
affect several animal species, including humans (1-3). Currently, approximately 200
species of Sarcocystis are confirmed, and 25% have the life cycle completely
described (3). Intermediate hosts, usually prey, become infected by ingesting
sporocysts in the environment,and the developmentof cysts occurs mainlyin muscles
and nervous tissue. Definitive hosts (predators) become infected by ingesting tissue
containing sarcocysts from their prey, and sexual multiplication occurs in the small
intestine by forming oocysts (1).

Birds play a fundamental role in the dissemination and maintenance of
Sarcocystis, as they can participate as definitive and/orintermediate hosts depending
on the animal species andthus constitute an important linkin the epidemiological chain
of the disease (4-6). Different species of Sarcocysts can infectbirds; however, studies
have shown that S. neurona, S. calchasi, and Sarcocysts falcatula are considered the
main species, which S. falcatula is one of the most prevalent in birds from different
avian orders (5-7).

Pulmonary sarcocystosis in birds has been widely reported; however, recent
studies described encephalitisin many avian species associated with S. calchasi and
S. falcatula (8—11). Other relevant changes in Sarcocystis infection in birds are
meningoencephalitis due to infiltration of macrophages and lymphocytes, perivascular
cuffs and gliosis and schizonts. (13, 14, 15).

One of the pointsthat deserve attention is the difficulty in differentiating between
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the species of Sarcocystis, mainly due to the genetic similarity between S. neurona
and S. falcatula. Furthermore, there is a gap in understanding the correlation between
the isolated species of opossums and the infection of birds by certain species of
Sarcocystis (8 - 11).

The present study aimed to report a sarcocystosis case causing encephalitis in

two free-living guira cuckoo (Guira guira) from Brazil.

2 Material and methods
2.1 Ethics Committee

The project was approved by the Animal Use Ethics Committee of the State
University of Londrina (CEUA/UEL) under number 038.2020 and by the Biodiversity
Authorization and Information System (SISBIO) under number 75997-1.

2.2 Sample collection

Two free-living guiracuckoos (G. guira; order Cuculiformes; Gmelin,1788) were
found dead near the campus of the State University of Londrina and underwent
autopsy. Multiple tissue fragments were collected for histological and molecular

evaluation.

2.3 Histopathology

The tissue samples were fixed in 10% buffered formalin solution for24 h, then
transferred to 70% ethyl alcohol solution and embedded in paraffin. Formalin -fixed
paraffin-embedded (FFPE) tissues were sectioned with 5 ym thickness and stained

with hematoxylin-eosin (HE) for histopathologic analysis.

2.4 DNA extraction and molecular analysis

The DNA extraction was performed with phenol-chloroform-isoamyl alcohol
protocol, as previously described (12). The DNA samples were stored at =20 °C until
molecular analysis.

The amplification of the 18s ribosomal RNA gene (18s RNA) was performed for
molecular detection of Sarcocystis DNA and other apicomplexans (13). Nested-PCR
was performed using 25 mM of the outer primers Tg18s48F and Tg18s359R and 50
mM of the inner primers Tg18s58F and Tg18s348. The amplicons' expected size was

290 base pairs (bp) for S. neurona, Neospora caninum, Hammondia hammondi, and
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Toxoplasma gondii and 310 bp for other Sarcocystis species.

Then, the enzymatic digestion using the enzymes Ddel, HPY188lll, and Mspl
was performed to analyze restriction fragment length polymorphism (RLFP) and
differentiate T. gondii, N. caninum, and Sarcocystis species. The amplified products
were visualized by electrophoresisin 1.5% agarose gel stained with SYBR Safe DNA
Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3 Results
3.1 Gross finding

Gross examination revealed one male and one female in good nutritional
condition (Figure 1) and moderate carcass preservation. The internal evaluation of the
female animal showed preserved visceral topography and a discrete accumulation of
blood and clots in the coelomic cavity. In both animalsthe lungs were expanded, moist,
and had significant blood upon cut. In the female, several partially digested

cockroaches were found in the gizzard (Figure 2).

3.2 Histological findings

Histological evaluation of the lung revealed marked diffuse hemorrhage, while
in the skeletal muscle, a discrete multifocal lymphocytic myositis was shown.
Furthermore, in both tissues, it was observed the presence of intralesional schizonts
compatible with Sarcocystis spp. (Figure 3). Schizonts associated with lymphocytic
infiltration were detected in the liver, and muscularlayer of the proventriculus. In the
brain, multifocal lymphocytic encephalitis and multifocal gliosis were observed in one

animal (Figure 3).

3.3 Molecular detection
Amplified products compatible with Sarcocystis spp. at the 300 base pair level

were detected in tongue, heart, liver, brain and esophagus (Figure 3).

4 Discussion

Reports of the detection of Sarcocystis spp. in wild birds are limited due to
factors such as the difficulty in obtaining samples and the lack of detailed clinical
history. The objective of this study was to integrate different diagnostic methods from

two animals found in good condition, which were free-ranging. Sarcocystis infection in
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birds occurs when they ingest sporocysts present in contaminated water or food,
excreted by definitive hosts, which in Brazil include the white-eared opossum
(Didelphis albiventris) (14). In the intermediate host, the disease is associated with
tissue destruction caused by the rapid asexual reproduction of the protozoan, also
known as schizogony, which occurs after oral infection (15). In birds, one of the most
characteristic clinical manifestations of Sarcocystis falcatula infection is severe
interstitial pneumonia, which results from the rupture of infected endothelial cellsin the
lungs (16). In our study, the main alterations observed in affected animals were
recorded in the lungs and nervous system. This observation is in agreement with
previous studies that documented pulmonary and neurological manifestations
associated with S. falcatula infection.

A recent study by Llano et al. (2022) identified a new species of Sarcocystis in
Guira guira (Cuculiformes: Cuculidae),demonstratinga genetic relationship of 92.65%
with S. falcatula and 93.55% with S. lindsayi (AF387164), which reinforces the
importance of this bird in maintaining the parasite in the environment(17). Based on
the research, our work is one of the few reports on the detection of Sarcocystis spp. in
guira cuckoo (Guira guira), obtained through histological findings in various tissues,
conventional PCR and restriction enzymes, highlighting the relevance of accurate
diagnosis by multiple methods. Another noteworthy point was the presence of
cockroaches in the stomach contents of the birds analyzed, a factor that may be
indicative of paratenic hosts for Sarcocystis muris. Although infection by S. murisin
birds is rare, it has been experimentally documented by serological diagnosis and
microscopic visualization (19). In a classic study, Clubb and Frenkel (1992)
investigated the death of psittacines in an aviary and concluded that cockroaches
played a role in the transmission of S. falcatula from opossums to birds, being an
etiological agent responsible for pulmonary sarcocystosis in birds (22). Since insects
are part of the natural diet of many birds, the presence of cockroaches should be
considered a relevantfactor in the epidemiology of the disease, as it may facilitate the
transmission of the protozoan to new populations of birds. Furthermore, the genetic
similarity between S. falcatula and S. neurona was demonstrated by analyses of the
18S ribosomal RNA gene sequences, which improves our understanding of the
evolution and transmission of these parasites (23, 24). Although they share genetic
similarities, the two species can be differentiated by their biological characteristics, a

crucial distinction for the diagnosis and control of infections (25, 26). Finally, the
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transmission dynamics of sarcocystosis in birds is influenced by the diversity of
intermediate and definitive hosts, which makes the biological cycle of Sarcocystis
complex and illustrates the wide range of hosts that can participate in the biological
cycle of these parasites, complicating the understanding and control of this parasitosis
(26, 27).

This study reflects the complexity of sarcocystosis in birds and emphasizes the
importance of complementary diagnosis and understanding the hosts and species
involved. The increase in the number of diagnosed cases and the diversification of
research methods are essential for advancing knowledge about the epidemiology of

Sarcocystis in free-living animals.

5 Conclusions

The histological and molecular findings confirm systemic sarcocystosis. Guira
cuckoo have carnivorous habits and can participate in the maintenance and
dissemination of Sarcocystis spp. in the environment, in addition to serving as food for
other predators. The presence of digested cockroaches draws attention to possible
paratenic hosts. In view of this report, we reinforce the importance of using

complementary diagnostic methods and researching pathogens in wild animals.
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Figure 3 : Systemic sarcocystosis in a Anu-branco (Guira guira). A and B. Chronic myositis
accompanied by intramyocytic cysts containing numerous bradyzoites (arrow) with morphology
consistent with Sarcocystis spp. C. Pulmonary hemosiderosis accompanied by extracellular cysts
(arrows). D. Increased number of glial cells (gliosis) with discrete inflammatory infiltrate composed of

lymphocytes and plasma cells expanding the perivascular region.
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Figure 4 : Agarose gel of Anu-branco samples after RFLP for differentiation between Toxoplasma
gondii, Neospora caninum and Sarcocystis spp.. In lanes 1 and 12, molecular weight of 100 bp is
indicated. Arrows indicate expected height of 300 bp compatible with Sarcocystis spp.. DNA extracted
from tongue, heart, liver and musculature of Animal 1 followin lanes 3, 4, 5 and 6. In lanes 7 and 8,
brain and esophagus of Animal 2. Positive controls of Toxoplasma gondii, Neospora caninum and

Sarcocystis spp. in lanes 9, 10 and 11, respectively. Negative control in lane 2.
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7 ARTIGO 2

Detection of Sarcocystis spp. in opossums and coatis killed by roadkill in Parana
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Abstract: Increasing urbanization has intensified the proximity of wildlife to urban
environments. Among the easily adaptable wild species that are frequently found in
urban areas are coatis (Nasua nasua) and opossums (Didelphis albiventris). Infection
by Sarcocystis spp. has been reported in several animals and may facilitate its
dissemination. In this context, the objective of this study is to detect the presence of
Sarcocystis spp. in coatis and opossums that were run over by molecular diagnosis
and anatomopathological findings. Between 2020 and 2022, carcasses of run-over
animals were subjected to autopsy. Organ fragments were collected for histological
and molecular evaluation. For histology, the fragments were fixed, processed
according to routine and the sections stained with hematoxylin-eosin. For molecular
detection of Sarcocystis spp. tissue extraction was performed and DNA detection was
performed by nested PCR using primers from the 18s rRNA target region. The n-PCR
products were subjected to cleavage with the restriction enzymes Ddel, HPY 188lll and
Mspl. From the evaluation of 23 animals, there was amplification in the n-PCRin ten
andin fourthe cleavage was compatible with the target DNA studied. After sequencing
the samples, three showed similarities to Sarcocystis spp. The results identified the
presence of the DNA of the studied agentin the animals run over in the study region.
Understanding the relationship between urbanization, environmental changes and the
impacts on the ecology of wildlife is increasingly importantand its study is challenging.
The use of carcasses of run overanimalsisan alternative forresearch, bringing greater

attention to the problem. In view of this work, we reinforce the importance of using
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complementary diagnostic methods and the research of pathogens in wild animals.

Keywords: Diagnosis. Environment. Protozoa. Roads. Synanthropic

Resumo: A crescente urbanizagadotem intensificado a aproximacao da faunasilvestre
com ambientes urbanos. Entre as espécies silvestres com facilidade de adaptagao e
que sao frequentemente encontradas no meio urbano estado os quatis (Nasua nasua)
e 0os gambas (Didelphis albiventris). A infec¢ao por Sarcocystis spp. € relatada em
diversos animais e pode facilitar a sua disseminagao.Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho é detectar a presenga de Sarcocystis spp. em quatis em gambas atropelados
por diagnostico molecular e achados anatomopatologicos. Entre 2020 e 2022,
carcacas de animais atropelados foram submetidas a autdpsia. Fragmentos de 6rgaos
foram colhidos para avaliagdo histolégica e molecular. Para a histologia, os
fragmentos foram fixados, processados de acordo com a rotina e os cortes corados
com hematoxilina-eosina. Para detecgdo molecular de Sarcocystis spp. realizou-se a
extracao tecidual e a detecgdo de DNA foi feita por nested-PCR utilizando primers da
regido alvo 18s rRNA. Os produtos da n-PCR foram submetidos a clivagem com as
enzimas de restricao Ddel, HPY188lll e Mspl. A partir da avaliacdo de 23 animais,
em dez houve amplificagdona n-PCR e em quatro a clivagem foi compativel com DNA
alvo pesquisado. Apds sequenciamento das amostras, trés apresentaram similaridade
com Sarcocystis spp. Os resultados identificaram a presenga do DNA do agente
pesquisado nos animais atropelados da regido do estudo. Entender a relagdo entre
urbanizagao, alteragdes ambientais e os impactos na ecologiada vida silvestre é cada
vez mais importante e seu estudo é desafiador. A utilizacdo de carcagas de animais
atropelados € uma alternativa de pesquisa, trazendo maior atenc¢éo ao problema.
Diante deste trabalho, reforcamos a importdncia da utilizacdo de métodos

diagndsticos complementares e a pesquisa de patdbgenos em animais silvestres.
Palavras-chave: Diagndstico. Estradas. Meio ambiente. Protozoarios. Sinantrdpicos.
Introducao

O estudo da fauna selvagem e dos agentes patolégicos circulantes nesse meio

€ desafiador devido a dificuldade de obtencado de amostras e por questdes éticas de
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manejo animal. As modificagdes antropogénicas na natureza como a expansao
metropolitana, construcéo de rodovias e avang¢o da agricultura e pecuaria, ocasionam
um desequilibrio ecolégico importante que altera a interagdo do ecossistema e sua
biodiversidade (HASSEL et al., 2017; JONES et al., 2008; RICHINI-PEREIRA et al.,
2010).

No Brasil, 0 gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) e o quati (Nasua
nasua) estdo entre as espécies que mais facilmente se adaptam ao meio urbano
(BEZERRA-SANTOS, et al. 2021.; RICHINI-PEREIRA et al., 2016). Essas espécies
desempenham um papel importante na cadeia epidemioldgica de muitas doencgas,
incluindo zoonoses, uma vez que podem agir como reservatorios e carrear patdégenos
para populagdesurbanasesilvestres (BITENCOURT; BEZERRA,2022.; MEHRKENS
et al., 2013.; ZITELLI et al. 2021.; FORNAZARI et al., 2018).

O género Sarcocystis necessita de dois hospedeiros para completar o ciclo, de
vida. Ele se desenvolve em musculatura de hospedeiros intermediarios, enquanto a
multiplicagdo ocorre no intestino de hospedeiros definitivos, que incluem aves de
rapina ou carnivoros selvagens (DUBEY et al., 2015; FAYER et al., 2015). Quatis e
gambas desempenham um papel relevante na disseminagao de Sarcocystis spp.,
sendo a espécie S. neurona a mais conhecida por causar uma doencga neuroldgica
grave em equinos. Essa espécie ja foi isolada de gambas no Brasil (DUBEY et al.,
2001., GONDIM et al., 2017).

Embora a infecgcdo por Sarcocystis em quatis e gambas seja geralmente
assintomatica, casos de doenca fatal podem ocorrer, resultando em miocardite e
encefalite(DUBEYetal., 2017.; HAMIR & DUBEY,2001, WENDTE et al., 2010). Além
disso, € importante frisar que esses animais podem atuar como reservatérios do
parasita, aumentando o risco de transmissédo para outros animais (FAYER et al.,
2015).

Diantedisso, este trabalhotem como objetivo detectar a presengade Sarcocystis
spp. em animais silvestres atropelados na regido sul do Brasil, contribuindo para o
entendimento da cadeia epidemioldgica do protozoario e sua circulagdoem ambientes

impactados pela acdo humana.

Material e métodos

Comité de ética
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O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em 20/10/2020 sob o protocolo
CEUA n° 038.2020 e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) em 08.10.2020 sob numero 75997-1.

Area do estudo

Entre os anos de 2020 a 2022 carcagas de gambas e quatis atropelados foram
coletadas em cinco cidades da regiao Norte do Estado do Parana. A avaliagédo do
estado de decomposicéo da carcaga foi feita de acordo com Pugliares et al. (2007).
Neste estudo foram utilizadas carcagas em condicdo de conservagao fresca a

moderadamente preservadas.

Avaliagao macroscépica e microscopica

As carcagas foram submetidas a exame post mortem padrao. Fragmentos de
cérebro, lingua, masseter, coragdo, pulméo, figado e bago foram colhidos e
armazenados para posterior extracdo do material genético. Fragmentos dos mesmos
orgaos também foram fixados por imersdo em solug¢ao de formalinatamponadaa 10
% e processadas para avaliagao histopatolégica.Os fragmentos foram submetidos ao
processo de rotina histoldégica padrao. Os cortes com 5 ym de espessura foram

corados pelo método de hematoxilina e eosina.

Analise molecular

A extracdo de DNA foi realizada com o protocolo fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico, conforme descrito anteriormente (12). As amostras de DNA foram
armazenadas a -20 °C até a analise molecular.

A amplificagdo do gene do RNA ribossémico 18s (RNA 18s) foi realizada para
a detecgao molecular de DNA de Sarcocystis e outros apicomplexos (13). A nested-
PCR foi realizada utilizando 25 mM dos primers externos Tg18s48F e Tg18s359R e
50 mM dos primers internos Tg18s58F e Tg18s348. O tamanho esperado dos
amplicons foi de 290 pares de bases (pb) para S. neurona, Neospora caninum,
Hammondia hammondi e Toxoplasma gondii e 310 pb para outras espécies de
Sarcocystis.

Em seguida, foi realizada a digestao enzimatica utilizando as enzimas Ddel,
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HPY188lll e Mspl para analisar o polimorfismo do comprimento do fragmento de
restricdo (RLFP) e diferenciar as espécies T. gondii, N. caninum e Sarcocystis. Os
produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo FisherScientific, Waltham, MA, EUA).

Deteccao de Sarcocystis spp.

Para deteccao de DNA de organismos da familia Sarcocystidae foi realizado
nested PCR utilizando par de primers que amplifica uma regido do gene 18s
ribossomal (18S rRNA). Os primers externos e internos e suas respectivas alturas de

amplificacdo de banda estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados e tamanho de produto amplificado esperado.

Tg18s48F- FW: 5'CCA
Primary .
EiTGCATGTCTAAGTATAAGC3' 290
Apicomplexa 18s
Tg18s359R - RV: 5 5'GTTACCCGTCACTGCCACY
Da Silva et al.
Tg18s58F - FW:
(2009)
Apicomplexa [Tg18s348R - RV310
18s 5TGCCACGGTAGTCCAATAC3'

Foi realizada PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP)
para diferenciacao entre T. gondii, N. caninum e Sarcocystis spp., utilizando as
enzimas de restricdo Ddel, HPY188Ill e Mspl. Os produtos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com syBR safe DNA
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA).

Sequenciamento Sanger

As amostras foram sequenciadas por Sequenciamento automatico de
eletroforese capilar no equipamento ABI3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems)
em kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Apllied) e reagdo de

precipitagdo por Etanol/EDTA/Acetato de Sdodio de acordo com protocolo sugerido
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pelo fabricante. As amostras foram avaliadas em gel de agarose 2% corados com
UniSafe Dye 0,03% (v/v) e visualizado sob luz UV.

As sequéncias obtidas foram examinadas quanto a qualidade usando o
software PHRED (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph). As sequéncias de
consenso foram determinadas usando o] software CAP3
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/cgi-bin/phph/cap3.pl). A identidade da
sequéncia e informagdes sobre espécie foram obtidos por comparagao com todas as
sequéncias depositadas no GenBank usando o software BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Resultados

Foram analisados umtotal de 23 animais, sendo 16 gambas e sete quatis. Entre
0os gambas, oito animais eram fémeas e cinco eram machos, com o restante sem
definicdo de sexo, com 13 animais adultos e trés jovens. Dos quatis, quatro eram
fémeas, dois machos e um animal ndo houve identificagdo de sexo, sendo cinco

adultos e dois jovens (Tabela 2).

Exame macroscopico e microscopico

Todos os animais apresentaram macroscopicamente lesdes decorrentes do
traumatismo. Os achados mais frequentes foram fraturas cominutivas de maxilar,
mandibula e ossos cranianos (Figura 1) acompanhadas de hemorragia do subcutaneo
e musculatura adjacente. Laceragdes pulmonares, hepaticas e esplénicas com

hemorragias difusas e multifocais também foram frequentes (Figura 2).

Figura 1. Autopsia de quati atropelado com lesdo em maxilar.
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Figura 2. Rupturas hepaticas de quati atropelado.

Ao exame microscopico, os principais achados foram alteragdes circulatérias
como hemorragia, congestao e edema. Os principais 6rgaos afetados foram pulmdes,
figado, rins e sistema nervoso central. Adicionalmente, constatou-se processos
inflamatérios predominantemente no sistema digestério associados a parasitas.
Pneumonia intersticial foi um achado frequente variando de discreta a moderada
intensidade em ambas as espécies.

Cistos de Sarcocystis spp. nao foram observados nas amostras avaliadas.
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Analise molecular

Dos 16 gambas, sete amostras teciduais apresentaram amplificagdo de DNA
em coragao, figado, cérebro, lingua, masseter e diafragma (Tabela 2). Em amostras
de trés dos sete quatis analisados houve amplificacdo de DNA no tecido cerebral,

coragao e diafragma (Tabela 3).

Tabela 2. Dados dos gambas analisados e resultados da reagao da cadeia da polimerase para detecgdo do
DNA de organismos da familia Sarcocystidae por Nested-PCR com amplificagdo da regidao do gene 18s

ribossomal (18S rRNA), sexo, estagio de vida, localizagdo dos animais e os 6rgdos utilizados. Nas amostras

14, 46, 62 ndo foi possivel a identificagdo de sexo do animal.

14 X Jovem 23°28'41"S Cérebro/Coracao/Masseter/Pulmao/ Positivo
51°7'56"W Figado/Diafragma Coragéao
Figado
46 X Adulto 23°19'16.32"S Cérebro Negativo
51°12'33.444"W
50 F Adulto 23°21'8.212"S Pulmao/Coragao/Figado Positivo
51°11'29.656"W Coragéao
59 M Adulto 23°19'38.294"S Figado Negativo
51°12'20.905"W
62 X Adulto Sem localizagao Cérebro/Figado/Pulméo Negativo
64 M Jovem 23°21'14.5"S Cérebro/Figado/Coragao Negativo
51°11'31.3"W
68 M Adulto 23°19'36.379"S Coragao/Masseter/Cérebro/Pulmao/ Negativo
51°12'47.275"W Figado
78 F Jovem 23°19°40,95408 " | Es6fago/Estébmago/Pulméao/Coragéo Negativo
S Figado/Masseter/Lingua
51°120,072"'W
82 F Adulto 23°21'42.4"S Lingua/Figado/Cérebro/Diafragma/ Negativo
51°11'56.2"W Coragao/Masseter/Pulmao
83 F Adulto Sem localizagéo Coragéao/Lingua Positivo
Coracgao
85 F Adulto 23°290.67 "S Cérebro/Lingua/Coragéo Positivo
51°27872 "W Cérebro/Lingua/
Coragao
93 M Adulto 23°19'02.9"S Figado/Pulméao/Estémago/Coragao/ Positivo
51°11'49.0"W Lingua Coragéao
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94 F Adulto Sem localizagao Masseter/Lingua/Coragao/Traqueia/ _
Cérebro/Estémago/Diafragma/Pulm
ao

95 F Adulto -23.345 86 "S Cérebro/Traqueia/Masseter/Diafrag Positivo

-51 13607 "W ma Cérebro/Masseter
Lingua Diafragma

97 F Adulto -23.32557 "S Coragao/Pulmao/Masseter/Figado/ Negativo
-5119764 "W Lingua

100 M Adulto -23.32070”S Lingua/Es6fago/Pulméao/Coragao/ Positivo
-5119400"W Masseter/ Masseter

Tabela 3. Dados dos quatis analisados e resultados da reagdo da cadeia da polimerase para detecgéo

do DNA de organismos da familia Sarcocystidae por Nested-PCR com amplificacdo da regido do gene

18s ribossomal (18S rRNA), sexo, estagio de vida, localizagdo dos animais e os 6rgaos utilizados. Nao

houve identificagdo do sexo do animal na amostra 45.

6 F Adulto 23°29'36"S Cérebro/Masseter/Coragao/ | Negativo
51°7'55"W Figado

45 X Adulto 23°25'39,444"S Figado Negativo
51°8'24,204"W

56 F Adulto 23°21'19.055"N Figado/Diafragma/Coragédo/ | Negativo
51°11'36.265"E Cérebro

60 F Adulto 23°45'31.154"S Coracéao Positivo
51°8'19.558"W Coragao

66 M Jovem Sem localizagdo | Figado Negativo

69 F Jovem 23°21'19.055"S Cérebro/Coracao Positivo
51°11'36.265"W Cérebro

9 M Adulto 23°18'24.9"S Pulméao/Diafragmal/Traqueia | Positivo
51°10'49.5"W /Estdmago/ Diafragma

Cérebro/Coragao/Lingua

Houve amplificagdo por RFLP em amostras de quatro animais (Tabela 4) e

posterior sequenciamento. Os trechos onde esses animais foram encontrados séo

visualizados na Figura 3.
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Tabela 4. Identificagdo dos animais e amostras amplificadas na técnica RFPL utilizando as enzimas de
restricdo Ddel, HPY188Ill e Mspl.

14 Didelphis albiventris Gamba-de-orelha- Coragéao
branca Figado

50 Didelphis albiventris Gamba-de-orelha- Coragéao
branca

60 Nasua nasua Quati Coracéao

69 Nasua nasua Quati Cérebro

Sequenciamento
Cinco amostras foram sequenciadas e trés apresentaram similaridade com

Sarcocystis spp (Tabela 5).

Tabela 5. Identificacdo dos animais e amostras sequenciadas

Descrigao PHRED Percent E-value

agente > 100 bases quality > identity
20

Sarcocystis sp 50 % 34% 80.20 % 1e-10

Sarcocystis felis OK 100 % 97.67 % 5e-144

Isospora OK 98% 95.29 % 2e-132

picoflavae

Sarcocystis OK 99% 97,67 % 1e-144

falcatula

X X X X X

Discussao

Os achados desse estudo confirmam a presencga de infecgao por Sarcocystis
em gambas (Didelphis spp.) e quatis (Nasua nasua), corroborando a hipotese de que
esses mamiferos desempenhamumpapel significativono ciclo de vida do protozoario.
A identificagado de cistos teciduais e a detecgao moleculardo género Sarcocystis em
tecidos desses hospedeiros sugerem sua possivel atuagdo como reservatdrios ou
hospedeirosintermediarios na transmissao do parasito. No entanto, fatores limitantes,

como a condic¢ao das carcacgas e a viabilidade dos tecidos, devem ser considerados,
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assim como a escolhacriteriosa dos primers utilizados para triagem e sequenciamento
das amostras.

A complexidade biolégica do parasito e sua ampla gama de hospedeiros
representam desafios para o estudo e a deteccdo de Sarcocystis spp. O uso de
animais selvagens atropelados como fonte de amostras para detecgdo moleculartem
se mostrado uma estratégia eficiente em conjunto com exames histopatologicos
(Richini-Pereira et al., 2016; Teixeira et al., 2020).

A diversidade genética entre as espécies de Sarcocystis que infectam gambas
no Brasil é consideravel (Dubey et al., 2015). Estudos indicam uma elevada variagao
nos antigenos de superficie dessas espécies, sugerindo que a recombinagao sexual
pode desempenharum papel relevante na diversificagao do parasito (Gondim et al.,
2017). Essa diversidade genética possui implicagbes significativas para a
compreensao epidemioldgica das infecgdes causadas por esses protozoarios e para
a analise filogenética (Gallo et al., 2017).

Os gambas sdo amplamente reconhecidos como hospedeiros intermediarios
de diversas espécies de Sarcocystis. Estudos prévios documentaram a presenga do
parasito em tecidos musculares e neuroldgicos desses animais no Brasil (Konradt et
al., 2017). Diversas espécies foram identificadas, incluindo S. neurona, cujo
isolamento a partir de Didelphis albiventris representou o primeiro registro dessa
espécie no pais (Dubey et al., 2001). Outras espécies, como S. falcatula e S. speeri,
também foram detectadas em gambas brasileiros, sendo S. falcatula encontrada em
D. marsupialis e D. albiventris (Gondim et al., 2017; Valadas et al., 2016).

Em um estudo conduzido por Balbino et al. (2022), amostras de animais
atropelados na regidao proxima ao do nosso estudo, revelaram a presencga de
Sarcocystis spp. em um pica-pau (Colaptes melanochloros) e em um veado (Mazama
gouazoubira), por meio do sequenciamento de amostras previamente triadas pela
PCR do gene 18S rDNA. De forma semelhante, Ludwig et al. (2021) empregaram a
técnica de PCR do 18S rDNA para identificar Sarcocystis em primatas da espécie
Alouatta guariba clamitans.

O presente estudo utilizou triagem molecularcom primers direcionados a regiao
do gene 18S rDNA, que apresenta regides altamente conservadas e esta presente na
maioria das espécies do género (Dubey et al., 2015; Ogedengbe et al., 2016). No
entanto, dada a ampla diversidade genética observada, recomenda-se a aplicagcéo de

multiplos marcadores moleculares para maior precisao na identificacdo. A regiao ITS-
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1, por exemplo, tem sido amplamente utilizadana analise da prevalénciade infec¢oes
por S. neurona em gambas, permitindo a distin¢cdo entre S. neurona e S. falcatula,
além daidentificagdo de novos hospedeirosintermediarios. Métodos complementares,
como a analise de padrdes de restricdo enzimatica, tém sido empregados para
aprimorar essa diferenciacao (Marsh et al., 1999; Tanhauseret al., 1999). Gjerde et
al. (2013, 2016) sugeriram o uso de primers direcionados a regido COX1 para a
detecgao de espécies, especialmente em bovinos.

A deteccdo de Sarcocystis em quatis ainda é pouco explorada na literatura,
tornando-se relevante o registro de infecgao nessa espécie no Brasil. Considerando
seu habito alimentar onivoro e sua presenga em ambientes urbanos e florestais, os
quatis podem estar expostos ao parasito por meio da ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com esporocistos eliminados por hospedeiros definitivos. Evidéncias
sugerem que mamiferos onivoros e carniceiros apresentam maior suscetibilidade a
infecgdo devido a ingestao de tecidos contaminados (Hoeve-Bakker et al., 2019).

O papel dos quatis no ciclo epidemioldgico do parasito ainda néao esta
completamente elucidado. Dubey et al. (2001) demonstraram infecgdo natural e
experimental do agente em guaxinins, enquanto Kirkpatrick (1987) identificou
estruturas compativeis com sarcocistos de S. neurona em 50% dos animais
analisados (26/52).

A infeccdo por S. neurona em guaxinins tem sido associada a casos de
encefalite granulomatosa e miocardite ndo supurativa, com manifestagdes clinicas
como letargia e fraqueza progressiva. No entanto, a encefalite nem sempre é
identificada como a principal causa dos sinais clinicos, especialmente em animais de
cativeiro e de vida livre, uma vez que coinfec¢gdes com outros agentes etioldgicos séo
frequentes (Dubey et al., 2017; Hamir & Dubey, 2001; Kubiski et al., 2016; Nakamura
et al., 2010).

A compreensdo das interacdes entre urbanizagao, alteragdes ambientais e
seus impactos na ecologia da fauna silvestre € fundamental para o avango do
conhecimento epidemioldgico sobre agentesinfecciosos emergentes e reemergentes.
A crescente proximidade entre humanos e ecossistemas anteriormente pouco
explorados, aliada a expansido urbana, favorece a adaptacdo de espécies
sinantropicas e sua consequente colonizacdo. Nesse contexto, 0 monitoramento de
fatores de risco associados a patdgenos emergentes torna-se essencial (Hassel et al.,
2017; Chaberetal., 2018).
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A inter-relagao entre ecologia e epidemiologia de doencas parasitarias destaca
a importancia da fauna silvestre na dinamica de transmissao de patégenos, sendoum
elemento crucial para a prevencao e controle dessas enfermidades (UNEP, 2020).
Alteragbes no comportamento e na distribuicdo de animais selvagens podem
influenciar significativamente a disseminagao de doencgas, a dinamica epidemiolégica
e a emergénciade variantes mais adaptadas e virulentas, potencialmente contribuindo
para o fendmeno conhecido como "spillover" de doencas (Plowright et al., 2017;
UNEP, 2017).

Conclusao

Nosso trabalho detectou a presenca de Sarcocystis spp. em amostras teciduais
de quatis e gambas por meio da avaliagao molecular, comprovando a presenga do
agente naregido. O uso das carcagas de animais atropelados € uma ferramenta de

pesquisa e lancga luz a diversos problemas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo do género Sarcocystis € um desafio devido a sua alta variabilidade
genética, diversidade de animais hospedeiros e grande numero de espécies. As
analises moleculares saoferramentas essenciais para chegarao diagnostico definitivo
e diferenciacdo de espécies. A escolha dos primers direcionados a espécie de
Sarcocystis e hospedeiros € crucial na pesquisa. Os achados de histopatologia
complementam a investigacao e devem ser utilizados em conjunto.

A interacdo entre animais domésticos e sinantropicos e animais tem sido
observada em varias regides e essa interacdo pode facilitara transmissao de parasitas
que oferecem riscos a saude unica.

A utilizagdo de carcagas dos animais atropelados € uma alternativa que deve ser
trabalhada podendo auxiliar na descoberta de possiveis patdgenos circulantes.

Sao0 necessarios estudos voltados a preveng¢ao para manter o elo de equilibrio
entre saude ambiental, humana e animal e pela urgéncia global de doencas
emergentes e reemergentes.

E essencial que esse tipo de estudo seja feito de forma continua, pois os

objetivos e resultados séo atingidos a médio e longo prazo.



64

8 ANEXOS
8.1 ANEXO A — AUTORIZACAO SISBIO. AUTORIZAGCAO DE PESQUISA NAS UNIDADES DE

CONSERVAGAO FEDERAL.
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razo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem p|
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: Eloiza Teles Caldart ' 2 e ; =
Titulo do Projeto: Fauna Silvestre Atropelada em Rodovias Como Sentinelas de Zoonoses

Nome da Instituigéio: Universidade Estadual de Londrina

- ‘} CPF:

CNPJ: 78.640.489/0001-53

Atividades
# |Alividade Grupo de Atividade
1 | Coleta/transporle de biolégicas in situ Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
# |Atividade Téxon Qtde.
1| Coletalfiransporta de amostras hinldgicas in siti | agnmorpha -
2 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Marsupialia -
3 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Felidae -
4 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Tamandua -
5 |Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Squamata -
6 | Colela/transporte de amostras bioldgicas in situ Xenarthra -
7 | Coletaltransporte de amostras biolégicas in situ Rodentia -
8 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Perissodactyla -
9 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Didelphimorphia -
10 | Colela/iransporte de amostras biolégicas in situ Chiroptera -
11 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Procyonidae -
12 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Mustelidae -
13 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Artiodactyla -
14 | Colataltransporia da amastras hinldgicas in siti Canidaa 5
15 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Sapajus 5
16 | Coleta/transporte de amostras bioclégicas in situ Dasypus -
17 | Coletastransporte de amostras biclégicas in situ Aves -
A quantidade prevista s6 é obrigatoria para atividad do tipo "Colet: sporta de espéci da fauna silvestre in situ”. Essa quantidade abrange uma porgdo
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservagéo Federal ou um Municipio.
Materiais e Métodos
# |Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais
1 |Amostras biolégicas (Aves) Animal encontrado morto ou partes (carcaga)/osso/pele, Ectoparasita,

Fezes, Fragmento de tecido/6rg&o, Penas,
Regurgitagdo/conteudo eslomacal, Sangue

1o

Amoetrae bioldgicas (Camiveroe) Animal encontrade morto ou partes (carcaga)/ossolpele, Ectoparasita,
Fezes, Fragmento de tecido/érgado, Pélo, Regurgitagio/conteddo
estomacal, Sangue, Sémen, Urina

Este documento foi expedido com base na Instrugéo Normativa n® 03/2014. Alravés do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadéo
poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 0759970120201008 Pégina 4/6
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