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1 INTRODUCAO GERAL

Mais da metade das espécies conhecidas compreende individuos parasitos
(Begon et al., 2007). Consequentemente, o parasitismo € uma relacdo biolégica
frequente e nenhuma espécie esta livre de parasitos (Price, 1980). Além disto, os
parasitos podem influenciar individuos, a dindmica de populacbes de seus
hospedeiros e até mesmo ecossistemas inteiros (Hudson et al., 2002). No campo da
parasitologia, tem sido uma preocupacado a identificacdo e registro de espécies de
parasitos em animais silvestres, devido a importancia dos estudos de inventario da
diversidade de espécies e também o risco que parasitos podem representar para a
saude publica (Martins et al., 2004).

Recentemente, a comunidade cientifica tem realizado estudos

parasitologicos em diferentes areas geograficas e hospedeiros. Estes estudos vém
reforcando a necessidade de mais informacdes sobre a fauna de parasitas, pois 0
conhecimento sobre os parasitos que infectam/infestam animais silvestres ainda é
limitado. Por exemplo, segundo Pedersen et al. (2007), menos de 40 % dos
primatas, carnivoros e artiodactilos ameacados de extincdo possuem alguma
informacé&o publicada sobre parasitas.
Dentre os animais necropsiados em algumas das primeiras excursdes dos
pesquisadores brasileiros no inicio do século XX, encontra-se o cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous); seus helmintos foram coletados e identificados, contribuindo
inicialmente para conhecimento da fauna helmintolégica deste hospedeiro (Duarte,
2007). O cachorro-do-mato (Linnaeus, 1766) (Figura 1) apresenta porte médio (4-10
kg), € geralmente abundante e apresenta ampla distribuicdo geografica dentro do
continente americano, sendo a sua presenca registrada no Panama, Colémbia,
Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Bolivia, Paraguai, Uruguai, regido
norte da Argentina e leste do Peru e na maior parte do Brasil (exceto Bacia
Amazobnica (Courtenay e Maffei, 2004). A espécie habita areas de cerrado,
pastagens e matas (Eisenberg e Redford, 1999), apresentando horarios de atividade
noturna e crepuscular (Nakano-Oliveira e Monteiro Filho, 2002), com estrutura social
familiar composta de dois a cinco individuos que forrageiam a uma distancia de 100
metros, (Brady, 1979; Macdonald e Courtenay, 1996).



Figura 1. Cachorro-do-mato Cerdocyon thous
Linnaeus 1766 em seu ambiente natural
(Pantanal, Mato Grosso do Sul)

O cachorro-do-mato possui uma dieta diversificada composta por artrépodes,
frutas e vertebrados sendo considerado generalista; porém alguns itens séo
consumidos mais que 0s outros conforme a época do ano e da regido habitada
(Olmos, 1993; Motta-Junior et al., 1994; Facure e Monteiro-Filho, 1996; Facure et al.,
2003; Rocha, 2004; Bueno e Motta-Junior, 2004; Jacomo et al., 2004; Gatti et al,
2006; Bianchi et al., 2009; Ped6 et al., 2006; ;Bianchi et al., 2013 no prelo). Na
regido do Pantanal, este canideo é abundante provavelmente devido a grande oferta
de recursos e nichos reprodutivos (Alho et al., 1987; Alho et al., 2011) e grande parte
de sua dieta é composta por artropodes (87%), especialmente Coleoptera (57%),
vertebrados (79%) e frutas (77%) (Bianchi, et al., 2013 no prelo).

Este carnivoro abriga varios parasitos e pode ter um papel importante na
manutencao do ciclo bioldgico de helmintos parasitos nos ecossistemas que ocupa,
por seus habitos generalistas e oportunistas, tolerancia a habitats naturais e
antropizados e interacdo com outras espécies silvestres e domésticas (Silveira,
1999; Courtenay e Maffei, 2004; Curi, 2005). Desde a viagem de Travassos no inicio
do século XX, espécies de helmintos foram relatadas em cachorro-do-mato nos
diferentes biomas e regifes geograficas do Brasil (Tabela 1). Os biomas da Mata
Atlantica e Caatinga, por exemplo, sdo 0s que apresentam maior quantidade de
relatos de helminto no cachorro-do-mato sendo 27 e 18 registros, respectivamente,
para géneros e espécies (grafico 1). No bioma do Pampa, por exemplo, foram

registrados por Ruas (2008), dez helmintos que foram identificados em espécie ou
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somente género; ja os biomas do Pantanal e Cerrado sdo 0s que possuem menor
namero de registros (Grafico 1). No cerrado, foram identificados seis espécies sendo
2 nematoddeos, 2 cestdédeos e 2 trematdédeos e no Pantanal foram relatadas 6
espécies: 4 nematddeos, 1 trematédeo e 1 acontocéfalo (grafico 1 e tabela 1).
Entretanto, para duas espécies de helmintos, Diphyllobothrium mansonoides e
Mesocestoides michaelsen ndo foram informadas as localidades e biomas onde
foram coletados no cachorro-do-mato.

Apesar da diversidade de helmintos ja registrada para cachorro-do-mato no
Brasil (Tabela 1), ainda ha espécies novas sendo registradas e muitas identificacdes
precisam ser refeitas.

Durante o desenvolvimento do projeto “Ecologia, Saude e Parasitas de
Carnivoros de Médio Porte no Pantanal: uma Abordagem Multidisciplinar”, de
dezembro de 2005 e fevereiro de 2009 e que foi fruto de uma colaboragcdo entre
laboratérios da Embrapa-Pantanal, FIOCRUZ, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro e University of Missouri/USA. foram coletados ovos de helmintos das fezes
de 79 cachorros-do-mato capturados na Fazenda Nhumirim (Pantanal — MS). Com
este material, identificou-se 62 morfotipos de ovos de helmintos, sendo que 6 deles
ocorreram entre 10% e 80% das amostras. Estes dados preliminares sugerem que a
fauna helmintolégica do cachorro-do-mato se mostra diversa e ainda ndo é
inteiramente conhecida para o bioma do Pantanal, uma vez que existiam até o
momento somente 5 espécies de helmintos descritos parasitando C. thous nesta
regido (Tabela 1). Neste contexto, este trabalho visa contribuir para o preenchimento
desta lacuna e para o avan¢co no conhecimento da helmintofauna do cachorro-do-
mato. A identificacdo dos helmintos coletados, a recuperacdo de ovos de fémeas
adultas e a identificacdo morfologica e/ou molecular desses helmintos e seus ovos
permitira que outros pesquisadores utilizem essas informacdes para estudos
helmintolégicos futuros nesta espécie e em outras espécies de hospedeiros nas
guais tais parasitos podem ocorrer.

Esta dissertacdo resultou em trés artigos e por isso foi dividida em trés
capitulos ja apresentando formatacdo indicada pelas revistas escolhidas para
publicacdo. No capitulo 1, apresenta uma nova espécie do filo Acanthocephala de
cachorro-do-mato. No capitulo 2, apresento a re-descricdo de quatro espécies de
nematodeos, incluindo dados morfolégicos, morfométricos e moleculares. No

capitulo 3 fiz uma analise ecoldgica para a nova espécie de Acanthocephala descrita
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no capitulo 1 a partir dos dados de ovos encontrados nas fezes de cachorros-do-
mato capturados no Pantanal e investiguei o papel que fatores abioticos e bidticos
tém na abundéancia e prevaléncia deste helminto. Neste Ultimo capitulo, apresento
também um panomara geral das prevaléncias de outros helmintos que também

foram encontrados nos exames coprolégicos daqueles animais.



Tabela 1. Helmintos relatados em cachorro-do-mato Cerdocyon thous Linnaeus, 1766 em diferentes regiées geogréaficas no Brasil.

Helmintos Regido Geografica Bioma Referéncia
Nematoda
Aelurostrongylus sp. Cameron, 1927 Mato Grosso do Sul Pan Vieira et. al 2008
Ancylostoma sp. Dubine, 1843 Serra da Capivara, Pl Ca Brandéo et al. 2009
Ancylostoma sp. Dubine, 1843 Guaraquecaba, PR. MA Mangini et al. 2002
Ancylostoma braziliense Faria, 1910 Botucatu, SP MA Griese et al. 2007
Ancylostoma buckleyi Le Roux & Biocca, 1957 Juiz de Fora, MG MA Duarte et al. 2007
Ancylostoma buckleyi Le Roux & Biocca, 1957 Itatinga, SP MA Santos et al. 2003
Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859) Hall, 1913 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859) Hall, 1913 Rodovia ES 060, ES MA Rodrigues et al. 2006
Angiostrongylus sp. Kamensky, 1905 Rio de Janeiro MA Vieira et al. 2008
Angiostrongylus sp. Kamensky, 1905 Mato Grosso do Sul Pan Travassos & Freitas 1943;
Angyostrongilus vasorum ( Railiet, 1866) Kamensky, 1905 Juiz de Fora, MG MA Duarte et al. 2007
Angiostrongylus raillieti Travassos, 1927 Rio de Janeiro MA Vicente et al. 1997
Angiostrongylus raillieti Travassos, 1927 Goias Ce Vicente et al. 1997
Ascarididae Travassos, 1919 Guaraquecaba, PR. MA Brand&o et al. 2009
Ascaridia gali (Schrank, 1788) Freeborn, 1923 Serra da Capivara, PI Ca Mangini et al. 2002
Capilarideo Juiz de Fora, MG MA Duarte et al. 2007
Calodium hepaticum Brancoft, 1893 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Capillaria sp. Zeder, 1800 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Dioctophyme renale Goeze, 1782 Seropédica (CETAS/RJ) MA Ribeiro et al. 2009
Dirofilaria repens Railliet & Henry, 1911 Mato Grosso do Sul Pan Vieira et. al 2008
Dirofilaria sp. Railliet & Henry, 1911 Mato Grosso do Sul Pan Noronha et al. 2002
Gnathostoma sp. Owen, 1836 Rodovia ES 060, ES MA Rodrigues et al. 2006
Molineinae gen. sp. Skrjabin & Schulz, 1937 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Molineus elegans (Travassos, 1921) Travassos & Darriba, 1929 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Molineus felineus Cameron, 1923 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Molineus sp. Cameron, 1923 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Oxyurus sp. Rudolphi, 1803 Guaraquecaba, PR. MA Mangini et al. 2002
Physaloptera digitata Schneider, 1866 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Physaloptera praeputialis Linstow, 1889 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Physaloptera sp. Rudolphi, 1819 Mato Grosso do Sul Pan Vieira et al. 2008
Physaloptera sp. Rudolphi, 1819 Serra da Capivara, Pl Ca Brandéo et al. 2009
Physaloptera terdentata Molin, 1860 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Physalopteridae Leiper, 1908 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Pearsonema feliscati (Diesing, 1851) Rio de Janeiro MA Vieira et. al 2008
Pearsonema lins(Freitas & Lent, 1935) Rio de Janeiro MA Vieira et. al 2008
Rictularia sp. Froelich, 1802 Botucatu, SP MA Griese et al. 2007
Pterigodermatites affinis (Jagerskiold, 1904) Quentin, 1969 Juiz de Fora, MG MA Duarte et al. 2007
Pterygodermatites pluripectinata Hoppe, 2010 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Pterygodermatites pluripectinata Hoppe, 2010 Parand ? Vieira et al. 2008
Strongyloides sp. Grassi, 1879 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) Stiles & Hassal, 1902 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Toxocara canis (Werner, 1782) Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Toxocara canis (Wemer, 1782) Rio de Janeiro MA Vieira et al. 2008
Toxocara sp. Stiles, 1905 Serra do Cip6, MG Ce Curi et al. 2005
Trichuris sp. Roederer, 1761 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Trichuris vulpis (Froelich, 1789) Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Trichuris vulpis (Froelich, 1789) Mato Grosso do Sul Pan Vieira et al. 2008
Uncinaria carinii Travassos, 1915 Séo Paulo MA Travassos, 1915 e Vicente et al. 1997
Cestoda
Cyclophyllidea Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Diphyllobothrium sp. (Cobbold 1858) Botucatu, SP MA Griese et al. 2007
Diphyllobothrium mansoni (Cobbold, 1883) Itatinga, SP MA Santos et al. 2004
Diphyllobothrium mansonoides Muller, 1935 n&o informado Schmidt 1986; Vieira et al. 2008
Dilepididae Rodovia ES 060, ES MA Rodrigues et al. 2006
Familia Hymenolepidae Serra do Cip6, MG Ce Curi et al. 2005

Mesocestoides michaelsen Loemberg, 1896

ndo informado

néo informado

‘Yamaguti 1959; Travassos 1965; Vieira et. al 2008

Spirometra mansonoides Mueller, 1935 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Spirometra sp. Mueller, 1935 Serra do Cip6, MG Ce Curi et al. 2005
Taeniidae Zona da Mata, MG MA Horta-Duarte et al. 2004
Trematoda

Alaria alata (Goeze, 1782) Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Athesmia sp. Zona da Mata, MG MA Horta-Duarte et al. 2004
Athesmia heterolecithodes (Braum, 1899) Juiz de Fora, MG MA Duarte et al. 2007
Classe Trematoda Serra do Cip6, MG Ce Curi et al. 2005
Echinostomatidae Zona da Mata, MG MA Horta-Duarte et al. 2004
Fibricola sp. Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
Platynosomumiilliciens (Braun, 1911) Juiz de Fora, MG MA Duarte et al. 2007
Platynossomun sp. (Braun, 1901) Serra do Cip6, MG Ce Curi et al. 2005
Pseudathesmia paradoxa Travassos, 1942 Salobra, MS Pan Travassos, 1942
Classe Trematoda Serra da Capivara, Pl Ca Brandéo et al. 2009
Acanthocephala

Acanthocephala Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Centrorhynchus sp. Luhe, 1911 Rio Grande do Sul Pa Ruas et al. 2008
Oncicola sp. Travassos, 1916 Espirito Santo MA Vieira et. al 2008
Oncicola sp. Travassos, 1916 Mato Grosso do Sul Pan Vieira et al. 2008
Oncicola canis (Kaupp, 1909) Hall & Wigdor, 1918 Botucatu, SP MA Griese et al. 2007
Prosthenorchis sp. Travassos, 1915 Municipio de Patos (Caatinga), Paraiba Ca Lima et al. 2009
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Grafico 1. Registros de nimero de espécies de helmintos de cachorro-do-mato nos diferentes biomas

brasileiros.




2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a identificagdo taxonOmica de helmintos gastrointestinais de
cachorros-do-mato provenientes do Pantanal do Mato Grosso do Sul e avaliar o
papel dos fatores biéticos e abidticos desempenham na prevaléncia e abundancia de
uma nova espécie de Acanthocephala descrita para o hospedeiro.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever a morfologia e morfometria de helmintos do sistema digestorio do
cachorro-do-mato e seus ovos por microscopia de luz;

e Realizar o diagnodstico dos helmintos parasitos do cachorro-do-mato néo
identificados por morfologia e morfometria por seqiiéncias nucleotidicas do
gene 18S Ribossomal,

e Caracterizar por microscopia eletronica de varredura (MEV) os espécimes de
Acanthocephala visando auxiliar a descricéo e identificacdo da espécie;

e Determinar a prevaléncia dos helmintos gastrointestinais utilizando os ovos
obtidos pela analise coproparasitologica de fezes de cachorro-do-mato, com
énfase em Prosthernorchis sp., avaliando os fatores bidticos e abidticos

relacionados a infeccdo por este parasito.



3 CAPITULO 1

Journal of Parasitology
A NEW ACANTHOCEPHALAN SPECIES (ARCHIACANTHOCEPHALA:
OLIGACANTHOCERHYCHIDAE) FROM CERDOCYON THOUS, A CRAB EATING-
FOX IN THE BRAZILIAN PANTANAL WETLANDS
--Manuscript Draft—

Ana Paula N. Gomes, Natalie Olifiers*, Joyce G. R. Souzat, Helene S. Barbosat,
Paulo S. D'Andrea$§, Arnaldo Maldonado Jr || 1.

Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestre Reservatorio, Instituto
Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz. Avenida Brasil, 4365 Manguinhos, Rio de Janeiro,
RJ, CEP 21045-900, Brazil. Correspondence should be sent to: maldonad@ioc.fiocruz.br

ABSTRACT: A new species of Oligancanthorhynchidae (Achanthocephala)
Phosthenochis sp. is described from specimens collected from the small intestine of the
crab-eating fox Cerdocyon thous Linnaeus, 1766 (Canidae: Carnivora) in the Brazilian
Pantanal wetland and the new species were analyzed by light and scanning electron
microscopy. Characteristic features distinguishing the new species from others already
described were obtained, such as size of the body, the leminici position, size of the eggs,
host and geographical distribution. Therefore, details of the surface body such as the
presence of two lateral papillae in the proximal region of the proboscis, the presence of
barbs in hooks and robust and festooned collar obtained by scanning electron
microscopy helped to identify the species. In addition, the DNA sequence of the new
species by 18S ribosomal gene was deposited in GeneBank. The analyses based on
light microscopy and scanner electron microscopy, as well as the molecular analyses
helped to obtain important information for the taxonomic study of the group.
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CAPITULO 1

Uma nova espécie de Acanthocephala (Oligacanthorhynchidae:
Prosthenorchinae) em cachorro-do-mato Cerdocyon thous Linnaeus 1766 no
Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil (Manuscrito submetido a Journal of

Parasitology).

RESUMO

Uma nova espécie da familia Oligancanthorhynchidae (Acanthocephala)
Phosthenochis sp. foi coletada do intestino delgado do cachorro-do-mato Cerdocyon
thous Linnaeus, 1766 (Canidae: Carnivora) no bioma Pantanal e descrita através da
microscopia de luz e eletrbnica de varredura. Caracteristicas diferenciam esta
espécie das demais descritas para este género, tais como tamanho do corpo,
posicdo do leminisco, tamanho do ovo, hospedeiro e distribuicdo geogréfica.
Caracteristicas morfologicas obtidas por microscopia eletrénica de varredura, como
presenca de duas papilas laterais no pescoco, a presenca de farpas nos ganchos e
de colar festonado auxiliaram a identificagdo da espécie. Adicionalmente, foi
depositado no GeneBank a sequéncia obtida através do gene ribossomal 18S. As
analises por microscopia de luz e eletrbnica de varredura e moleculares adicionam
infomacdes importantes para estudo da taxonomia deste grupo.

Palavra chave: Helminto, Acanthocephala, Prosthenorchis, cachorro-do-mato,

Pantanal.



3.1 Introducéao
3.1.1 Filo Acanthocephala

Os acantocéfalos possuem ampla distribuicdo geogréfica e infectam uma
variedade de artrépodes (insetos e crustaceos) que atuam como hospedeiros
intermediarios e vertebrados (peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos) como
hospedeiros definitivos, mostrando uma baixa especificidade (Nicholas, 1967; Read,
1974). Em alguns casos, peixes, anfibios e répteis sédo utilizados como hospedeiros
paraténicos. Por este filo apresentar uma baixa especificidade para o hospedeiro
definitivo, ele representa um grupo de helmintos parasitos de todas as classes de
vertebrados (Nicholas, 1967; Bush et. al 2001; Kennedy, 2006).

O Filo Acanthocephala é dividido em quatro classes - Archiacanthocephala,
Palaeacanthocephala, Eoacanthocephala e Polyacanthocephala (Amin, 1987). Esta
classificacdo € baseada em caracteristicas morfolégicas como, localizacdo do
sistema lacunar, numero e formato das glandulas de cemento nos machos, o
namero e tamanho dos ganchos da probdscide e taxonomia e ecologia do
hospedeiro (Bullock, 1969; Amin, 1985). O filo é caracterizado por ndo possuir trato
digestivo, fazendo a absorcdo dos nutrientes através da parede do corpo que
consiste em um tegumento espesso contendo um sistema de canais lacunares para
absorcao (Smyth, 1994). Outra caracteristica morfoldgica importante € a presenca
na regiao anterior de uma probdscide que geralmente retrai-se para dentro de um
receptaculo (Travassos, 1917; Crompton & Nickol, 1985). Na probdéscide, podem-se
encontrar ganchos e espinhos que sao utilizados para fixacdo e penetracdo da
probdscide na parede do intestino do hospedeiro definitivo, o que pode causar danos
ao hospedeiro tais como enterite cronica com lesdes ulcerativas (Dunn, 1963, Muller
et. al., 2010). A probdscide € sustentada por um pescoco livre de espinhos e na
base deste sdo encontrados os leminiscos. Segundo Amin (1985), a identificacédo
dos acantocéfalos € basicamente feita pelo tamanho e formato do corpo, probdscide,
ganchos e espinhos, tamanho do leminisco, tamanho e posi¢do dos testiculos, bem
como pelo formato das glandulas de cemento e dos ovos.

Os adultos sao didicos e tem reproducdo sexual seguida de copulacdo e
fertilizacdo. Apos a fertilizacdo, as fémeas lancam o0s ovos no intestino do
hospedeiro, que sdo eliminados para o ambiente juntamente com as fezes do
hospedeiro. No ambiente, o hospedeiro intermediario (artrépode) ingere os ovos, as

larvas (acanthela) eclodem do ovo e se desenvolvem até o estagio de cistacanto. O
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cistacanto infecta o hospedeiro definitivo (vertebrado) e se desenvolve em adulto
quando o artrépode é ingerido por este hospedeiro. O periodo pré-patente no
hospedeiro definitivo é de 28 a 70 dias, concluindo assim o ciclo deste parasito
(Nicholas, 1967; Amin, 1985).

Os acantocéfalos séo raros parasitas do homem e a maioria das infec¢des
ocorre por aquisicao através do consumo de peixes (hospedeiro paraténico) ou
insetos. Muitas espécies de baratas (Blattaria) e besouros (Coleoptera) que
contaminam a comida dos seres humanos podem agir como hospedeiro
intermediario e ser ingeridas pelo homem ocasionando a sua infec¢do (Nicholas,
1967; Haustein et al., 2009).

3.1.2 Familia Oligancanthorhynchidae e género Prosthenorchis

A familia Oligancanthorhynchidae Southwell & MacFie, 1925 pertencente a
classe  Archiacanthocephala é representada por trés  subfamilias:
Oligacanthorhynchinae, Macracanthorhynchinae e Prosthenorchiinae (Schmidt,
1972). Prosthenorchiinae Yamaguti (1963) inclui seis géneros: Prosthenorchis
Travassos, 1915, Oncicola Travassos, 1916, Travassosia Meyer, 1932, Hamanniella
Travassos, 1915, Echinopardalis Travassos, 1918, Paraprosthenorchis Amin,
Ngyuen and Heckmann 2008. Espécies do género Prosthenorchis tém sido
relatadas em diversas regibes geograficas (Schmidt, 1972; Amin, Ngyuen e
Heckmann, 2008) tais como Prosthenorchis elegans (Diesing, 1851) Travassos 1915
gue infecta primatas na America do Sul; Prosthenorchis lemuri Machado, 1950
provenientes de Iémures de Madagascar e Prosthenorchis fraterna (Baer, 1959)
Schmidt, 1972 de Felidae na Africa (Schmidt, 1972; Golvan, 1994, Amin et al., 2008).

Acantocéfalos ja foram relatados parasitando C. thous no Brasil, tais como
Oncicola sp., Oncicola canis e Prosthenorchis sp. (Griese et al., 2007; Ruas et al.,
2008; Vieira et. al.,, 2008; Lima et al., 2009), sendo que espécies do género
Prosthenorchis ainda ndo foram identificadas. O cachorro-do-mato foi um dos
objetos de estudo no projeto intitulado “Ecologia, Saude e Parasitas de Carnivoros
de Médio Porte no Pantanal: uma Abordagem Multidisciplinar’ conduzido de 2006 a
2009. Nesse projeto, incluiu-se o estudo de helmintos parasitos e espécimes foram
disponibilizados para realizacdo deste estudo, incluindo acantocéfalos. Neste
contexto, este trabalho tem como objetivo descrever uma nova espécie do género

Prosthenorchis incluido na familia Oligacanthorhynchidae e coletados em C. thous.
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3.2 Materiais e Métodos

Duas fémeas adultas de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) foram
encontradas mortas em 2007 durante trabalhos de captura e recaptura de animais
realizados entre 2005 e 2009 na Fazenda Nhumirim (18°59’S, 56°39'W), localizada
na Nhecolandia sub-regido do Pantanal, Brasil. Esses animais foram necropsiados e
foram coletados espécimes de acantocéfalos do intestino delgado.

A area de estudo € caracterizada por solo arenoso, com vegetacdo em
mosaico de floresta semi-decidua com &reas abertas apresentando diferentes
fitofisionomias e apresentando regime de inundagcdes sazonais alternadas pela
estacdo seca (abril a setembro) e chuvosa (outubro a margo) (Rodela, 2006). Todo o
procedimento de captura dos hospedeiros e coleta das amostras foi aprovado pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA primeira
licenca#183/2005-CGFA/LIC; ultima licenca#11772-2) e pela University of Missouri
(Animal Care and Use Committee protocol #4459).

O intestino delgado dos hospedeiros foi aberto e 0s espécimes de
acantocéfalos foram coletados, lavados em solucdo fisiologica (0,95% NacCl) e
armazenados em alcéol 70%. No laboratério todos os espécimes do género
Prosthenorchis foram diafanizados em fenol 90% para estudo e observacdo dos
ganchos da proboscide. Para descricdo das estruturas internas, os espécimes foram
corados em Carmim cloridrico, descorados em alcool cloridrico, desidratados em
série gradual de alcool, desafanizados em metil salicilato e montados em lamina
com balsamo de Canada (Amato, 1985). A caracterizacdo do género foi feita através
da chave taxondémica de Schmidt (1972).

A descricdo do Prosthenorchis cerdocyonis n. sp. foi baseada em 17
espécimes (7 machos e 10 fémeas) e os dados morfométricos sdo dados em
milimetros com valores de minimo, maximo e a média entre parénteses.
Espécimes de Prosthenorchis sp. (CHIOC 17840 a-f, 10123, Lima, 2009) e
Prosthenorchis elegans (CHIOC 417, 418, 419, 421, 441, 442, 998, 7661, 8864,
10122, 16147, Machado Filho, 1950) depositadas na Colecdo Helmintologica do
Instituto Oswaldo Cruz foram utilizadas para comparacdo das caracteristicas
morfoldgicas.

Para a descricdo da morfologia da superficie, espécimes machos e fémeas
foram submetidos a técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Os

espécimes foram fixados em 2,5% em glutaraldeido em tampé&o 0,1M Na-cacodilato
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por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s a lavagem no mesmo tampao, o0s
espécimes foram pos-fixados por 3 horas em 1% de tetroxido de ésmio em tampéao
0,1M Na-cacodilato em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
desidratado em séries crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) antes
do ponto critico por CO, Os espécimes foram montados em suporte de aluminio
(“stub”) revestido com fita dupla-face e metalizados com 20nm de camada de ouro.
As amostras foram observadas no microscépio de varredura Jeol JSM-6390 LV em
voltagem de 15 kV da plataforma de Microscopia Eletrdnica do Instituto Oswaldo
Cruz. As espécies-tipos de Prosthenorchis cerdocyonis n. sp. foram depositadas na
Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Rio de Janeiro, Brasil
recebendo as seguinte numeracdes 35804a, 35804b and 35804c.

Adicionalmente a identificacdo morfolégica e morfométrica foi realizada a
analise molecular através da extracdo do ADN gendmico dos espécimes coletados.
Para extracdo do ADN foi utilizado o Kit QlAamp DNA mini Kit (QIAGEN
Biotecnologia) em que os espécimes foram macerados com auxilio de grau e pistilo
e em seguida digeridos com proteinase K (600mAU/ml) em tampé&o ATL e incubado
por 3 horas a 56°C. Em seguida foi incubado novamente com tampao AL a 70°C por
10 minutos e seguido pela precipitacao por etanol (96-100%). A amostra de ADN foi
obtida através da eluicdo a uma coluna Qiamp Mini spin. O ADN foi quantificado pelo
nanodrop em 230 nm (NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 Uniscience) obtendo
os valores da quantificacdo em nano gramas por microlitros (ng/pl). O gene 18S
ribossomal foi amplificado através da técnica de PCR utilizando os seguintes
primers, que anelam a regido conservada em ambas partes finais do gene: F
5’AGATTAAGCCATGCATGCGT3 e R 5 GCAGGTTCACCTACGGAAAZ’ (Garey et
al. 1996). Para reacédo de PCR, foi usado um periodo inicial de desnaturacéo por 3
minutos a 94 °C, anelamento 50 °C por 3 minutos e extensdo 72 °C por 3 minutos,
seguidos de 35 ciclos de 1 minuto com a mesma temperatura de desnaturacao,
anelamento e extensao. O produto de PCR foi avaliado pelo método de eletroforese
em gel de agarose a 1%. O gel de agarose foi corado em brometo de etideo a 2% e
visualizado no trasiluminador sob luz ultravioleta. A purificacdo do PCR foi realizada
pelo Kit QlAquick (QIAGEN Biotecnologia) e, subseqiientemente, as amostras do
produto de PCR foram encaminhadas para Plataforma de Sequenciamento do

Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS-FIOCRUZ) para sequenciamento.
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3.3 Resultados

O téxon descrito neste trabalho inclui uma nova espécie de Acanthocephala,
coletada de um canideo Cerdocyon thous no ano de 2007 no bioma Pantanal. A
seguir esta espécie € descrita em detalhe.

Descricao

Oligacanthorhynchidae Southwell & MacFie, 1925.
Prosthenorchis Travassos, 1915.

Prosthenorchis sp.

(Figuras. 1-21)

Descricdo Geral: Os espécimes foram coletados do intestino delgado de dois
cachorros-do-mato (Fig. 1 e 2). Machos e fémeas possuem uma probdéscide globular
armada de 36 ganchos (12 séries de 3 ganchos); uma papila em cada lado da base
da proboscide; pescoco envolto por uma colar robusto e festonado (Figs. 3, 4 e 7);
corpo cilindrico e ventralmente curvado, espesso, sulcado, opaco e mostrando rugas
transversais; leminisco longo que por vez dobra-se sobre si mesmo e geralmente
alcancando a regido posterior do corpo (Figs. 12 e 13). Machos apresentam
testiculos elipsdides na regido anterior ou na regiao media do corpo e oito glandulas
de cemento agregadas apods o testiculo (Fig. 11), equanto as fémeas possuem
ovoejetor alongado com bordas sulcadas, apresentando um grande esfincter
préximo a vagina e com gonoporo subterminal na regido posterior (Figs. 5 e 9). Os
0ovos possuem uma membrana espessa e polos salientes (Figs. 6 e 10).

A probodcide consiste de 12 séries espirais com trés morfologias diferentes de
ganchos, variando de um gancho robusto no topo da probdscide a ganchos simples
na base da mesma (Fig. 8). Os ganchos possuem tamanhos similares em ambos 0s
sexos. O primeiro tipo de gancho (Tipo 1) € posteriomente curvado, apresentando
uma manubria complexa e raiz imersa na matriz da probdscide. A raiz se expande
lateralmente em forma de “T” e na ponta dos ganchos observa-se farpas (“barbs”)
(Figs. 8,16 el7). Entretanto, os ganchos tipo Il e Ill na regido proximal da proboscide
possuem raiz pequena, simples e discoide (Fig. 8). O comprimento dos ganchos
anteriores, Tipo | e Il, medidos entre o topo e a regido final do gancho, medem 0,41-
0,22 (0,32), 0,27-0,08 (0,15) e o comprimento da raiz destes medem 0,28-0,11
(0,18), 0,06-0,03 (0,05), enquanto os ganchos posteriores (Tipo IIl) apresentam raiz

simples e medem 0,11-0,05 (0,08) de comprimento.
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Machos holétipos e seis paratipos: tamanho do corpo 9,60-6,8 (8,53) de
comprimento e 1,97-1,26 (1,58) de largura. Probdscide globular medindo 1,10-0,56
(0,9) de comprimento e 0,98-0,72 (0,86) de largura, armada com 36 ganchos
(Figuras. 7,8). O colar é robusto e mede 1,26-0,68 (0,84) de comprimento e 0,98-
0,82 (0,88) de largura, apresentando aproximadamente 24 festdes (Figuras 3 e 7). O
pescoco € pequeno com placas longitudinais (Figura 15). Os dois testiculos séo
elipsdides e localizados na regido anterior do corpo. O testiculo anterior mede 1,0-
0,87 (0,94) de comprimento e 0,49-0,29 (0,39) de largura, e o testiculo posterior
mede 0,90-0,65 (0,78) de comprimento e 0,45-0,41 (0,44) de largura (n=2). Atras dos
dois testiculos encontram-se oito glandulas de cemento agregadas (Fig. 11); o grupo
de glandulas de cemento mede 1,23-0,96 (1,09) de comprimento (n=2). O canal
ejaculatorio tem 1,21-0,88 (1,05) de comprimento (n=2). A bolsa, localizada no final
da regido posterior, mede 0,955 de comprimento (n=1) e ndo possui raios (Figura
21). H4 um longo leminisco que se estende até o testiculo posterior e alcanca a
parte posterior do corpo (Figuras 12 e 13).

Fémea albtipo e nove paratipos: Corpo com tamanho de 12,18-5,34 (7,67) de
comprimento e 2,08-1,4 (1,71) de largura. A probdscide € globular medindo 1,0-0,68
(0,868) de comprimento e 1,04-0,78 (0,95) de largura e circundada por 12 séries de
3 tipos de ganchos (Figuras 7 e 8). O colar possui morfologia similar a dos machos
e apresenta tamanho 1,16-0,34 (0,74) de comprimento e 1,18-0,72 (0,97) de largura.
O leminisco também € similar a dos machos, sendo longo e estendendo-se até a
regido posterior do corpo. Na maioria dos espécimes, 0 leminisco cobre os ovos
presentes no corpo da fémea. Ao final do corpo encontra-se 0 ovojetor que mede
1,11-0,75 (0,90) (n=3; Fig 9). Os ovos (n=22) sado elipsoides, medindo 0,1-0,07
(0,09) de comprimento e 0,07-0,03 (0,05) de largura e apresentam trés membranas.
A membrana mais externa é espessa, granular e possui dois polos hialinos, a
membrana interna € fina e a membrana que recobre o embrido também é fina e
transparente (Figuras 6 e 10).

Adicionalmente, observou-se em detalhe por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) em ambos 0s sexos a presenca de duas papilas laterais na regido
proximal da probdscide, apresentando bordas elevadas com superficie lisa e poros
mediais (Figuras 15 e 18); também foi observado um colar robusto apresentando
superficie irregular e festonada (Figuras 14 e 15). Além disto, foi observada

presenca de farpas (“barbs”) nos ganchos distais na probdscide que emergem de
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um tegumento acolchoado (Figuras 16 e 17). Na extremidade posterior das fémeas
h& um vestibulo vulvar liso com bordas proeminentes (Figura 19), enquanto 0s
machos possuem vestibulo reprodutivo fechado pela retracdo da bolsa copuladora
(Figuras 20 e 21).

Esperava-se utilizar espécimes de Prosthenorchis sp. (Lima et al., 2009) e
Prosthenorchis elegans (Machado Filho, 1950) pertencentes a a colecéo do Instituto
Oswaldo Cruz para comparacdo com Prosthenorchis sp. do presente estudo, mas
infelizmente aqueles espécimes ndo estavam em boas condicdes.

Adicionalmente, a analise molecular foi realizada com espécimes coletados,
uma vez que nao ha registros do género e nem de espécies pertecente a este
género no GeneBank. Neste contexto, o ADN do espécime obtido foi submetido ao
sequenciamento molecular e depositado no GeneBank obtendo o niumero de registro
grp4114978.

Sumaério Taxondmico

Hospedeiro: Cachorro-do-mato, Cerdocyon thous Linnaeus, 1766.

Localidade: Fazenda Nhumirim (18°59’S, 56°39’'W), Mato Grosso do Sul, Brasil.
Material: Hol6tipo: 1 macho (CHIOC: 35804a); Alétipo: 1 fémea (CHIOC: 35804b);
Parétipo 5 fémeas e 6 machos (CHIOC 35804c).

3.3 Discusséao

O género Prosthenorchis foi criado por Travassos (1915) com a espécie tipo
Prosthenorchis elegans (Diesing, 1851) Schmidt, 1972 (sin. Echinorhynchus
elegans) proveniente de Callithrix chrysoleuca Wagner, 1842 (Machado Filho, 1950).
Segundo Stunkard (1965), o género Prosthenorchis foi incluido na nova subfamilia,
Prosthenorchinae Travassos, 1917 com mais duas outras espécies: P. luhei
Travassos, 1916, parasito do carnivoro procionideo Nasua nasua, e P. avicola
Travassos, 1917, parasito da ave Nettion brasiliense. Desde entédo, foram sugeridas
novas espécies bem como diversas alteracdes envolvendo o género Prosternorchis.

Em 1950, Machado Filho revisou as espécies descritas por Travassos e
descreveu treze novas espécies que parasitavam primatas, carnivoros, aves e
lagartos de diferentes regides geograficas do mundo. Yamaguti (1963) revisou a
classificacdo da familia Oligacanthorhinchidae, estabelecendo as caracteristicas
principais para o género Prosthenorchis e enfatizando também a distribuicéo

geogréfica das espécies como importante fator para a definicdo das espécies.
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Posteriormente, Schmidt (1972) revisou a classe Archiacanthocephala, focando na
familia Oligacanthorhinchidae e enfatizando a importancia da revisdo desta familia
devido as vagas descricdes e incorretas interpretacdes sobre a morfologia das
espécies deste grupo. Recentemente, Golvan (1994) revisou a nomenclatura do Filo
Acanthocephala e considerou a distribuicdo geografica como critério taxonémico
para o grupo, tal como foi enfatizado por Yamaguti (1963). Desde entéo, vinte e
nove espécies ja foram incluidas e descritas no género Prosthenorchis no mundo,
das quais vinte e uma espécies ocorrem na América do Sul, sendo que cinco
espécies de Prosthenorchis foram descritas em hospedeiros da ordem Carnivora: P.
luehei, P. pintoi, P. procyonis, P. potosi e P. gethi (Machado Filho, 1950; Golvan
1994).

Recentemente, Amin e colaboradores (2008) relatam o novo género
Paraprosthenorchis pertencente a familia dos Oligacanthorhynchidae. Os géneros
Prosthenorchis e Paraprosthenorchis sdo considerados relacionados porque ambos
sdo o0s Unicos da familia nos quais as espécies possuem um colar robusto e
festonado. Entretanto, atualmente somente trés espécies sdo consideradas de fato
pertencentes ao género Prosthenorchis por possuirem o colar: Prosthenorchis
elegans (Diesing, 1851) Travassos, 1915, Prosthenorchis lemuri Machado, 1950 e
Prosthenorchis fraterna (Baer, 1959) Schmidt, 1972. Ja as outras espécies até entao
descritas e que tinham sido consideradas como pertencentes ao género, na verdade
nao possuem colar e por isso tém sido realocadas para outros géneros da familia
Oligacanthorhynchidae (Schmidt, 1972; Golvan, 1994; Amin et al., 2008).

Os dois géneros que possuem o colar, Prosthenorchis e Paraprosthenorchis
possuem caracteristicas que os diferenciam. Por exemplo, as espécies do género
Paraprosthenorchis ndo apresentam proboscide ornamentada, 12 séries de 3
ganchos cada, ganchos com farpas, ganchos com raiz complexa e longa, colar com
até 23 festdes ou gonoporo subterminal (Amin et al.,, 2008). Caracteristicas
adicionais encontradas na espécie aqui descrita, tais como namero de série e tipos
de ganchos, numero de festdes no colar e tamanho do corpo nédo sao observados no
género Paraprosthenorchis, o que justifica a inclusdo da espécie descrita neste
trabalho no género Prosthenorchis.

As principais caracteristicas que distinguem Prosthenorchis sp. do presente
estudo de P. elegans, P. fraterna e P. lemuri sdo o tamanho do corpo, posi¢cao do

leminisco, numeros de festdées no colar, tamanho dos ovos, o hospedeiro e
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distribuicdo geogréfica (Tabela 2). Entretanto, os leminiscos da espécie aqui descrita
e P. fraterna possuem mesma localizacdo no corpo, pois podem alcancar a
extremidade posterior. Particulamente, Prosthenorchis sp. do presente estudo
distingue de P. elegans e P. lemuri por obter tamanho do corpo pequeno e longo
leminisco que alcanca a extremidade posterior do corpo. J& o tamanho do ovo se
apresenta maior do que os das outras espécies ja descritas para 0 género
Prosthenorchis. Em relacdo a regido geografica, Prosthenorchis sp. do estudo pode
ser relacionado ao P. elegans por ambos ocorrerem na mesma regido no Brasil -
diferentes das demais espécies comparadas que ocorrem na Africa.

Outras espécies do género Prosthenorchis ja foram relatadas em outros
carnivoros no Brasil como P. luehei Machado Filho, 1950 em Nasua sp., P. pintoi
Machado Filho, 1950 em Conepatus suffocans, P. procyonis Machado Filho, 1950
em Procyon cancrivorous, P. potosi Machado Filho, 1950 em Potos flavus, P. gethi
Machado Filho, 1950 em Tayra barbara; porém estas espécies ndo possuem colar
festonado (Golvan, 1994; Amin, 2008). Em cachorro-do-mato s6 havia até entdo o
relato de um espécime do género Prosthenorchis, mas sem identificacdo ao nivel de
espécie (Lima et al., 2009 no Estado da Paraiba). Espécies de outro género da
familia Oligacanthorhynchidae, tais como Oncicola canis (Griese et. al, 2007 em
Botucatu, Sdo Paulo) e Oncicola sp. (Vieira et al., 2008 em Espirito Santo e Mato
Grosso do Sull) ja foram descritas para este hospedeiro (Tabela 1), mas as espécies
descritas do género Oncicola ndo possuem colar, ndo apresentam farpas nos
ganchos, os leminiscos séo curtos e os testiculos ndo séo elipsodides, o que descarta
a possibilidade da espécie nova aqui descrita pertencer ao género Oncicola.

Concluindo, a espécie Prosthenorchis sp. descrita no presente estudo possui
carcacteristicas morfolégicas que se enquadram no género Prosthenorchis e
excluem a possibilidade desta espécie pertencer a qualquer outro género dentro da
familia Oligacanthohrynchidae. Ao mesmo tempo, algumas caracteristicas descritas
(Tabela 2) sdo Unicas, caracterizando assim uma espécie nova. E importante
ressaltar ainda que detalhes morfologicos desta espécie tais como, as farpas nos
ganchos, papilas e colar foram observadas através da microscopia eletrénica de
varredura e essas caracteristicas até o momento ndo tinham sido descritas em
detalhe para nenhuma espécie do género Prosthenorchis. Com isso, € notavel a
importancia e necessidade de descrever adequadamente as espécies com auxilio da

microscopia e biologia molecular, pois a descricdo de diversos helmintos séo falhas

17



ou incompletas, evidenciando a auséncia de caracteristicas importantes para
identificacdo correta das espécies. Ainda, ndo ha dados no GeneBank para muitas
espécies, dados esses que sao fundamentais para auxiliar futuramente os

pesquisadores nas identificacdo destes helmintos.

3.5 Concluséao

e Identificou-se uma espécie de Acanthocephala, Prosthenorchis sp. que pode

ser considerada uma nova espécie devido as suas caracteristicas Unicas.
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Figuras 1-2. (1) espécime fémea de cachorro-do-mato Cerdocyon thous encontrado morto na Fazenda
Nhumirim, Pantanal do Mato Grosso do Sul; (2) intestino do cachorro-do-mato apés necrépsia parasitado por
espécimes de Prosthenorchis cerdocyonis n. sp.; Figura 3-6. Microscopia Optica do Prosthenorchis sp. (3 e 4)
Viséo Lateral e apical da regido anterior do macho apresentando proboscide globular com ganchos e colar, Pr-
proboscide, Co- colar; (5) regido posterior da fémea . Abreviaturas: Va.- Vulva, Be- campainha e Ut- ovojetor;
(6) ovo apresentando 3 membranas, Om- membrna externa, Im- membrana interna , Em-embrido.
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Figuras 7-13. Prosthenorchis sp. (7) regido anterior apresenta proboscide globular armada com ganchos e papila
em cada lado na base da proboscide, pesco¢co com colar robusto; (8) trés tipos de ganchos, 1° gancho com raiz
dupla e com formato de “T” e 2° e 3° com raiz reduzida com formato de disco; (9) regido posterior do corpo da
fémea apresentado campainha, ovojetor e vagina sub-terminal; (10) ovo com 3 membranas e embrido; (11) corpo
do macho com testiculo elipséides anterior e posterior, seguido por um conjunto de 8 glandulas de cemento; (12 e
13) Ieminisco longo e dobrado alcangando a parte posterior do corpo.
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Figuras 14-21. Morfologia
externa do Prosthenorchis
sp. por Microscopia
Eletrdbnica de Varredura
(MEV). (14) visao lateral do
corpo da fémea com sulcos
longitudinais; (15)
proboscide  armada  de
ganchos (Pr), apresentando
pescoco com duas papilas
(Pa) em cada lado (estrela) e
colar festonado (Co); (16 e
17) ganchos (Ho)
apresentando pontas com
farpas (seta vazia); (18)
papila (Pa) na base da
probdscide, préxima ao
gancho basal (Ho, seta
branca) e mostrando borda
elevada, superficie lisa e um
poro mediano; (19) visao
ventral da regido posterior do
corpo da fémea (Fe); (20)
regido posterior do corpo do
macho (Ma) com vestibulo
retraido; (21) regido posterior
do macho apresentando
bolsa evaginada (B, seta
branca). Abreviaturas: Pr-
Proboscide, Pa-Papila, Co-
Colar, Ho- Ganchos, Fe-
Fémea, Ma-Macho, B-Bolsa
copuladora.
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Tabela Il — Dados Morfométricos para comparacéo de 5 espécies do género Prosthenorchis (medidas em

milimetros).
Caracteristicas P. elegans P. elegans P. lemuri P. fraterna Prosthenorchis
(Diesing, 1851) Machado, 1950 Machado, Baer & Gerber, sp.
Travassos, 1915 1950 1958 (presente estudo)
n=11
Corpo
comprimento 15-20 * 25-50 * 45 * 12-15+* 7.67-8.53
largura 2.0-40* 1.5-4.0* 3.0* 1.6* 1.59-1.61
Probéscide
comprimento 0.5* 0.89 * - - 0.87-0.90
Largura 0.6 * 0.91* - 0.58 * 0.86-0.95
FestGes - 40 * 20-25* - 24
Ganchos
Tipo | 0.224 * 0.640 * - 0.238 * 0.33
Tipo Il 0.167 * 0.560 * - 0.102 * 0.15
Tipo Il 0.120 * 0.460 * - 0.060 * 0.81
Raiz dos
ganchos
Tipo | 0.150* 0.131* - - 0.18
Tipo Il 0.116* - - - 0.49
Tipo I - - - - -
Leminisco
Posicéo do Regido anterior Regido anterior Regido Proximo a Proximo a
leminisco em mediana extremidade extremidade
relacéo ao corpo posterior posterior
Testiculo
anterior
comprimento 3.0-5.0* 0.23* - 1.2-13* 0.94
Largura 15-1.8* 0.10 * - 0.49 * 0.39
Testiculo (conjunto) (conjunto)
Posterior
comprimento 0.16 * - 0.78*
Largura 0.87 * - 0.44*
Glandula de
Cemento
comprimento 3.0-4.0* 0.39 * - - 1.09
largura 1.8-2.0* 0.34* - - -
Ovojetor - 249 * - 1.65-1.77* 8.95
Ovos
comprimento 0.78* 0.63-0.77* 0.60* 0.45-0.47 * 0.87
Largura 0.42-0.46* 0.42* 0.42* 0.26-0.28 * 0.49
Hospedeiro
definitivo Saimiri sciurea Mystax ursulus, Lemur fulvus  Panthera pardus  Cerdocyon thous
(vertebrado) Challithrix
chrysoleu
Distribuicao Brasil/Panamé& Brasil/Panaméa Madagascar  Epulu, Congo Brasil (América
Geogréfica (América do (América do (Africa) (Africa) do Sul)
Sul/América Sul/América
Central) Central)

— Medidas néo informadas pelo autor

* Medidas obtidas através da descri¢do das espécies em manuscritos publicados pelos

autores citados.
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4 CAPITULO 2
Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

GASTROINTESTINAL NEMATODES FROM CERDOCYON THOUS LINNAEUS, 1766
IN THE BRAZILIAN PANTANAL WETLANDS
Nematodeos gastrointestinais em Cerdocyon thous Linnaeus, 1766 no Pantanal do Mato
Grosso do Sul, Brasil.

--Research Note—
Ana Paula N. Gomesi, Natalie Olifiersi, Arnaldo Maldonado Jr1*.
1 Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestre Reservatoério, Instituto
Oswaldo Cruz, Fundacao Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Abstract

This study reports the occurrence of four helminth nematodes collected from the gut
of roadkilled Cerdocyon thous Linnaeus, 1766 found in BR 262 highway, Mato
Grosso do Sul State, Brazil in 2011. These species were described and identified by
light microscopy and morphometric information. In addition, for thoses species that
could not be identified by by morphology and morphometric methods, | performed
molecular analyses with DNA extraction, followed by PCR and DNA sequence of the
18S ribosomal gene, which were then compared by the maximum similarity method.
Four species were described and identified: Ancylostoma buckleyi, Spirocerca lupi,
Pterigodermatites (Multipectines) pluripectinata and Ascaridia galli. This study reports
for the first time these nematodes parasitizing C. thous from the Brazilian Pantanal

Wetlands, expanding the geographical distribution of these helminths in C.thous.

Keywords: Helminths, nematodes, crab-eating fox, Pantanal Wetlands
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Nematddeos gastrointestinais em Cerdocyon thous Linnaeus, 1766 no
Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil (nota cientifica a ser submetido a
Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria).

RESUMO

O presente estudo relata a ocorréncia de quatro espécies de nematddeos coletadas
no sistema digestério do cachorro-do-mato Cerdocyon thous Linnaeus, 1766
encontrado atropelado na rodovia BR 262, no Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil
no ano de 2011. As espécies de helmintos foram descritas e identificadas com
auxilio da microscopia de luz e dados morfométricos. Além disto, foi realizada
analise molecular por extracdo de ADN seguidas de PCR, sequenciamento do gene
ribomossomal 18S e realizada analise de similaridade por maxima identidade para
espécies que ndo puderam ser identificadas apenas por morfologia e morfometria.
Com isso, foram identificadas e descritas quatro espécies: Ancylostoma buckleyi,
Spirocerca lupi, Pterigodermatites (Multipectines) pluripectinata e Ascaridia galli. O
estudo registra pela primeira vez a ocorréncia destes nematdédeos em C. thous no
bioma Pantanal, ampliando a distribuicdo geografica destes helmintos parasitos em
C.thous.

Palavra chave: Nematédeos, cachorro-do-mato, Pantanal.
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4.1 Introducéo
4.1.1 Filo Nematoda: Morfologia e Biologia

O Filo Nematoda compreende aproximadamente 20 mil espécies descritas,
sendo considerado o filo mais rico no Reino Animalia (Bush et al., 2001). A maioria
destes helmintos é de vida livre, ocorrendo em ambientes aquéticos, marinhos e
terrestres, com papel de decompositores ou detritivoros reciclando nutrientes
quimicos e organicos (Bush et al., 2001; Smyth, 1994). Alguns tém sucesso como
parasito e sao encontrados na maioria dos eucariotos, parasitando plantas e
infectando diversos animais.

Os nematdédeos possuem corpo alongado, geralmente apresentam forma
corporal cilindrica e extremidades afiladas, apresentando variacdo na morfologia
externa da regido anterior e/ou posterior, com simetria bilateral, além de possuirem
uma complexa cuticula que pode ser mudada quatro vezes antes de atingir a
maturidade sexual. Estes helmintos apresentam uma abertura oral com ou sem
labios que abrem internamente a capsula bucal, alguns podem apresentar capsula
bucal modificada contendo estruturas como dentes que séo importantes por ajudar
na fixacdo ao hospedeiro (Bush et al., 2001). Alguns nematédeos tém projecao
lateral chamada asa cefalica que esta associada a regido anterior. Na regiao anterior
sdo encontradas também estruturas sensoriais tais como papilas e anfideos. Alguns
grupos apresentam papilas cervicais chamadas deridios, receptores tateis em que 0
numero e localizagcdo representam caracteristicas taxondmicas importantes. Na
regido posterior encontram-se os fasmideos, papilas caudais, e em alguns machos
observa-se asa caudal ou bolsa copuladora que pode apresentar raios. O tubo
digestivo se inicia pela abertura oral (estomodeu), seguido pelo eséfago, intestino e
termina na regido posterior (proctodeu), sendo o anus nas fémeas e cloaca nos
machos (Chitwood, 1974; Bush et al., 2001). A morfologia da capsula bucal, tubo
digestivo, fasmideos e papilas sédo estruturas que contribuem para taxonomia do filo
Nematoda.

O ciclo dos nematdideos varia entre simples (monoxénico, onde ha apenas um
hospedeiro envolvido) ao mais complexo (heteroxénico, com um ou mais
hospedeiros intermediarios). Nas espécies de vida livre assim como nos parasitos, a
eclosdo dos ovos e 0 sucesso do seu desenvolvimento dependem das condicfes
ambientais, particularmente da concentracédo de oxigénio, bem como da temperatura

e umidade. As larvas eclodidas tanto no ambiente aquatico quanto terrestre ou no
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interior de um hospedeiro animal devem passar por quatro ecdises antes de atingir a
fase adulta (Smyth, 1994; Bush et al., 2001; Rey, 1991; Rey, 2008). A penetracao no
hospedeiro vertebrado pode ser passiva, quando ovos ou larvas sao ingeridos, e/ou
ativa, quando penetram na pele (Rey, 2008). Entretanto, muitos ciclos envolvem
larvas de estagio de vida livre que também mostram adaptacdes para sobrevivéncia
contra fatores desfavoraveis, tais como redugdo na sua atividade metabdlica para
garantir transmissao e chegada ao hospedeiro apropriado (Bush et al., 2001).

Os nematddeos parasitos sdo didicos, produzindo ovos com revestimento
resistente, e frequentemente exibem dimorfismo sexual em que fémeas geralmente
sd0 maiores, enquanto os machos apresentam a cauda curvada ventralmente,
diferente das fémeas onde se mostra esticada (Smyth, 1994; Bush et. al, 2001). Os
machos possuem um ou dois testiculos, vasos deferentes que se unem com o reto
formando a cloaca, além de estruturas acessoérias que incluem os espiculos (Unicos
ou pares) que sao estruturas quitinizadas que irdo variar em numero, tamanho e
formato, sendo utilizados para manter a vulva da fémea aberta durante a copula;
gubernaculo que atua como guia ao espiculo para passar pela cloaca; e a bolsa
copuladora com a funcdo de prender a fémea durante a coOpula. O sistema
reprodutor feminino consiste em ovario que se liga ao oviduto seguido do utero. O
Utero € muscular e na parte distal forma uma estrutura especializada conhecida
como ovoejetor. O ovoejetor ligado ao utero forma uma vagina que se abre
ventralmente para o exterior, formando a vulva (Chitwood, 1974; Bush et. al, 2001).

Os nematddeos parasitos de vertebrados sdo encontrados em quase todos o0s
tecidos ou cavidades e algumas espécies sdo responsaveis por causar doencas
tanto no homem quanto nos animais. Portanto, esses parasitos podem representa
problemas a saude publica e veterinaria (Smyth, 1994; Rey, 1991; Rey, 2008). Neste
contexto, serdo dadas informacdes das familias e espécies dos nematdédeos

encontrados parasitando Cerdocyon thous no bioma Pantanal.

4.1.2 Familia Ancylostomatidae Looss, 1905
Género Ancylostoma Dubine, 1843
Os nematddeos da familia Ancylostomatidae s&o pequenos e parasitam
vertebrados. Apresentam a extremidade anterior curvada dorsalmente dotada de
capsula bucal desenvolvida apresentando dentes, placas, lancetas ou laminas

cortantes, que sao estruturas cuticulares cortantes que ajudam a fixacéo e deplecao
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do tecido do hospedeiro, além de serem estruturas importantes como caracteristicas
taxondmicas para distincdo entre os géneros. O género Ancylostoma, por exemplo,
apresenta capsula bucal munida de estruturas que lembram dentes, enquanto no
género Necator as estruturas da cdpsula lembram laminas. Além da capsula bucal, a
bolsa copuladora é outra estrutura importante para identificacdo das espécies (Rey,
1991; Rey, 2008). O ciclo de vida dos ancilostomideos € direto com producdo de
ovos que sao passados através das fezes do seu hospedeiro. Quando em condi¢des
ambientais favoraveis, os ovos eclodem em larvas de vida livre (larva rabiditoide) até
a larva do terceiro estagio (larva filariéide) que infecta o hospedeiro; no homem a
larva infectante, chamada de larva migrans, penetra na pele infectando-o. No
hospedeiro, se forma o verme adulto que se instala no intestino delgado fixado por
sua capsual bucal (Bush, 2001).

Os ancilostomideos podem causar anemia por deficiéncia de ferro, uma vez que
se alimentam de sangue e tecidos dos hospedeiros (Hotez, 1985, Rey, 1991; Rey,
2008). Os parasitos que infectam frequentemente o homem sao Ancylostoma
duodenale (Dubine, 1843) Creplin, 1845, encontrado predominantemente em paises
do velho mundo e Necator americanus Stiles, 1903, encontrado na Africa, Américas
e llhas do Pacifico (Rey, 2008). Espécies do género Ancylostoma tais como,
Ancylostoma caninum (Ercolani, 1859) Hall, 1913, A. braziliense Faria,1910, A.
tubaeformae Zerder, 1800, A. pluridentatum Alessandrini, 1905, A. buckleyi Le Roux
e Biocca, 1957 podem ocorrem em animais domeésticos e silvestres, como em
canideos, felinos e outros mamiferos; algumas espécies podem infectar o homem
através da larva migrans que penetra na pele (Thatcher, 1971; Bush, 2001; Traub et.
al, 2004).

Estudos da helmintofauna em mamiferos silvestres no Brasil tém relatado
parasitismo por espécies de alguns géneros da familia Ancylostomatidae, tais como
Ancylostoma Dubine, 1843, Necator Stiles, 1903, Bunostomum Railliet, 1902,
Uncinaria Froelich, 1789, Monodontus Molin, 1861, Gaigeria Ralliet e Henry, 1910,
Globocephalus Molin, 1861 (Santos et. al, 2003). Algumas espécies do género
Ancylostoma ja foram registradas em mamiferos no Brasil, tais como A. bidens
(Molin, 1861) Freitas, 1951, A. braziliense Faria, 1910, A. caninum (Ercolani, 1859)
Hall, 1913, A. dudenale (Dunine, 1843) Creplin, 1845, A. pluridentatum Alessandrini,
1905, A. buckleyi Le Roux e Biocca, 1957 (Vicente et. al, 1997; Santos, 2003; Pinto

et. al, 2011). Adicionalmente, espécies do género Ancylostoma ja foram relatadas
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parasitando C. thous no Brasil, entre elas A. braziliense, A. caninum e A. buckleyi
(Santos et al. 2003; Rodrigues et al. 2006; Duarte et al. 2007; Griese et al. 2007;
Ruas et al. 2008).

4.1.3 Familia Rictulariidae Froelich, 1802
Género Pterygodermatites Weld, 1861.

Os nematddeos da familia Rictulariidae séo parasitos principalmente do trato
digestério de roedores e carnivoros, mas também infectam marsupiais e primatas
(Tkaach e Swiderski, 1996; Torres et al., 2007; Jiménez e Patterson, 2012). A familia
foi revisada por Quentin (1969) que estabeleceu dois géneros: Rictularia Froelich,
1802 e o novo género Pterygodermatites Wed|, 1861. Além disto, sugeriu a
separacdo do género recém criado em cinco subgéneros: Pterygodermatites
(Paucipectines), Pterygodermatites (Neopaucipectines), Pterygodermatites
(Pterygodermatites), Pterygodermatites (Mesopectines) e Pterygodermatites
(Multipectines). O género Pterygodermatites inclui espécies que apresentam capsula
bucal proeminente e espinhos em formas de placas na superficie do corpo. A
capsula bucal, bem como o nimero e morfologia dos espinhos sdo caracteristicas
taxondmicas importantes para identificacdo dos subgéneros (Quentin, 1969; Torres
et al., 2007, Hoppe et al., 2010, Jiménez e Patterson, 2012).

Na América do Sul, onze espécies do género Pterygodermatites foram
descritas, sendo que nove espécies do subgénero Pterygodermatites
(Paucipectines) foram relatadas parasitando roedor, tatu, morcego e marsupiais
(Beldomenico et. al, 2005; Torres et. al, 2007; Vicente et. al, 1997; Hoppe et. al,
2010, Jiménez e Patterson, 2012) e duas do subgénero Pterygodermatites
(Multipectines) parasitando canideos, felinos (Quentin, 1969) registrados na regiao
Neotropical (Beldomenico et al., 2005; Wang e Tedford, 2007; Lima, 2009; Hoppe et
al., 2010; Pinto et al., 2011). Espécies da familia Rictularridae ja foram registradas
em C. thous no Brasil, tais como Rictularia sp., Pterygodermatites (Multipectines)
affinis (Jagerskiold, 1904) Quentin, 1969 e terygodermatites (Multipectines)
pluripectinata Hoppe, 2010 (Duarte et al., 2007; Griese et al., 2007; Hoppe et al.,
2010; Pinto et al., 2011).
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4.1.4 Familia Spirocercidae Chabaud, 1975.
Spirocerca lupi Raillet e Henry, 1911.

Os representantes da superfamilia Spiruroidea representam um grupo diverso
dos nematdédeos que apresentam grande disparidade de tamanho, diversidade de
ornamentagdo e diversidade de microhabitats para os helmintos adultos. Esta
superfamilia contém trés familias: Gongylonematidae Sobolev, 1949; Spiruridae
Oerley, 1855 e Spirocercidae Chabaud, 1975 (Vicente et al., 1997). Nematddeos
pertencentes a espécie Spirocerca lupi Raillet e Henry, 1911 (Nematoda:
Spirocercidae) sdo endoparasitos que ocorrem em ndédulos fibrosos na parede do
esbfago, estbmago, aorta e em outros 6rgdos causando a espirocercose (Bailey et
al. 1963; Lobetti, 2000; Mazaki-Tovi et. al, 2002) que caes domeésticos, raposas,
lobos, chacais, coiotes e felinos silvestres (Levine, 1968; Bowmann, 1999). Estes
nematodeos ocorrem globalmente em areas tropicais e subtropicais sendo
prevalentes em areas de clima quente (van der Merwe et al., 2008). O ciclo de vida
necessita de um hospedeiro intermediario, muito frequentemente representado por
besouros (Coleoptera), onde as larvas L1 sdo ingeridas por este e se desenvolvem
até estagio de L3. Se o besouro, ou qualquer hospedeiro paraténico tais como aves,
lagartos e roedores for consumido pelo hospedeiro definitivo, a infeccdo no
hospedeiro definitivo € dada através da penetracédo da larva na parede do estdmago,
seguida de migracéo para a aorta toracica, onde o helminto ira sofrer muda e chegar
a fase adulta (Anderson, 2000; van der Merwe et al., 2008; Waal et al., 2012). A
espirocercose tem alta prevaléncia em areas urbanas e acomete principalmente
caes e gatos domesticos, porém raramente o homem (Pence e Stone, 1978; Fortes,
1997; Dvir et al., 2001), sendo de importancia para saude publica e veterinaria.

A maioria dos registros desse nematddeo ocorre em Israel (Mazaki-Tovi et al.,
2002), Grécia (Mylonakis et al., 2001), Turquia, india (Ramachandran et al., 1984),
Paquistdo (Anataraman e Krishna, 1966), Estados Unidos (Dixon e McCue, 1967),
Brasil (Oliviera-Sequeira et al., 2002), Quénia (Brodey et al.,1977) e Africa do Sul
(Lobetti, 2000). Recentemente tem sido relatado aumento de espirocercose na Africa
do Sul e Israel (van der Merwe et.al, 2008). No Brasil, S. lupi ja foi relatado em
diferentes regides tanto em cdes domésticos quanto em canideos silvestres,
incluindo C. thous (Labruna et al., 2006; Curi et al., 2010; Santos et al., 2012).

31



4.1.5 Familia Ascaridiidae Travassos, 1919.
Ascaridia galli (Schrank, 1788) Freeborn, 1923.

Os ascarideos em sua maioria sdo nematdédeos de corpo longo, robusto e
geralmente apresentam trés labios proeminentes na regido anterior. Membros da
familia Ascariidae sdo em sua maioria parasitos que habitam o intestino delgado de
vertebrados silvestres (Bush et al., 2001). Ascaridia galli (Schrank, 1788) Freeborn,
1923 é um parasito que infecta aves domésticas e silvestres em todo o mundo
(Soulsby, 1982; Katakam et al., 2010; Ferdushy et al., 2012), porém ja foi descrito
parasitando um gato domeéstico no Rio de Janeiro (Langenegger e Lanzeieri, 1963-
1965; Duarte, 1981). O parasito adulto habita o l[imem do intestino (Ackert et al.,
1940; Soulsby, 1982) onde as fémeas fazem a postura de ovos de casca lisa e
espessa que sao eliminados nas fezes do hospedeiro (Fortes,1997; Machado et al.,
2007). Os ovos abrigam larvas do terceiro estagio, larvas no estagio de infeccéao,
sem desenvolvimento no ambiente. Apds ingestdo pelo hospedeiro, os ovos
alcancam o duodeno onde se da a eclosao e o parasita se desenvolve no limen do
intestino delgado (Tugwell e Ackert, 1952; Herd e McNaught, 1975; Katakam et al.,
2010). Entretanto, ja foram descritas infeccbes de parasitos na forma adulta
ocorrendo na cavidade abdominal (Akinyemi et al., 1980; Leitdo, 1983; Freitas, 1984,
Fortes, 1997). Tem sido assinalado que a infeccdo por grande numero de parasitos
pode ser patogénico ao causar obstrucdo intestinal; sendo assim, o parasito tem
importancia comercial porque pode causar prejuizo para a producdo de aves
(Machado, 2007; Katakam et al., 2010). O controle desta parasitose é pratica
adotada na Unido Européia como forma de minimizar as perdas na producao
(Katakam et al., 2010).

No Brasil ha relatos de A. galli e Ascaridia sp. com alta prevaléncia infectando
aves domésticas silvestres em diferentes regides (Permin, 1997; Giovannoni e
Kubiak, 2001; Freitas et al., 2002; Marietto Goncalves et al., 2006). Recentemente
tem sido relatada a presenca de ovos de Ascaridia spp. nas fezes de céaes
domeésticos (Fok et al., 2001), e também ha registro de ovos de A. galli nas fezes de
C. thous (Mangini et. al, 2002).

Alguns nematdédeos, como por exemplo, A. buckleyi, A. caninum, A.
braziliense, Ascaridia spp., Ascaridia galli, Rictularia sp. Pterigodermatites affinis,
Pterygodermatites pluripectinata n. sp. pertencentes as familias mencionadas

anteriormente ja foram relatadas em C. thous em diferentes biomas e regides
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geogréficas (Mangini et al., 2002; Santos et al., 2003; Rodrigues et al., 2006; Duarte
et al., 2007; Griese et al., 2007; Ruas et al., 2008; Brandao et al., 2009; Lima et al.,
2009); porém, ndo héa estudos de identificacdo e descricdo destes nematddeos
parasitando C. thous no bioma Pantanal.

Diante disto, o presente trabalho tem como objetivo identificar e descrever os
nematédeos coletados no trato digestério do C.thous do Pantanal.

4.2 Materiais e Métodos

O estudo foi realizado na BR-262 no Estado do Mato Grosso do Sul no
periodo de outubro e novembro de 2011. A rodovia BR 262 interliga os estados
do Espirito Santo, Minas Gerais, S8o Paulo e Mato Grosso do Sul sendo uma pista
Unica e de méo dupla.

Para as coletas dos animais atropelados foram realizadas quinze viagens de
carro de Campo Grande a Corumba e quinze no trecho inverso. As saidas eram
feitas no inicio da manha para que fosse coletado o maior niumero possivel de
carcacas, antes que estas fossem destruidas pelo trafego de veiculos ou removidas
por animais necréfagos, como carcaras (Caracara plancus). Os dados detalhados do
local, espécie, data, quildometro da rodovia e coordenadas das carcacas localizadas
eram coletados; e a carcaca era colocada em uma bolsa plastica de biosseguranca
e armazenada em um recipiente de isopor com gelo com intuito de minimizar a
decomposicdo até que chegasse nos pontos de apoio para a realizacdo das
necropsias.

Foram coletados trés espécimes de C.thous encontrados atropelados, sendo
dois machos adultos e uma fémea jovem. Coletaram-se também amostras de outras
espécies de mamiferos silvestres encontradas atropelados neste trecho para dados
do banco genético do Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Silvestres Reservatorios.

As necrépsias foram feitas nos pontos de apoio, tais como o Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) nos municipios de Anastacio e Miranda e nas
instalacdes da Embrapa-Pantanal em Corumba (Figuras 1, 2, 3). Os vermes adultos
foram coletados do sistema digestoério e todo o procedimento de coleta das amostras
foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade —
ICMBIo (SISBIO licenca # 30248-1).
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4.2.1 Coleta e identificacdo dos helmintos

O estbmago, intestino delgado e intestino grosso foram abertos e os
espécimes de nematddeos foram coletados, lavados em solucéo fisiologica (0,95%
NaCl), armazenados em alcool 70% e acondicionados em frascos identificados de
acordo com o numero do hospedeiro e o érgdo em que foram encontrados. Os
helmintos recuperados foram diafanizados com lactofenol, montados entre lamina e
laminula e analisados com auxilio de microscopio de luz (Zeiss Standard 20)
acoplado a camara clara, onde foram desenhados e medidos. Os espécimes foram
identificados no Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatério, FIOCRUZ/Rio de Janeiro. Os dados morfométricos sao apresentados
em milimetros com valores de minimo, maximo e média entre parénteses.

Os aspectos morfolégicos especificos observados foram usados na
identificacdo dos espécimes de acordo com artigos especificos da descricao de cada
espécie e chave taxondmica segundo Vicente et. al (1997). Por fim, os espécimes
representativos das espécies de helmintos estudados foram depositados na Colecéo
Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC), Rio de Janeiro, Brasil.

Figura 1- Rodovia interestadual BR-262, trecho entre Campo Grande a Corumba, Mato
Grosso do Sul onde foram recolhidos os espécimes de Cerdocyon thous atropelados;
2- Espécime de Cerdocyon thous atropelado; 3- Laboratério do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) em Miranda onde foram realizadas as necrdpsias.

4.2.2 Andlise Molecular

Adicionalmente a identificacdo morfoldgica, foi realizada a identificacdo por
técnica molecular obtendo sequéncias do ADN 18S ribossomal para auxiliar na
identificacdo da espécie. Para isto, foi feita a extracdo de ADN utilizando o Kit
QIAamp DNA mini Kit (QIAGEN Biotecnologia). Para a extracdo, primeiramente foi
feita a maceracdo do corpo do helminto com auxilio de grau e pistilo em 180ul de
Tampao ATL e 20pul de proteinase K (600mAU/ml) seguido de incubacéo a 56°C por
3 horas até dissolucdo do material. Apds a incubacéao, foi adicionado 200ul do Buffer

AL a amostra e incubado a 70°C por 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado
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etanol (96-100%) para preciptacdo do ADN. A amostra foi aplicada a uma coluna
Qiamp Mini spin e centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto para eluicdo do
sobrenadante. Foi adicionado 500ul de tampéo AW1 e centrifugado a 8000 rpm por
1 minuto e descartado o filtrado. Foi adicionado tampao AW2 e centrifugado 14000
rpm por 3 minutos e o filtrado foi descartado novamente e a amostra foi centrifugada
novamente a 14000 rpm por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 100 pl de
tampdo AE e centrifugado por 1 minuto. Por ultimo, o ADN foi quantificado pelo
nanodrop em 230 nm (NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 Uniscience) obtendo
os valores da quantificagdo em nanogramas por microlitros (ng/pl).

O ensaio de PCR foi realizado para amplificacdo do gene citocromo C 18S
ribossomal utilizando os seguintes primers desenhados no programa CLC
mainworkbench de acordo com Simbdes et al. (2012 in press): physaF
5’GCGAACGGCTCATTATAACA3 e physaR 5AATTTCACCTCTCACGCA3. A
reacao foi realizada de acordo com as seguintes etapas: 95°C por 2 minutos, 95°C
por 30 segundos (desnaturacao), 54°C por 30 segundos (anelamento), 72°C por 1
minuto (extensdo) e 72° por 7 minutos (extensdo) por 39 ciclos. A deteccdo do
produto amplificado foi obtida pelo método de eletroforese em gel de agarose 1%.
Foram utilizandos 5ul de peso molecular de 100 pb para estimar o tamanho do
fragmento da amostra e 5 pl de produto de PCR misturado a 3 ul de tampéo de
amostra. O gel de agarose foi corado em brometo de etideo a 2% e visualizado no
trasiluminador sob luz ultravioleta.

Apoés confirmacéo, foi feita purificacdo do PCR pelo Kit QIAquick (QIAGEN
Biotecnologia) e, subsequentemente, as amostras foram encaminhadas para
Plataforma de Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS-FIOCRUZ). As
sequéncias obtidas em formato de eletrofenograma foram alinhadas e editadas
utilizando o programa Clustal W no programa MEGA5 (www.megasoftware.net).
Para analise de similaridade foi feito BLAST e alinhamento das sequéncias obtidas
pelo GenBank, e a comparacéo foi realizada informando a porcentagem de maxima

identidade entre as sequéncias através do programa MEGASB.
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4.3 Resultados

Foram descritas quatro espécies de nematédeos coletados do sistema digestoério
de cachorros-do-mato atropelados: Ancylostoma buckleyi (Figuras.4-13),
Pterigodermatites (Multipectines) pluripectinata (Figuras.14-20), Spirocerca lupi
(Figuras.21-28), e Ascaridia galli (Figuras.29-35). A seguir, cada espécie é descrita
em detalhe.

Descrigcdo Taxondmica

Ancylostomatidae Nicoll, 1927

Ancylostoma Dubine, 1843

Ancylostoma buckleyi Le Roux e Biocca, 1957.
(Figuras. 4-13)

Descricao Geral: Seis espécimes de ancilostomideos, quatro machos e duas
fémeas foram coletados do intestino dos cachorros-do-mato. Ambos 0s sexos
possuem céapsula bucal bem desenvolvida em forma de expansao globular,
presenca de trés pares de dentes ventro-laterais bem desenvolvidos e dois pares de
dentes dorso-laterais discretos (Figura. 10). Esta caracteristica ndo foi vista em
outras espeécies e constitui uma das principais caracteristicas morfolégicas de
identificacdo da espécie. O esbdfago € curto, apresentando crenacdes na regiao
proximal e em sua base apresenta uma valvula bem desenvolvida na juncao
eso6fago-intestino (Figura 4). Os machos sdo menores que as fémeas e medem 3,12-
4,12 (3,60) de comprimento e 0,25-0,38 (0,31) de largura do no meio do corpo, sua
capsula bucal mede 0,15-0,16 (0,15) de comprimento por 0,09-0,13 (0,11) de largura
(n=2) e o es6fago mede 0,66-0,90 (0,81) de comprimento (n=3). Na regido posterior,
apresenta uma bolsa copuladora que se sustenta por raios cuticulares (Figura 2 e 8).
Esta bolsa é composta por dois |6bulos simétricos, cada um possuindo um tronco
ventral dividindo-se distalmente em dois raios ventro-ventrais e ventro-laterais. O
tronco ventral origina os trés raios do mesmo tamanho que se dividem proximo a
base originando os raios latero-ventral médio lateral e latero dorsal. Na base do
tronco dorsal nascem o0s raios posterodorsais que atingem a margem da bolsa
caudal. O raio dorsal se bifurca em dois pequenos ramos com duas digetacdes na
sua extremidade. Logo, a bolsa é constituida de um raio ventral bifurcado, um
externo-lateral, um raio mediano, um raio lateral-dorsal e um raio externo dorsal

(Figura 6, 7,11) e no centro da bolsa ha dois raios externo-dorsais e um raio dorsal
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com duas pontas bifurcadas (Figura 9); adicionalmente, apresenta dois espiculos
longos e filiformes medindo o conjunto 0,96-1,00 (0,98) de comprimento (n=2) que
correm sobre um guberndculo medindo 0,11-0,12 (0,11) (n=2) de comprimento
(Figura 8, 11). Ja as fémeas tém o corpo cilindrico que afila na regido posterior. As
fémeas sdo maiores e medem 5,37-6,65 (6,01) de comprimento e 0,22-0,38 (0,31)
de largura, com capsula bucal medindo 0,16-0,17 (0,17) de comprimento por 0,13-
0,14 (0,14) de largura, e esbfago também curto medindo 0,96-0,97 (0,97) de
comprimento. A extremidade posterior termina em uma cauda afilada e um anus
subterminal (Figura 12). Das duas fémeas analisadas, uma possuia ovo uterino
imaturo (Figura 13).
Sumério Taxondmico
Hospedeiro: Cachorro-do-mato, Cerdocyon thous Linnaeus, 1766.
Localidade: BR 262, Mato Grosso do Sul, Brasil (S20 28.049° W055 12.126").
Local de infeccéo: intestino delgado
Material: Paréatipo (CHIOC 35869).

Consideragdes taxondmicas: O ancilostomideo Ancylostoma buclkeyi Le Roux
& Biocca, 1957 foi descrito pela primeira vez por Le Roux e Biocca (1957)
parasitando o intestino delgado do puma (Felis concolor) na Argentina (Santos et.
al., 2003). Posteriormente foi registrada sua ocorréncia em canideos domésticos na
Australia e em canideos silvestres na Colémbia e Panama (Thatcher, 1971;
Setasuban, 1976). O primeiro relato de A. buckleyi parasitando canideo silvestre no
Brasil foi feito em Pernambuco por Padilha et. al (1980) em uma raposa. Os
primeiros registros em cachorro-do-mato relatam sua ocorréncia na localidade de
Itatinga, Sao Paulo (Santos et al., 2003) seguido por mais relato em Juiz de Fora,
Minas Gerais (Duarte et al., 2007). Esse nematdédeo se distingue das demais
espécies descritas em canideos da América do Sul A. braziliense, A. caninum, A.
tubaeformae, A. pluridentatum, por possuir dois pares de dentes dorso laterais Os
dados morfométricos e morfolégicos obtidos na espécie encontrada no intestino
delgado do cachorro-do-mato do Pantanal do Mato Grosso do Sul nos permite
concluir que se trata da espécie A. buckleyi. A ocorréncia deste nematddeo
parasitando C. thous amplia a distribuicdo geografica deste nematédeo para a regiao

do Pantanal do Mato Grosso do Sul.
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Descrigcdo Taxondmica

Riticularidae Railliet, 1916

Pterygodermatites Wedl, 1861

Pterygodermatites (Multipectines) pluripectinata Hoppe et al., 2010
Figuras (14-20)

Descricdo Geral: trés espécimes (um macho e duas fémeas) de nematédeos
foram coletados do intestino do cachorro-do-mato e identificados como
Pterygodermatites (Multipectines) pluripectinata. Ambos os sexos apresentam duas
fileiras sub-ventrais de projecOes cutilares espiniformes de tamanho e formato
variaveis ao longo do corpo (Figura 14 e 19). A cépsula bucal quitinizada tem
formato triangular e é inclinada dorsalmente apresentando trés dentes esofagianos:
dois laterais e 1 dorsal bem desenvolvido (Figura 15). O eso6fago é longo (1,76 de
comprimento) e valvula eséfago-intestinal bem evidente (Figuras 14, 16 e 19). O
macho é menor que a fémea, com corpo medindo 4,66 de comprimento por 0,24 de
largura e capsula bucal medindo 0,07 de comprimento por 0,05 de largura. A
extremidade posterior € dotada de asas caudais laterais observando-se
ventralmente trés pares de papilas pré-cloacais, seis pares pos-cloacais (quatro
pares laterais pedunculadas e um par mediano) e um par de papilas na extremidade
da cauda; a abertura cloacal apresenta borda elevada (Figura 17). Os espiculos séo
iguais, finos e curtos, com 0,12 de comprimento e gubernaculo ausente (Figura 17).
As fémeas possuem comprimento corporal de 5,62-6,48 (6,05) e largura de 0,25-
0,26 (0,26) (n=2) e o corpo apresenta duas fileiras de projecfes espiniformes com
numero variando de 130 a 150. A capsula bucal tem dimensées de 0,08-0,09 (0,08)
x 0,03-0,05 (0,04) seguida pelo esdfago que mede 2,01-2,2 (2,1) de comprimento. A
vulva é bem evidente e situada a 2,14-2,27 (2,20) da extremidade anterior (Figura
34). A cauda é afilada, com anus subterminal situado a 0,14-0,20 (0,17) da
extremidade posterior ao espinho terminal (Figura 20). Nao foram encontrados ovos
nos espécimes de fémeas analisadas.

Sumario Taxonémico

Hospedeiro: Cachorro-do-mato, Cerdocyon thous Linnaeus, 1766.
Localidade: BR 262, Mato Grosso do Sul, Brasil (S20 28.049° W055 12.126").
Local de infeccédo: trato digestorio

Material: Paréatipo (CHIOC 35871).
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Consideragdes taxonomicas: O género Pterygodermatites foi criado por Weld para
alocar uma nova espécie P. plagiostoma Weld, 1861. Posteriormente, essa espécie
foi realocada no género Rictularia Froelich, 1802 (Quentin, 1969). Quentin (1969)
revisa a famila Rictulariidae e estabelece dois géneros para esta familia, Rictularia e
Pterygodermatites baseando na orientacdo da cpsula bucal, nimero de dentes
esofagicos (1 ou 3), diposicdo das papilas caudais no macho e nimero de espinhos
pré-vulvares (Anderson et al., 2009). Na América do Sul, apenas duas espécies do
subgénero Multipectines tinham sido descritas, Pterygodermatites (Multipectines)
affinis (Jagerskiold, 1904) Quentin, 1969 em C. thous (Duarte, 2007; Araujo de Lima,
2009) no Brasil e Pterygodermatites (Multipectines) cahirensis (Jagerskiold, 1909)
Quentin, 1969 em Oncifelis geoffroyi (gato-do-mato) na Argentina (Beldomenico et
al., 2005). Entretanto, Hoppe e colaboradores (2010) descrevem um novo
nematodeo, Pterygodermatites (Multipectines) pluripectinata parasitando C. thous no
bioma da Caatinga (Paraiba), sendo este o terceiro registro do subgénero na
América do Sul. Essa nova espécie difere das outras registradas por possuir maior
numero de espinhos ao longo do corpo, variando de 130 a 150 espinhos cuticulares,
enquanto as outras espécies do subgénero chegam ao maximo a 140 espinhos; ha
diferencas também na morfologia da cauda do macho, com P. (M) pluripectinata
apresentando papilas pré e pos-cloacais que caracterizam a espécie. Finalmente,
este representa o primeiro registro da espécie no bioma Pantanal com 0 mesmo
hospedeiro na descricdo original, aumentando assim a distribuicdo geografica

conhecida para o helminto.

Descricdo Taxonémica

Spirocercidae Chabaud, 1975
Spirocerca Railliet and Henry, 1911
Spirocerca lupi Railliet and Henry, 1911
Figuras (21-28)

Descricdo Geral: As andlises morfolégicas e morfométricas foram baseadas
em treze espécimes, sete machos e seis fémeas coletados do intestino do cachorro-
do-mato. Os espécimes apresentam regido cefélica igual para ambos 0s sexos com
capsula bucal curta e em forma de ampulheta (Figura 21 e 26). O corpo apresenta
asas laterais que se iniciam na regido cefélica alcancando a regido posterior e

formando duas asas caudais laterais nos machos (Figura 22 e 25). As fémeas
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apresentam cauda afilada sem expansoes laterais, e a vulva na regido mediana do
corpo (Figura 23). Os machos apresentam tamanho corporal de 3,24-4,4 (3,61) de
comprimento e 0,14-0,17 (0,15) de largura e o es6fago mede 1,53-1,72 (1,67) de
comprimento. Na regido posterior ventral observa-se ornamentagéo caracterizada
pela presenca de cristas longitudinais (Figura 22, 25 e 27) e na cauda encontram-se
quatro pares de papilas pedunculadas pré-cloacais e dois pares de papilas pos-
cloacais pedunculadas, bem como cinco pequenas papilas na ponta da cauda
(Figuras 22, 25 e 27). Os espiculos apresentam tamanhos diferentes, com o
espiculo maior medindo 0,60-0,81 (0,75) de comprimento e apresentando a ponta
em formato de anzol; o espiculo menor mede 0,16-0,26 (0,23) de comprimento com
ponta sutilmente afilada (Figura 22 e 25).

As fémeas sdo maiores que os machos e tem dimensdes do corpo de 5,36-
6,19 (5,84) de comprimento e 0,19-0,21 (0,20) de largura, com es6fago medindo
0,72-1,59 (0,94) de comprimento. A cauda € afilada, com &anus subterminal e
extremidade posterior apresentando uma expanséao de forma arrendodada. Os ovos
sdo pequenos, alongados, elipséides, com casca espessa e translicida, contendo
larva em formato de “U”, o que Ihes da a aparéncia de “clip” de papel, medindo 0,33-
0,38 (0,35) de comprimento por 0,14-0,19 (0,16) de largura (n=15) (Figura 24 e 28).
Sumario Taxonémico
Hospedeiro: Cachorro-do-mato, Cerdocyon thous Linnaeus, 1766.
Localidade: BR 262, Mato Grosso do Sul, Brasil (S20 28.049° W055 12.126").
Local de infeccéo: intestino delgado
Material: Paréatipo (CHIOC 35872).
Consideracoes taxondmicas: A espécie Spirocerca lupi tem sido relatada em todo o
mundo, parasitando canideos e felinos domésticos e silvestres e causando nédulos
esofagicos malignos que se transformam em sarcoma e subsequente metastase
para outros 6rgaos (van der Merwe et al., 2008). No Brasil, este nematddeo tem sido
relatado em alta prevaléncia principalmente em cées domeésticos; entretanto, ha
registro no cachorro-do-mato por Santos et al., 2012 na Serra do Cip0, Estado de
Minas Gerais. Essa espécie tem como caracteristicas para sua identificacdo a
presenca de uma papila cervical, nUmero de papilas caudais (quatro pares de
papilas pré cloacais, dois pares de pds cloacais e cinco pequenas papilas na ponta

da cauda) e dois espiculos de tamanhos diferentes. O registro da morfologia do
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maior espiculo com ponta em formato de anzol esta sendo feito pela primeira vez,
pois até o momento os dados da literatura ndo informavam esta morfologia.
Descrigcdo Taxondmica

Ascaridiidae Travassos, 1919

Ascaridia Dujardin, 1845

Ascaridia galli (Schrank, 1788) Freeborn, 1923.

Figuras (29-35)

Descricdo Geral: a descricdo € baseada em 2 espécimes fémeas coletados
do intestino grosso do cachorro-do-mato. As fémeas apresentam corpo longo,
espesso, com estriagdes transversais medindo 35,64-55,47(45,56) de comprimento
e 0,86-0,91(0,88) de largura. Na regido cefalica encontram-se 3 labios sem
denticulos (Figura 29 e 34); o es6fago mede 2,72 (n=1) de comprimento com valvula
proeminente (Figura 30). Na extremidade posterior, a cauda € afilada e o anus é
subterminal (Figura 31 e 33). A distancia do anus até a extremidade posterior mede
1,45. As fémeas apresentam o corpo preenchido por ovos arredondados, com
membrana externa espessa, lisa e translicida e membrana interna fina que recobre
o embrido. Os ovos medem 0,77 de comprimento por 0,55 de largura (n=19) (Figura
3le 35).

Sumario Taxonémico

Hospedeiro: Cachorro-do-mato, Cerdocyon thous Linnaeus, 1766.

Localidade: BR 262, Mato Grosso do Sul, Brasil (S20 28.049° W055 12.126").

Local de infeccédo: intestino grosso

Material: Paréatipo (CHIOC 35870).

Consideracdes Taxondmicas: A espécie Ascaridia galli foi identificada por (Schrank)
Freeborn (1923) e batizada com o nome Ascaris galli. Estes autores se basearam
em comparacdes deste espécime com outra espécie, Ascaris teres parasito de caes,
gatos e aves (Ramadan e Znada, 1992). A. galli tem sido relatada no Brasil em
diferentes regides geograficas sendo frequente o parasitismo em ave domeéstica
Gallus gallus (Vicente et al. 1997). Em mamifero ha um relato de infeccdo por A. galli
em um gato domeéstico (Felis catus domesticus) no Rio de Janeiro (Langenegger e
Lanzeieri, 1963; 1965). Mangini et al. (2002) relataram a ocorréncia de Ascaridia gali
em C. thous no estado do Parand; entretanto essas observacdes foram baseadas na
morfologia de ovos através de exames coproparasitolégicos. Os dados morfolégicos

e morfométricos das duas fémeas estudadas neste trabalho ndo foram suficientes

41



para identificar a espécie, sendo possivel chegarsomente a familia Ascaridiidae.
Entretanto, com auxilio da técnica molecular através do alinhamento da sequéncia
consenso obtida, pode-se diagnosticar que o helminto estudado é Ascaridia galli
com 99% de méaxima identidade com os dados comparados depositados no
GeneBank. Com isso o presente trabalho apresenta um novo relato deste parasito
em C.thous e sendo mais uma vez o primeiro relato para C. thous no bioma
Pantanal.

Adicionalmente a descricdo morfologica, foi feita andlise molecular dos
espécimes coletados, uma vez que somente espécimes fémeas foram coletadas,
impossibilitando a identificacdo da espécie. Com isso, parte do espécime foi
submetida ao sequenciamento molecular. ApOGs obtencdo da sequéncia de
consenso, comparou-se com as sequéncias registradas no GeneBank e obteve-se

99% de maxima identidade com a espécie Ascaridia gallli registrada no GeneBank.

4.4 Discusséo

Embora os helmintos encontrados neste estudo ja tenham sido descritos
anteriormente em C.thous, os dados obtidos dos helmintos encontrados e
identificados parasitando este hospedeiro demonstram que o conhecimento sobre a
helmintofauna desta espécie de canideo ainda é deficiente a regido do Pantanal,
onde o relato dessas espécies esta sendo realizada pela primeira vez, aumentando
assim a distribuicdo geografica destes nematodeos estudados.

A ocorréncia das espécies do género Ancylostoma sdo frequentemente
relatadas e com alta prevaléncia em estudos com cdes domésticos e silvestres
(Labruna et al., 2006; Santos, 2012) principalmente a espécie A. caninum.
Entretanto, relatos da espécie A. buclkeyi ja foram realizada cachorro-do-mato
recentemente por Santos (2003) e Duarte (2007) nas cidades de Itatinga, Sdo Paulo
e em Juiz de Fora, Minas Gerais, respectivamente. Neste estudo, é confirmada a
ocorréncia de A. buckleyi em C. thous por dados morfométricos e principalmente
morfoldgicos da regido anterior do aparato bucal.

Os dados de ocorréncia desta espécie e também de outras espécies
pertencentes ao género Ancylostoma sugere que 0 parasitismo por esses
nematodeos ocorre frequentemente devido ao ciclo de vida e trasmisséo direta por
infeccdo cutanea deste parasito através da larva migrans sendo facil contato e

infeccdo e ndo dependendo diretamente de um hospedeiro intermediario para

42



transmissdo do parasito, além das larvas infectantes possuirem resisténcia ao
ambiente de clima umido.

Duas espécies do subgénero Pterygodermatites (Multipectines) foram
descritas parasitando C. thous, a espécie Pterygodermatites (Multipectines)
pluripectinata por Hoppe et al. (2010) e Pterygodermatites (Multipectines) affinis por
Lima (2009). Neste estudo, identificamos P. (M) pluripectinata por caracteristicas
morfolégicas da cauda do macho, como os numeros de papilas e também nlmero
de placas laterais na fémea com aproximadamente 150 placas, caracterizando a
espécie e distinguindo da espécie P(M) affins. Alguns autores sugerem que esta
subespécie possa ter sido introduzida pelo C. thous no continente, uma vez que
registros fésseis indicam que este género ja existia na América do Norte e Central e
se dispersou para o sul através de canideos ancetrais (Wang et al., 2004, Hoppe et
al., 2010). Adicionalmente, a infeccao deste parasito e de espécies do género pode
ocorrer também com freqiéncia neste hospedeiro devido a estes parasitos terem
uma diversidade de hospedeiros intermediarios, como insetos e por estes serem
grande parte da dieta do C. thous no Pantanal (Bianchi et al 2013, no prelo).

Labruna et al. (2006) relata parasitismo de Spirocerca lupi em caes
domesticos em diferentes regides geograficas no Brasil e recentemente Santos et al.
(2012) relataram este parasito tanto em caes domeésticos quanto em céaes silvestres,
com relato em cachorro-do-mato na regido da Serra do Cip6. Nesse estudo foi
identificado este nematddeo pelas caracteristicas morfologicas da cauda do macho,
como o numero e disposicdo das papilas pré e pds cloacais. Este nematddeo
apresenta ampla distribuicdo no mundo e € prevalente em area de clima Uumido;
entretanto a sua prevaléncia pode ser afetada por fatores como a proximidade do
hospedeiro intermediario como o0s besouros e paraténico como aves selvagens,
lagartos, roedores, ouricos e coelhos; ou seja, exposicdo dos canideos a estes
animais pode aumentar transmisséo deste parasito (Lobetti, 2000). Com isso, pode-
se sugerir que a infeccao por S. lupi em C. thous pode ser pela dieta generalista do
C. thous principalmnete ingestdo de besouros, lagartos e roedores como citados
acima, aumentanto a exposicdo a esses hospedeiros e facilitando a infeccdo. O
dado deste estudo é importante por adicionar dados deste parasitismo em caes
silvestres, especialmente em C. thous, e por ampliar a distribuicdo geografica deste

parasito.
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A identificacdo da espécie Ascaridia galli s6 foi possivel através da analise
molecular, pois somente tinhamos espécimes fémeas que foram identificadas ao
nivel da familia Ascaridiidae por apresentarem trés l4bios proeminentes sem
denticulos. O relato de parasitismo por esta espécie € comum em aves domeésticas e
silvestres, porém Mangini et al. (2002) relatam a ocorréncia de A.galli em C. thous;
esse relato, no entanto, foi baseado apenas em achados de ovos em exames
coproparasitolégicos. Assim, até momento, ndo havia comprovacao de ocorréncia de
A. galli adulto em C. thous. Este estudo confirma entdo a ocorréncia deste parasito
em mamiferos e em especial em C.thous; sugere-se ainda que esta infeccdo possa
ocorrer devido ao contato do C. thous com os outros hospedeiros, tais como as aves
e também ingestdo como parte da dieta.

Além de contribuir para o melhor conhecimento da distribuicdo geografica das
espécies de helmintos aqui identificadas, a descricdo detalhada de estruturas que
ainda ndo haviam sido caracterizadas contribui para a identificacdo correta das
espécies em estudos futuros. Finalmente, sugere-se que os estudos sobre a fauna
helmintolégica de C. thous sejam intensificados no bioma Pantanal, principalmente
porque as densidades dessas espécies sao altas neste bioma (Bianchi, 2009) e a
taxa de atropelamentos também €& alta (Casella, 2010). De fato, recomendo
fortemente o uso de animais atropelados e/ou encontrados mortos para estudos
helmintolégicos, dado que muitas vezes é possivel o aproveitamento de material e, a
helmintofauna de muitas espécies frequentemente atropeladas ainda € pouco
conhecida. Este capitulo, bem como o anterior, ilustra bem como o aproveitamento
de tais animais pode contribuir significativamente para o desenvolvimento do campo
da helmintologia no Brasil. Pode-se concluir o quanto é importante o estudos e relato
de helmintos parasitando este hospedeiro para que possamos entender melhor a
relacdo parasito-hospeiro e como ocorrem as infeccbes sendo informacbes

importantes para futuras intervencdes e controles.

4.5 Concluséao

e Foram identificadas quatro espécies de nematddeos no cachorro-do-mato do
Pantanal do Mato Grosso do Sul.
e As espécies identificadas foram redescritas por morfologia e morfometria com

auxilio da microscopia de luz.
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e A espécie Ascaria galli foi identificada por sequencias nucleotidicas 18S
ribossomal e por compar¢cdo de maxima identidade pelo banco de dados
GeneBank e confirma ocorréncia deste parasito em mamiferos,
especialmente em C.thous

e Os dados de ocorréncias das quatro espécies identificadas no presente
estudo amplia distribuicdo geografica destas espécies em C.thous.
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Figuras 4-9. Ancylostoma buclkeyi. (4) Visdo lateral da extremidade anterior
mostrando o aparato bucal e o esbfago; (5) extremidade posterior do macho
mostrando a bolsa copuladora apresentando 2 I6bulos desenvolvidos; (6, 7) raios
ventrais bifurcados no terco distal, raio externo-lateral, raio mediano, raio lateral-
dorsal e raio externo dorsal nascendo de um tronco comum bifurcando na base e
atingindo a margem da bolsa caudal; (8) regido posterior do macho apresentando
dois espiculos e gubernaculo; (9) Raio externo dorsal.
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Figuras 10-13. Microscopia Optica de Ancylostoma buckleyi Le Roux & Biocca, 1957. (10) Extremidade
anterior de um exemplar fémea apresentando capsula bucal com 3 pares de dentes vetro-lateriais
(asterisco) e 2 pares de dentes dorso-lateriais (seta); (11) regi@o posterior do macho apresentando bolsa
copuladora (B) com espiculos filiformes (Es, seta) e gubernaculo (Gu,seta); (12) regido posterior do
corpo da fémea com cauda afilada e &nus subterminal; (13) ovo uterino apresentando uma membrana
delgada. Abreviagdes: Es- Espiculo, Gu- Gubernaculo.
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0,1 mm

Figuras 14-17. Pterygodermatites pluripectinata. (14) Extremidade anteriror mostrando aparato bucal e placas
laterais ao longo do corpo; (15) capsula bucal inclinada dorsalmente; (16) vulva situada na regido anterior
préximo a regido distal do esbdfago; (17) regido posterior do macho apresentando dois espiculos com mesmo
tamanho, tré pares de papilas pré cloacais, quatro pares de papilas pés cloacais e um par na ponta da cauda.
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Figuras 18-20.
Microscopia Optica de
Pterygodermatites

pluripectinata. (18)
Regido anterior
apresentando capsula
bucal com abertura
inclinada dorsalmente
(asterisco), presenca
de placas laterais do
corpo (seta) e esbdfago
longo; (19) Regido
posterior da fémea
com cauda afilada,
anus subterminal
(ponta de seta) e
presenca de espinho
na ponta da cauda
(seta); (20) Regiédo
posterior do macho
apresentando 2
espiculos iguais(seta).
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Figuras 21-24. Spirocerca lupi. (21) Extremidade anterior de um exemplar macho apresentando
capsula bucal curta com parede espessa em formato de ampulheta; (22) regido posterior do macho
apresentando dois espiculos de tamanho diferente, maior com a ponta em formato de anzol e o menor
com ponta afilada, cauda com 4 pares de papilas pré cloacais, 2 pares de papilas pés cloacais e 5
papilas pequenas na ponta da cauda; (23) vulva situada na regido anterior do corpo com ovos; (24)
ovos elipsdides com membrana espessa e translicida
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Figuras 25-28. Microscopia Optica de Spirocerca lupi. (25) Regido posterior do macho apresentando 2
espiculos (Es) desiguais em tamanho (ponta de seta), o esquerdo apresentando extremidade em forma de
anzol e o direito mais robusto com ponta afilada, asa caudal apresentando seis pares de papilas
pedunculadas sendo 4 pares de papilas pedunculadas pré cloacais (seta), 2 pares de papilas pos
cloacais(seta); (27) regido posterior com a ponta da cauda apresentando 5 pequenas papilas sésseis(seta);
(26) Regido anterior com capsula bucal em forma de ampulheta; (28) ovo elipséide com membrana
espessa e embrionado. Abreviacdes: Es- Espiculos, Apb- Aparato bucal.
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Figuras 29-32. Ascaridia galli. (29) Extremidade anterior apresentando 3 labios; (30)
Esdfago com vélvula proeminente; (31) Regido posterior da fémea com anus
subterminal; (32) Ovo com membrana espessa e translicida. Figuras 33-35.
Microscopia Optica de Ascaridia galli. (33) Extremidade posteriror da fémea
apresentando anus subterminal (seta aberta) e ponta da cauda com espinho terminal
(seta fechada); (34) regido posteriro apresentando 3 labios proeminetes; (35) Ovos nao
alongados com membrana espessa e translicida.
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Abstract

The prevalence of gastrointestinal helminthes parasites in feces of crab-eating fox
(Canidae: Cerdocyon thous) in the Brazilian Pantanal wetland, Mato Grosso do Sul, was
investigated and these were identified by the morphology and quantify the number of
their eggs and oocist. Additionally, we studied which factors biotic (sex, age, weight,
reproductive period and body size) and abiotic (temperature, relative humidity and
rainfall) could influence the infection of Prosthenorchis sp. in crab-eating fox, recently
species identified in this host. The majority of samples from hosts (95%) were parasitized
by helminthes and protozoa oocyst. The eggs of helminthes of the family Trichuridae and
genera Diphyllobotrhium sp. were the most prevalent with 78% and 67% followed by the
class Strongylida (33%) and Prosthenorchis sp. (26%). The prevalence of
Prosthenorchis sp. were not influenced by sex (p=0,797) or age of these hosts
(p=0,183). However, the wet season (32,6%) the prevalence was higher than dry season
(17,3%) and was significant difference between the seasons (p=0,058). In the analysis of
abundance by the model, we verified that the factors age and maximum temperature

were the factors associated with species abundance of Prosthenorchis sp.



5 CAPITULO 3

Avaliacéo de fatores de infec¢cao dos parasitos gastrointestinais de
cachorro-do-mato, Cerdocyon thous (Carnivora: Canidae) do Pantanal do Mato
Grosso do Sul. (artigo a ser submetido a Revista Journal Helminthology)

RESUMO

A prevaléncia dos parasitos gastrointestinais de cachorro-do-mato (Canidae:
Cerdocyon thous) do Pantanal do Mato Grosso do Sul foi estimada através da
identificacdo morfologica e quantificacao de ovos/oocistos presentes nas fezes dos
animais. Adicionalmente, foi estudado quais os fatores bidticos (sexo, idade, peso,
periodo reprodutivo e tamanho do corpo) e abiéticos (temperatura, umidade relativa
e precipitacdo) que influenciam a abundancia e prevaléncia de Prosthenorchis sp. no
cachorro-do-mato. A maioria das amostras dos hospedeiros (95%) estava parasitada
por helmintos e/ou protozoarios. Os ovos dos helmintos da familia Trichuridae e do
género Diphyllobotrhium sp. foram os mais prevalentes com prevaléncias de 78% e
67%, respectivamente, seguido da classe Strongylida (33%) e Prosthenorchis sp.
(26%). A prevaléncia de infeccdo de Prosthenorchis sp. ndo foi influenciada pelo
sexo (p=0,797) ou idade dos hospedeiros (p=0,183). Entretanto, na estacdo umida
(32,6%) a prevaléncia foi maior do que na estacdo seca (17,3%) e houve diferenca
estatisticamente significativa entre as estacbes (p=0,058). Na analise da
abundancia, foi verificado que a idade do hospedeiro e temperatura maxima foram
os fatores associados a abundancia da espécie P. cerdocyonis n. sp.

Palavras- chaves: Cachorro-do-mato, helmintos, nematédeos, acanthocéfalos,

trematodeos, cestddeos, prevaléncia.
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5.1 Introducéao

As helmintiases s&o importantes devido ao seu impacto a saude humana e
animal, além de sua capacidade de regular/determinar a abundancia da populacao
dos animais silvestres (Scott e Lewis, 1987; Hudson et al., 1992; Albon et al., 2002)
e influenciar as comunidades de hospedeiros (Michaella e Scott, 1991; Mowlavi et
al., 2006),portanto, podendo afetar o funcionamento do ecossistema.

Os helmintos podem apresentar diferentes padrdes de transmissao, requisitos
ecologicos (Mas-Coma et al., 2008) e diversos sdo os fatores que influenciam a
interacdo meio ambiente-hospedeiro e parasita-hospedeiro. Fatores abidticos podem
afetar populagdes de helmintos e a dindmica de transmisséo e infecgdo. Diferencas
na temperatura, e umidade podem modificar a distribuicdo espacial, modificar a
biologia da populacdo do parasita e o risco de infeccdo por parasitos para 0S
hospedeiro intermediarios e definitivos (Bush et al., 2001) afetando a viabilidade de
ovos e larvas, bem como a prevaléncia, abundancia e densidade destes (Bush et al.,
2001). Para muitos parasitas intestinais, 0os estagios infecciosos no meio ambiente
sdo vulneraveis a variacdo de temperatura, precipitacdo e umidade antes de
encontrar novos hospedeiros (Gordon et al., 1934; Gillett, 1974). Por exemplo, o
estudo de Waller et al. (2004) demonstra que o nematdédeo Haemonchus contortus,
parasito de ovelha, apresenta maior transmissao durante a primavera e verao,
necessitando de temperaturas e umidade altas para o seu desenvolvimento no meio
ambiente até o estagio infeccioso. Ja no inverno, a infeccdo e o desenvolvimento da
larva no hospedeiro aumentam devido a baixa disponibilidade de alimento no
ambiente e conseguente baixa condicdo fisiologica do hospedeiro, tornando-o
suscetivel a infeccdo. Com isso, pode-se verificar que as variaveis climaticas podem
afetar a prevaléncia, intensidade e distribuicdo geogréafica dos helmintos.

Além dos fatores abioticos, fatores bidticos intrinsecos ao hospedeiro tais
como tipo de alimentacdo, preferéncia de habitat, idade, sexo e sua condicéo
fisiolégica podem influenciar a relacdo parasito-hospedeiro, (Behnke et al., 2001;
Krasnov et al., 2005). A variabilidade desses fatores provoca alteracdes no risco de
parasitismo pelo hospedeiro individualmente. Os fatores idade, sexo, massa corporal
do hospedeiro vertebrado sdo alguns dos fatores mais estudados ultimamente na
tentativa de entender se estes estdo fortemente relacionados com a prevaléncia e
intensidade dos helmintos, por exemplo, os machos de diversas espécies de

mamiferos e aves tendem a apresentar abundéancia, prevaléncia e/ou riqueza de
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espécies mais altas do que fémeas (Poulin, 1996; Schalk e Forbes, 1997; Soliman et
al. 2001; Moore e Wilson, 2002; Rossin e Malizia, 2002; Morand et al. 2004; Krasnov
et al., 2011). Este fato € geralmente explicado: a) pela maior mobilidade/area de vida
do macho, facilitando o encontro com parasitas (e.g., Brown et al. 1994); b) por
diferengcas em niveis hormonais pois horménios esterdides como a testosterona
podem influenciar o sistema imune e causar imunossupressao nos machos (Zuk
1996; Zuk e McKean, 1996) contribuindo assim para que sejam mais “favoraveis”
como recurso para o parasita (Khokhlova et al. 2009, 2010). Adicionalmente,
diferencas adicionais no comportamento, dieta e tamanho corporal entre sexos
também pode ser fatores importantes para diferenciar a intensidade do parasitismo
em vertebrados (Ferrari, 2005); por exemplo, para muitas espécies os machos
tendem a ter maior tamanho de corpo (portanto, maiores demandas energéticas
absolutas) e superficie do que fémeas, fazendo muitas vezes com que se exponham
mais a diferentes estagios de infeccao dos parasitos (Arneberg et al., 1998; Moore e
Wilson, 2002). Além disto, um animal com grande area de vida, como alguns
mamiferos, os carnivoros, por exemplo, aumenta a chance de contato com mais
parasitas, levando ao aumento riqgueza de espécies de parasitas (Mohr e Stumpf,
1964). Da mesma forma, consumo de animais, incluindo insetos, se torna mais
susceptivel a um maior risco de infeccao por parasitas indiretamente transmissiveis,
como por exemplo, Toxoplasma gondii e helmintos (Woodroffe et al., 2004;
Lindenfors et al., 2007). Em adicdo ao fator alimentac&do, os hospedeiros com alta
massa corporal consomem maior quantidade de alimento e pode entdo ingerir mais
endoparasitas (Lindenfors et al., 2007).

Ja o fator idade do hospedeiro, que se reflete na exposicdo cumulativa ao
parasita, se torna um também um importante fator para entender as mudancas na
intensidade do parasita (Anderson e Gordon, 1982; Anderson e May, 1991). Estudos
mostram que mamiferos de vida mais longa tem mais parasitas (Nunn et al., 2003) e
gue a intensidade parasitaria pode aumentar conforme a idade do hospedeiro,
guando estagios infecciosos sdo frequentemente adquiridos através do meio
ambiente e hé falta da resposta imune do hospedeiro (Ferrari, 2005). Por outro lado,
alguns hospedeiros apresentam imunidade adquirida, uma resisténcia adquirida, o
gue contribuiria para que apresentassem menor prevaléncia e intensidade de
parasitas conforme a idade que apresentam (Bush et al., 2001, Gibson et al., 1970;
Barnes e Dobson, 1993).

60



Apesar dos padrfes gerais conhecidos, as controvérsias sdo muitas e a
resposta dos parasitas a fatores bidticos e abibticos variam muitas vezes de maneira
inversa ao esperado. Por exemplo, alguns estudos descobriram que mamiferos de
vida mais longa tinha menos parasitas (Ezenwa et al., 2006; Morand e Harvey,
2000), enquanto outros autores n&o encontraram evidéncia de desta relagéo
(lannacone et al., 2001; Stanko et al., 2002; Torres et al., 2006; Lindenfors et al.,
2007; Bordes et al., 2009; Cooper et al., 2012). Da mesma forma, para muitas
espécies de helmintos, as fémeas apresentam maior prevaléncia ou intensidade de
parasitos ( Bush et al., 2001, Simdes et al. 2013, em preparacdo) ou ndo se observa
nenhuma diferenca (lannacone et al., 2001).

Neste contexto, verificam-se uma variedade de caracteristicas e fatores
ambientais que se correlacionam com a prevaléncia, intensidade e abundancia de
macroparasitas, como os helmintos.

Apesar de diversos estudos revelarem uma forte relagdo entre os fatores
ecolbgicos e numero de parasitos, riqueza e estruturacdo da comunidade helmintica
em diversos hospedeiros (Lindenfors et al., 2007, Simdes et al., 2011) os estudos
sobre helmintofauna e principalmente quais os fatores ecologicos que influenciam o
parasitismo por helmintos em canideos ainda sdo escassos, especialmente em
cachorro-do-mato. Por esta razdo, neste capitulo sdo apresentados os parasitos
mais prevalentes presentes nas fezes de cachorro-do-mato (Canidae: Cerdocyon
thous) do Pantanal do Mato Grosso do Sul. Particularmente, investigamos fatores
bidticos e abidticos que influenciam a prevaléncia e abundancia do acantocéfalo P.
cerdocyonis identificado e descrito neste estudo, que € entdo utilizado como um
modelo investigativo dos fatores determinantes da presenca e abundancia de

helmintos em cachorros-do-mato.

5.2 Materiais e Métodos

A coleta de dados foi realizada na Fazenda Nhumirim (18°59S; 56°39W)
localizada a 160 km ao leste da cidade de Corumba, MS, Brasil no perido de 2006 a
2009, durante trabalhos de captura e recaptura de carnivoros o projeto intitulado
“Ecologia, Saude e Parasitas de Carnivoros de Médio Porte no Pantanal: uma
Abordagem Multidisciplinar”. O projeto foi fruto de uma colaboracdo entre o0s
Laboratérios Embrapa-Pantanal, FIOCRUZ, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro e University of Missouri/USA.
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O Pantanal € uma area inundavel em que os rios movem-se lentamente ao
encontrarem a planicie, transbordando suas margens periodicamente. As areas
inundaveis secam na estacdo seca (maio a outubro) e voltam ao seu estado
inundavel na estacdo Umida (novembro a abril). Além dessas caracteristicas
sazonais, esse ecossistema se caracteriza por uma vegetagdo dominada por
espécies do cerrado que variam em extensao e densidade formando um mosaico e
um ecossistema dindmico (Rodela, 2006). O Pantanal possui uma grande
importancia devido a sua biodiversidade, sendo uma area de estudo constante (Alho
et al., 2011).

5.2.1 Coleta em Campo e Processamento das amostras

Os hospedeiros foram capturados geralmente a cada 3 ou 4 meses com 0 USO
de armadilhas gradeadas. Os animais capturados foram anestesiados, marcados,
medidos, pesados e sexados. Apos o procedimento, os animais foram liberados em
seus locais de captura e amostras de fezes foram diretamente retiradas da
armadilha. No laboratério de campo, uma pequena quantidade de fezes foi
misturada em soro fisioloégico para exame a fresco e o0s ovos/oocistos foram
identificados e fotografados. Além dos procedimentos de identificacdo em campo, de
1 a 3 gramas das fezes de cada animal foi conservada em 15 mL de formol 10%
para analise posterior no Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Silvestres Reservatorios (FIOCRUZ) através de técnicas de flutuacdo utilizando
solucéo de acucar (densidade 1,27) seguida da técnica de sedimentacao éter-formol
(Bowman, 1999). Na sedimentacéao, o “pellet” foi ressuspenso em 1 mL de formol
10% e uma amostra de 80pul desta solucéo foi pipetada e montada a lamina para
analise no microscopio de luz - Zeiss Standard 20 (Monteiro et al., 2007). Ja com
técnica de flutuacdo, a laminula colocada sobre o tubo da amostra foi diretamente
transferida a lamina e também analisadas com auxilio de microscoépio de luz. Para a
identificacdo, os ovos foram medidos, observados seus aspectos morfolégicos e
comparados de acordo com artigos especificos e catadlogo segundo Foreyt (2001).

Apbs a identificacéo, os diferentes tipos de ovos foram quantificados durante
as técnicas de flutuacdo e sedimentacdo. Os numero de ovos de P. cerdocyonis
encontrados durante a técnica de sedimentacdo foram extrapolados de 80ul para
1mL e somado ao total encontrado durante a flutuacdo, resultando assim em uma

estimativa de numero total de ovos que foi dividido pelo total em gramas de fezes
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analisados (OPG). Quando mais de uma amostra para um mesmo individuo
hospedeiro foi obtida e analisada dentro da mesma excursdo (animais
recapturados), foi calculada a média do numero de ovos obtidos para as amostras
analisadas.

Todo o procedimento de captura dos hospedeiros e coleta das amostras foi
aprovado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
(IBAMA primeira licenca#183/2005-CGFA/LIC; ultima licenga#11772-2).

5.2.2 Analise ecolégica

Os dados ecoldgicos apresentados sao das espécies de helmintos mais
prevalentes em cachorros-do-mato e as andlises da influéncia de fatores bidticos e
abidticos foram realizadas em ovos de P. cerdocyonis encontrados nas fezes
coletadas de cachorro-do-mato.

Foram calculados os seguintes descritores ecologicos do parasitismo:
prevaléncia - estimada como o numero de hospedeiros infectados dividido pelo
numero total de individuos capturados; abundancia - numero de ovos de P.
cerdocyonis por grama de fezes encontrados em cada individuo hospedeiro
analisados; intensidade média da infeccdo — niumero de ovos de P. cerdocyonis por
grama de fezes encontrados por nimero de hospedeiros infectados pela espécie
(Bush et al., 1997). Para as analies de P. cerdocyonis, a prevaléncia foi comparada
entre sexos, categorias de idade dos hospedeiros e estacdes do ano (seca e chuva)
utilizando o teste de Chi-quadrado (0=0.05). Os indices e comparacdes foram
realizados utilizando o programa Quantitative Parasitology 3.0 (Reiczigel & R06zsa,
2005).

Para analisar o efeito dos fatores bidticos e abibticos (variaveis
independentes) na abundancia de P. cerdocyonis (variavel dependente), foi criado
modelo linear generalizado considerando uma distribuicdo binomial negativa dos
dados com “log link” no programa estatistico SPSS 20, uma vez que os dados
apresentam uma distribuicdo predominantemente agregada. Antes da criacdo do
modelo foi feita uma pré-selecdo entre os fatores abibticos originais (temperatura
minima, maxima e média; umidade relativa e precipitacdo) para escolher fatores que
nao fossem correlacionados entre si (correlacdo de Pearson, a = 0.05), uma vez que
a analise posterior é afetada por alta correlacdo entre os fatores independentes

utilizados.
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Os fatores abidticos finais utilizados foram temperatura maxima e umidade
relativa, uma vez que foram os Uunicos fatores abidticos que ndo eram
correlacionados, mas representavam o0s demais fatores abidticos (ou seja,
precipitagcao e umidade relativa eram correlacionados, assim como todas as medidas
de temperatura) e os fatores ligados ao hospedeiro foram idade, sexo e peso.

A idade dos hospedeiros, categoria 1 (jovens) e 2 (adultos) foi estimada
utilizando uma metodologia que considera as medidas corporais e a condi¢cdo dos
dentes dos animais (Olifiers et al., 2010). Os dados abibticos compreendem a média
dos 30 dias anteriores a coleta de cada amostra de fezes e foram obtidas pelo
INMET (Instituto Nacional de Meteorologia).

5.3 Resultados

Foram coletadas 234 amostras de fezes de 79 cachorros-do-mato em 10
excursdes. Noventa e cinco por cento dos individuos apresentaram ovos e/ou cistos
de protozoarios em suas fezes. Desses individuos analisados, 94% das fémeas
(n=31) e 96% dos machos capturados (n=43) foram positivos para ovos de helmintos
e/ou cistos de protozoarios encontrados nas amostras de fezes. Foram identificados
sete morfotipos de ovos/oocistos em classe, familia, género ou espécie, sendo 2
nematodeos, 1 acantocéfalo, 1 trematodeo, 2 cestdédeos e 1 protozoario (Tabela I).
Os helmintos mais prevalentes foram os pertencentes a familia Trichuridae (78%) e
do género Diphyllobothrium sp. (67%), seguidos por Strongilyda, Apicomplexa, P.
cerdocyonis n. sp; porém, esse 3 Ultimos parasitos apresentaram prevaléncias
menores que 50%, enquanto o trematddeo Pseudathesmia sp. e Taeniidae foram os
helmintos que apresentaram prevaléncias menores de 20% (Tabela I).

Na analise ecoldgica para P. cerdocyonis n. sp., a prevaléncia foi de 26% no
total de amostras analisadas, com intensidade média de 6 ovos por grama de fezes
e abundancia média de 1,4. Ao analisar o fator das caracteristicas do hospedeiro e
relacdo com a prevaléncia de ovos de P. cerdocyonis n. sp. ndo foi observada
diferenca significativa entre as duas categorias de idades (Chi-quadrado= 1,771 ; p=
0,183 Fig. 1); o mesmo ocorreu entre na analse entre sexos do hospedeiro tanto
para prevaléncia (Chi-quadrado= 0,066; p= 0.797; Fig. 2) quanto para abundancia
média (p=0,8350) e intensidade média (p=1,0). Porém na andlise de abundancia
média e intensidade média para categoria de idade houve diferenca estatisticamente

significativa (p=0.0300; p = 0.0320, respectivamente)
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Quando se comparou a prevaléncia entre as estacdes observou-se que esta
tendeu a ser maior na estagdo umida (33% vs. 17%; Chi-quadrado= 3,590; g.l. = 1,
p= 0.058; Fig 3). Ao analisar a prevaléncia para cada excursédo realizada, foi
observado que as excursfes de maio a junho e agosto de 2007 obtiveram baixa
prevaléncia para P. cerdocyonis (12% e 9%) respectivamente, comparadas com as
demais excursoes.

A abundancia de ovos de P. cerdocyonis foi significativamente relacionada a
idade dos cachorros-do-mato e a temperatura maxima, o sexo e peso dos
hospedeiros nao tiveram uma relacdo significativa com a variavel dependente
(Tabela ll).

5.4 Discusséao

A maioria das amostras de fezes coletadas no estudo de helmintos parasitos
gastrointestinais de cachorro-do-mato continha ovos/oocistos de parasitos e mostrou
uma composicado de sete espécies identificadas. Entretanto, h4 necessidade de
estudos mais aprofundados da helmintofauna para este hospedeiro, pois morfotipos
adicionais encontrados nas fezes ndo puderam ser identificados; além disto, ja foi
mostrado em um estudo que a curva de acumulacao de pesquisa de helmintofauna
deste hospedeiro ndo estabiliza e isso pode ocorrer devido a seu habito generalista
e grande area de vida, fatores que ajudam a aumenta e a riqueza de espécies de
parasitos (Bush et al.,, 2001, Branddo, 2009). Neste estudo, a prevaléncia de
Trichuridae foi a mais alta dentre as espécies de parasitos gastro-intestinais
encontrado, seguida do cestédeo Diphyllobothrium sp. A infec¢cdo por Trichuridae
pode ser elevada devido principalmente ao contato permanente com solos
contaminados pelos ovos larvados deste parasito, uma vez que este é um
geohelminto. Um estudo recente em canideos na Europa mostrou que a prevaléncia
de Trichuridae varia entre 20 a 50% nos cades domeésticos e silvestres (Kirkova et al.,
2006) e um outro estudo realizado na Serra do Cipé mostrou que 0s canideos,
principalmente o lobo-guara, sdo mais expostos a infec¢cdo helmintica com alta
prevaléncia de Trichuridae (60%) e Ancylostomatidae (80%) (Curi et al., 2010),
porém ao analisar em C.thous a prevaléncia para estes grupo foi baixa para
Ancylostomatidae (20%) ou nula no caso de Trichuridae. Ja a alta prevaléncia de
cestddeos no presente estudo pode estar relacionada a alimentacdo dos cachorros-

do-mato, que inclui artropodes e vertebrados (Bianchi et al., 2013 no prelo), ja que
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artropodes e alguns vertebrados (anfibios e serpentes) podem servir como
hospedeiros intermediérios do parasito (Foreyt, 2001). Neste contexto, os dados
apresentados sugerem uma grande compatibilidade entre estes parasitos e o fator
dieta, podendo ser um coadjuvante na infeccéo deste parasito no cachorro-do-mato
estudado na regido do Pantanal, uma vez que a dieta deste hospedeiro € composta
por artrépodes (87%), especialmente Coleoptera (57%), vertebrados (79%) e frutas
(77%) (Bianchi, et al., 2013 no prelo) podendo auxiliar para que suas prevaléncias
tenham sido altas.

Embora a prevaléncia de P. cerdocyonis n. sp. ndo tenha variado com a
idade do hospedeiro, a abundancia deste parasito foi maior em animais adultos. Este
dado é importante, pois individuos com mais de um ano de idade podem ter sido
mais expostos a infeccdo ao longo da vida, corroborando com a hipo6tese relatada
por Anderson e Gordon, 1982 e Anderson e May, 1991 em que individuos mais
velhos tém maior tempo para se infectarem e reinfectarem. Ja foi descrito para
Prosthenorchis elegas que insetos das ordens Blattaria (baratas) e Coleoptera
(besouros) servem de hospedeiros intermediarios para esta espécie (Schmidt,
1985). O estudo da dieta do cachorro-do-mato no Pantanal mostrou que grande
parte da dieta € composta de artropodes (87%), especialmente coledpteros (57%)
(Bianchi et al., 2013 no prelo). Por esta razdo, sugere-se que os individuos adultos,
por consumirem mais alimentos, terem uma dieta mais generalista e mais tempo de
contato com estes possiveis hospedeiros intermediarios dos acantocéfalos podem
ter alta prevaléncia e abundancia , pois segundo Kennedy (2006) a infeccdo dos
acantocéfalos pode diferenciar individualmente pelo hospedeiro e principalmente por
sua dieta, como os individuos adultos comem mais e ingerem diversidade de
alimentos se expfe a infeccdo deste parasito em comparacao aos individuos mais
jovens

N&o houve diferenca significativa na prevaléncia de P. cerdocyonis entre os
sexos dos hospedeiros. De fato a dieta de machos e fémeas é igual e ambos
possuem tamanhos de area de vida e comportamento similares (Bianchi et al., 2013;
Bianchi, 2009) apresentando assim, a mesma chance de exposi¢cdo ao parasito.
Como o cachorro-do-mato também ndo apresenta dimorfismo sexual evidente em
relacdo ao tamanho corporal (Olifiers, 2010), ndo era esperado encontrar uma
diferenca significativa na prevaléncia ou abundancia de helmintos entre os sexos

dos hospedeiros. Nessas circunstancias, as diferencas entre sexos sdo muito
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pequenas e muitas vezes indetectaveis em estudos de campo, uma vez que uma
série de outras variaveis ndo podem ser controladas, como freqientemente ocorrem
em experimentos laboratoriais.

As analises dos fatores abi6ticos mostraram que a comparagdo da
prevaléncia entre estacdes foi significativa, onde a prevaléncia de P. cerdocyonis foi
maior na estacdo umida - estacdo em que as temperaturas e umidade estdo mais
altas. A abundancia de P. cerdocyonis também tende a aumentar com a
temperatura, que é mais alta na estacdo Umida. No entanto, na estagdo seca é
guando ha maior consumo de coledpteros (Bianchi et al., 2013 no prelo) o que
aumentaria a chance de infeccéo por P. cerdocyonis n. sp.. A explicacdo para que a
prevaléncia e abundancia do parasito sejam maiores na estacdo Umida pode estar
relacionada ao periodo pré-patente de P. cerdocyonis, que leva de 30 a 70 dias
(Nicholas, 1967; Amin, 1985); assim, o desenvolvimento do cistacantho para
individuo adulto maduro que possa liberar os ovos pode levar alguns meses, e 0s
ovos seriam detectados nas fezes somente alguns meses depois, jA na estacao
umida. De fato, abundancia e prevaléncia sdo medidas relacionadas porque as
analies de abundancia incluem os animais nado infectados (ou seja, aqueles que
apresentaram abundéncia = 0). Este estudo mostra que a helmintofauna de
cachorro-do-mato é diversificada e ainda pouco estudada. A identificacdo de
individuos adultos € trabalhosa e ainda escassa na literatura. Ainda, o ciclo
complexo de muitas espécies dificulta a determinacéo dos fatores que influenciam a
infeccdo dos hospedeiros, pois fatores bidticos e abidticos diversos afetam a
probabilidade de infeccdo e a abundancia tanto dos hospedeiros intermediarios
como dos definitivos. Apesar disto, foi possivel identificar neste trabalho que a
sazonalidade, é um dos fatores principais determinantes da infeccdo de cachorros-
do-mato por P. cerdocyonis no Pantanal. Os mecanismos que levam a tal achado,
no entanto, ndo puderam ser completamente esclarecidos. De fato, ha a
necessidade de se identificar os hospedeiros intermediarios e estudar a ecologia de

tais espécies para que o ciclo do parasito possa ser compreendido melhor.
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5.5 Concluséao

A maioria das amostras de fezes coletadas e analisadas mostrou uma

composicao de sete espécies identificadas

e A prevaléncia mais alta encontrada foi da familia Trichuridae (78%) e do
género Dyphyllobothrium sp. (67%).

e Na analise de prevaléncia de infeccdo de P. cerdocyonis n. sp. ndo houve
diferenca significativa entre os sexos e idade dos hospedeiros, porém houve
diferenca estatistica entre as estacéo seca e umida.

e Na analise de abundancia da infeccdo de P. cerdocyonis n. sp. a idade e
temperatura maxima (fatores bibticos e abidticos, respectivamente) sao

fatores associados a abundancia deste helminto em C.thous.
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Tabelal .Prevaléncda dos ovos de helmintos gasfrointestinais mais comuns encontradosnas fezes

Helmintos Prevaléncia
Mematoda
Trichuridae 8%
Strongylida 33%
Acanthocephala
P rosthenorchis cerdocyonis n. sp. 26%
Trematod a
P seudathesmia sp. 15%
Cestoda
Diphyllobotrium sp. 67%
Taeniidae 5%
P rotozoa
Apicomplexa 32%

Tabelall . Andlise da confribuiciorelaiva de vanaveis bidticas e abidticas paraa abundindade Prosthenorchiscerdooy onis n. sp
emcachorro-do-ma o capturados nT F & enda Mhumiim no periodo de 2006 a 2009

Fararretros Esfimados

Papnetrospara modelo 9888 Intery alo de Confiancy de Wad ede e Hpdese

Beta (B) Smo Padrs: Menos Maior nadrado de df o
{Irtercept) -7 683 3.3333 14 216 -115 5313 1 0.021
[sexo=farma] 0.24 0.266 -0.27 0816 1225 1 0.268
[sexo=mrle] 0a . ) ) ) ) .
[idade 1] -0 956 0.3857 -1.6583 -0.298 7839 1 0.005
[idade 2] 0a ) ) ) ) ) )
peso B TIE0S 00002 0 0 0.286 1 0.593
terrperdura maxima 0.223 0. 0665 0.093 0353 1128 1 0.001
urridade relativa 0.8 00232 -0.027 004 0619 1 0.431

Yaiavel cependente: ovo
4 7eroporgie o parametro é edundante
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Figura 1. Prevaléncia (%), abundancia média e intensidade média de ovos de P. cerdocyonis n. sp.

encontrados parasitando cachorro-do-mato para categoria idade. As barras representam o intervalo
de confianca de 95%.
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Figura 2. Prevaléncia (%) de ovos de P. cerdocyonis Figura 3. Prevaléncia (%) de ovos de P. cerdocyonis n.
n. sp. encontrados nas fezes de cachorro-do-mato na sp encontrados nas fezes de cachorro-do-mato, na
Faz. Nhumirim, do Pantanal, MS, Brasil para estacdo seca e Umida, na Faz. Nhumirim, Pantanal,
categoria sexo. Intervalo de confianca 95%. MS, Brasil. As barras representam o Intervalo de

confianca de 95%.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

Estudos de levantamento de helmintofauna em Cerdocyon thous tém sido
feito e com registros de espécies de diferentes filos. Neste trabalho foram
identificadas quatro espécies de nematdédeos e uma espécie do Filo
Acanthocephala. Entre os helmintos identificados foi registrada uma espécie nova do
género Prosthenorchis, embora haja relato deste género em cachorro-do-mato por
Lima (2009) no Municipio de Patos. A descricdo de Prosthernochis cerdocyonis n.
sp. foi importante para adicionar registro de uma nova espécie para esse hospedeiro
também ampliando a distribuicdo geogréafica. Este trabalho constituiu-se ainda no
registro de Ancylostoma buckleyi, Spirocerca lupi, Pterygodermatites pluripectinata e
Ascaridia galli no bioma do Pantanal ampliando a distribuicdo geogréafica destes
parasitos. Adicionalmente, o presente estudo ressalta a importancia e auxilio para
identificacdo de helmintos, como A. galli, com auxilio da técnica de biologia
molecular e seqiienciamento.

Adicionalmente o estudo mostrou que fatores como sazonalidade, temperatura e
idade podem influenciar na prevaléncia e abundancia do parasito P. cerdocyonis n.
sp. em cachorro-do-mato.

Contudo, os dados deste trabalho visaram contribuir para o conhecimento da
helmintofauna do cachorro-do-mato, adicionando registros e ampliando a
distribuicdo geogréfica destes parasitos e informando fatores ecolégicos importantes
para estudo na relacdo parasito e hospedeiro. Porém ha necessidade de estudar
mais a ocorréncia e distribuicdo em cachorro-do-mato no bioma Pantanal para

acrescentar conhecimento da diversidade parasitaria brasileira.
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7 CONCLUSAO

e Foram identificadas quatro espécies de nematédeos e uma nova espécies de
Acanthocephala, Prosthenorchis cerdocyonis n. sp. em cachorro-do-mato do
Pantanal do Mato Grosso do Sul.

e Os dados gerados neste estudo contribuem para registro de nova distribuicao
geogréfica de espécies de helmintos no cachorro-do-mato no bioma Pantanal do
Mato Grosso do Sul .

e O estudo mostrou a importancia da técnica da biologia molecular no auxilio na
identificacdo de espécies.

e O estudo mostrou que fatores como temperatura, idade e sazonalidade
podem influenciar na abundancia e prevaléncia da infeccdo do parasito
Prosthenorchis cerdocyonis n. sp. em cachorro-do-mato.

e Os dados do estudo contribuem para conhecimento da helmintofauna de

cachorro-do-mato.
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