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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um parasito mundialmente distribuido, afetando todos os animais
homeotérmicos, incluindo humanos. Estudos indicam que a América do Sul, especialmente o
Brasil, abriga a maior diversidade genética do parasito, com cepas altamente virulentas e
gendtipos atipicos. Esta diversidade est4 associada ao ciclo silvestre do parasito, embora dados
sobre essa populacao animal ainda sejam escassos. O objetivo do trabalho foi realizar o
isolamento e caracterizagdo molecular das cepas de 7. gondii encontradas, e verificar a
ocorréncia de anticorpos anti-7. gondii em exsudato carneo de tecidos de animais marinhos
monitorados pelo Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos (PMP-BS), no litoral
sul de Santa Catarina. Dos animais que vieram a 6bito (n=372), ap6s necropsia, amostras de
tecidos (cérebro, pulmao, coragdo, figado e musculatura esquelética) formaram um “pool” que
foi utilizado para o bioensaio em camundongos, visando o isolamento do parasito. Desses
tecidos, foram obtidas amostras de exsudato carneo para a pesquisa de anticorpos contra o
parasito, realizada por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando
conjugado anti-IgY de galinha e "cut-off" de 1:2. Soros de galinhas, positivos e negativos para
T. gondii, foram usados para comparagdo. Detectaram-se anticorpos contra 7. gondii em 125
(33,6%) das amostras analisadas, incluindo 79 (21,2%) Spheniscus magellanicus (Pinguins-de-
Magalhaes), 20 (9,1%) Larus dominicanus (Gaivotdes), cinco (1,3%) Sula leucogaster
(Atobas-pardos), dois (0,5%) Trinta-Réis-de-Bicos-Vermelhos, um (0,2%) Phalacrocorax
brasilianus (Bigud), uma Pardela-preta e uma Pardela-sombria. A presenca de anticorpos indica
contato com o parasito, por meio de alimentos contaminados. Para o bioensaio, camundongos
inoculados com o produto da digestao péptica dos tecidos foram observados por até 45 dias
pos-inoculagdo para identificar sinais clinicos de toxoplasmose, sendo entdo eutanasiados. Dos
camundongos que morreram naturalmente e dos eutanasiados, coletou-se sangue para pesquisa
de anticorpos (RIFI; > 16) e 6rgdos (cérebro, pulmao e coragao). Fragmentos de cérebro foram
avaliados por ‘“squash” para pesquisa de cistos, € o restante foi armazenado a -20°C para
extragdo de DNA, PCR e genotipagem por RFLP, usando marcadores SAGI1, 5’-SAG2, 3’-
SAG2, SAG3, BTUB, GRAG, c22-8, ¢29-2, L358, PK1, Alt. SAG2 e Apico. Dos camundongos
eutanasiados também se pesquisou a presen¢a do parasito em lavado intraperitoneal e “imprint”
de pulmdo. Dos 90 bioensaios, 38 foram positivos para 7. gondii (detec¢ao de cistos e/ou
taquizoitos e/ou anticorpos). Um isolado de gaivotdo (TgLdBr4) e um de toninha (TgPbBrl)
apresentaram o genotipo #170 da plataforma ToxoDB. Os outros quatro gendtipos (TgLdBrl,
TgLdBr2, TgLdBr3 e TgLdBr5) isolados ndo corresponderam a nenhum da plataforma,



indicando serem novos gendtipos. A pesquisa revelou grande diversidade genética de 7. gondii
em animais marinhos no Sul do Brasil, destacando a importancia de mais estudos para elucidar

a epidemiologia do parasito nesse ambiente.

Palavras-chaves: Toxoplasmose, animais marinhos, PCR-RFLP, RIFI.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii 1s a parasite distributed worldwide, affecting all homeothermic animals,
including humans. Studies indicate that South America, especially Brazil, harbors the greatest
genetic diversity of the parasite, with highly virulent strains and atypical genotypes. This
diversity is associated with the sylvatic cycle of the parasite, although data on this animal
population are still scarce. The objective of the study was to isolate and molecularly
characterize the 7. gondii strains found, and to verify the occurrence of anti-7. gondii antibodies
in meat exudate from tissues of marine animals monitored by the Santos Basin Beach
Monitoring Project (PMP-BS), on the southern coast of Santa Catarina. From the animals that
died (n=372), after necropsy, tissue samples (brain, lung, heart, liver, and skeletal muscle)
formed a “pool” that was used for the bioassay in mice, aiming at the isolation of the parasite.
From these tissues, samples of meat exudate were obtained for the investigation of antibodies
against the parasite, performed through the Indirect Immunofluorescence Reaction (IFAT),
using chicken anti-IgY conjugate, and a cut-off of 1:2. Sera from chickens, positive and
negative for 7. gondii, were used for comparison. Antibodies against 7. gondii were detected
in 125 (33.6%) of the analyzed samples, including 79 (21.2%) Spheniscus magellanicus
(Magellanic penguins), 20 (9.1%) Larus dominicanus (gulls), five (1.3%) Sula leucogaster
(brown boobies), two (0.5%) Red-billed terns, one (0.2%) Phalacrocorax brasilianus
(cormorant), one Black Shearwater and one Sombre Shearwater. The presence of antibodies
indicates contact with the parasite through contaminated food. For the bioassay, mice inoculated
with the product of peptic digestion of tissues were observed for up to 45 days post-inoculation
to identify clinical signs of toxoplasmosis, and were then euthanized. From mice that died
naturally and from those euthanized, blood was collected for antibody testing (IFAT; > 16) and
organs (brain, lung, and heart). Brain fragments were evaluated by “squash” to search for cysts,
and the remainder was stored at -20°C for DNA extraction, PCR and genotyping by RFLP,
using markers SAGI1, 5’-SAG2, 3’-SAG2, SAG3, BTUB, GRA®6, c22-8, c29-2, L358, PK1,
Alt. SAG2 and Apico. From euthanized mice, the presence of the parasite was also investigated
in intraperitoneal lavage and lung imprint. Of the 90 bioassays, 38 were positive for 7. gondii
(detecting cysts and tachyzoites and antibodies). One isolate from a gull (TgLdBr4) and one
from a porpoise (TgPbBrl) presented genotype #170 from the ToxoDB platform. The other
four genotypes (TgLdBrl, TgLdBr2, TgLdBr3, and TgLdBr5) isolated did not correspond to

any of the platforms, indicating that they are new genotypes. The research revealed the great



genetic diversity of 7. gondii in marine animals in southern Brazil, highlighting the importance

of further studies to elucidate the epidemiology of the parasite in this environment.

Keywords: Toxoplasmosis, marine animals, PCR-RFLP, RIFI.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii ¢ um dos parasitos mais estudados mundialmente dada sua
importancia na medicina humana e veterinaria, e que infecta uma ampla gama de hospedeiros,
como seres humanos, animais domésticos e silvestres (Almeria; Dubey, 2021; Dubey, 2022).
Estima-se que um ter¢o da populacdo mundial ja tenha sido infectada por 7. gondii, considerado
um grande problema de satide unica, ocasionando grandes prejuizos ao sistema publico de satde
e na producdo animal (Aguirre et al., 2019; Dubey, Jitender P. et al., 2020; Ybanez; Ybaiez;
Nishikawa, 2020).

Os felideos domésticos e selvagens, unicos hospedeiros definitivos, sdo capazes de
eliminar milhdes de oocistos durante um curto periodo quando infectados (Almeria; Dubey,
2021; VanWormer et al., 2016). Esses oocistos podem atingir aguas costeiras e estudrios por
meio do escoamento de areas agricolas, urbanas e efluentes de dgua e esgoto ndo tratados
(Fayer; Dubey; Lindsay, 2004; VanWormer et al., 2016). Ja foi observado que oocistos podem
esporular e se manterem viaveis por até 24 meses no ambiente marinho e por pelo menos 18
meses em agua contendo acido sulfurico a 2% em temperatura de 4°C. Além disso, resistem a
solugdes detergentes ou desinfetantes, como hipoclorito de sodio, principalmente por suas
caracteristicas morfoldgicas que conferem resisténcia (Lindsay et al., 2003; Lindsay; Dubey,
2009; Shapiro et al., 2019).

Anteriormente, a estrutura molecular de 7. gondii foi dividida em trés gendtipos clonais,
denominados tipos I, II e III, encontrados principalmente na Europa e América do Norte.
Atualmente, ja foi observada que a estrutura molecular do parasito ¢ mais complexa,
especialmente pela circulagdo de cepas ndo clonais e bastante diversas, principalmente nas
Américas Central e do Sul. Em relacdo a viruléncia das cepas circulantes nessas regides, de 427
1solados, 61% tiveram alta viruléncia para camundongos. Em ambientes naturais, o ciclo
silvestre de 7. gondii pode favorecer o desenvolvimento de gendtipos altamente virulentos
(Howe; Sibley, 1995; Shwab et al., 2014; Shwab et al., 2018).

Nos animais marinhos a forma de infec¢do mais frequente ainda ndo foi completamente
elucidada. Acredita-se que animais de habitos filtradores possam reter os oocistos presentes em
aguas marinhas, servindo como fonte de infeccao ao serem ingeridos por outros animais e até
mesmo humanos. Diversos trabalhos j& confirmaram a retencdo e bioacumulacido de oocistos

de T. gondii em sardinhas e anchovas (Massie et al., 2010), crustaceos (Lindsay et al., 2004;
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Esmerini; Gennari; Pena, 2010; Bigot-Clivot et al., 2016), ostras e mexilhdes (Lindsay et al.,
2004; Esmerini; Gennari; Pena, 2010).

A pesquisa e deteccao de 7. gondii em animais silvestres atualmente sao realizadas,
normalmente, por meio da sorologia, quando em animais de cativeiro, € exames post-mortem
em animais de vida livre. Esses animais desempenham um papel fundamental na manutengao
e transmissdo de 7. gondii. Mesmo limitado, novos gendtipos tém sido frequentemente
encontrados nesses animais no Brasil. Embora analises soroldgicas sejam feitas com maior
frequéncia, analises moleculares para identificar os gendtipos circulantes nesse ambiente ainda
sdo necessarias (Dubey et al., 2003; Vitaliano et al., 2014).

Visto que 7. gondii tem a capacidade de infectar as mais diversas espécies de animais e
humanos, além de apresentar uma ampla diversidade genética que esta intimamente relacionada
a viruléncia das cepas, investigar sua presenca no ambiente marinho pode ser uma importante

ferramenta para elucidar o fluxo de parasitos “terrestres” no meio aquatico.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez por Splendore (1908) e Nicolle ¢
Manceaux (1908). No Brasil, Splendore (1908) identificou o protozoario em um coelho de
laboratério mas acreditou tratar-se do género Leishmania. Nicolle e Manceaux (1908), na
Tunisia, encontraram o protozoario em tecidos de um roedor silvestre da espécie Ctenodactylus
gundi, classificando-o como Leishmania gondii. No entanto, os mesmos pesquisadores em
1909, reclassificaram-no como Toxoplasma gondii com base na morfologia dos taquizoitos (do
grego toxo = arco e plasma = vida) (Dubey, 2008).

T. gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatorio, de distribuicdo mundial classificado
no Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eimeriorina e
Familia Sarcocystidae (Dubey, 2022). Tem os felideos como os tnicos hospedeiros definitivos,
onde ocorre o ciclo enteroepitelial sexuado, e sdo capazes de infectar todos os animais
endotérmicos, inclusive os proprios felideos, como hospedeiros intermediarios (Bowman,
2020; Dubey, 2022).

Os felideos se infectam apds a ingestao de qualquer uma das trés estruturas de 7. gondii
e o periodo pré-patente (PPP) varia, de acordo com a quantidade da forma ingerida, sendo de
trés a 10 dias apds a ingestdo de bradizoitos e de 18 a 19 dias apds ingestdo de oocistos

esporulados e taquizoitos, respectivamente (Dubey, 2022). Nesses animais, ocorre o ciclo
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enteroepitelial com uma fase assexuada (esquizogonia) e sexuada (gametogonia), culminando
com a eliminag@o de oocistos ndo infectantes contendo um esporonte durante o periodo de uma
a trés semanas (Jones; Dubey, 2010). Para infectarem novos hospedeiros, os oocistos
eliminados necessitam, obrigatoriamente, passar pelo processo de esporulagdo no ambiente,
que pode levar de um a cinco dias, conforme condi¢des adequadas de temperatura e umidade
(20°C e 65%, respectivamente) (Lindsay et al., 1997; Dubey, 2004). Nesse processo siao
formados no oocisto dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada, que ao serem
ingeridos, eclodem, invadem as células do epitélio intestinal de seus hospedeiros, e realizam o
ciclo assexuado por endodiogenia, formando estruturas de rapida multiplicagdo, denominadas
taquizoitos. Essas estruturas tém a capacidade de migrar para outros sitios e dar origem a cistos
teciduais contendo bradizoitos localizados, principalmente, no cérebro, olhos, musculaturas
esquelética e cardiaca e, menos frequente, nos pulmdes e rins (Dubey, 2004; Bowman, 2020;
Dubey, 2022).

A infec¢do pode ocorrer por vias distintas, dentre elas: pela via fecal-oral, com a
ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados eliminados por felideos;
por carnivorismo, com a ingestdo de tecidos de animais homeotérmicos, contaminados com
cistos teciduais contendo bradizoitos, ou por taquizoitos; e pela forma transplacentéria, com a
migracgdo ativa de taquizoitos através da placenta (Dubey, 2020, 2022). Além disso, também
pode ocorrer a transmissdo via transfusdo sanguinea e pelo coito, relacionada a individuos
durante a fase aguda (Alvarado-Esquivel et al., 2015, 2018; Assoni et al., 2024; Flegr;
Klapilova; Kaikova, 2014; Hlavacova et al., 2021)

A patogenicidade da infeccao nos hospedeiros depende de diversos fatores, como a
susceptibilidade de cada espécie, viruléncia da cepa do parasito e a forma de infecgao, visto que
a ingestdo de oocistos pode ocasionar quadros clinicos mais graves quando comparada a
ingestdo de cistos teciduais (Hill; Dubey, 2002; Dubey, 2004). A infec¢do por 7. gondii em
imunocompetentes ndo ocasiona manifestacoes clinicas, porém, em casos de infeccao durante
a gestacdo e em hospedeiros imunossuprimidos as manifestagdes clinicas podem ser
consideradas severas (Rostami et al., 2020).

Estima-se que um terco da populacdo humana mundial ja tenha sido infectado com o
parasito (Dubey, 2022). No Brasil, algumas populagdes de determinadas regides ja atingiram a
prevaléncia de até¢ 80% (Dubey et al., 2012) Além disso, o Brasil ¢ considerado o pais com a
maior prevaléncia da infec¢do em mulheres gravidas (61.2%; 58.2-64.1%) e a América do Sul
apresenta a mais alta prevaléncia para o mesmo grupo dentre os demais continentes (95% IC,

56.2%; 50.5-62.8%) (Dubey et al., 2012; Rostami ef al., 2020; Almeria; Dubey, 2021). Ainda,
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na América do Sul ja foram detectadas cepas de maior viruléncia causando formas clinicas
graves em individuos higidos (Carme et al., 2009).

Pelo fato de ser considerada uma das mais importantes zoonoses no mundo, o interesse
no diagnostico em animais se da nas espécies que compartilham do mesmo ambiente ou servem
de fonte de alimento ao ser humano (Sogorb et al., 1972). Isolados de 7. gondii de amostras
animais e humanas foram agrupados em trés linhagens clonais denominadas tipos I, II e III,
predominantes nos EUA e na Europa. A linhagem do tipo II tem sido a mais presente em
animais ¢ humanos nessas regioes (Howe; Sibley, 1995; Ajzenberg et al., 2002; Fekkar et al.,
2011; VERMA et al., 2015; Vilares et al., 2017). No entanto, isolados da América do Sul
indicam uma maior variabilidade genética quando comparados aos dos EUA e Europa,
contribuindo para os registros de linhagens atipicas e genotipos recombinantes, especialmente
no Brasil (SHWAB et al., 2014; Silva et al., 2014).

Uma grande diversidade genética foi observada por Pena et al (2008), que classificaram
quatro gendtipos, denominados Brl, Brll, Brlll e BrIV, como linhagens clonais brasileiras.
Estudos sugerem que os animais silvestres apresentam uma maior diversidade genética do
parasito que os animais domésticos e/ou de produ¢do (Velmurugan; Su; Dubey, 2009; Dubey,
J.P.etal,2011; Khan et al., 2011). Contudo, até o presente momento, ha pouca informagao
acerca dos genotipos circulantes entre os animais silvestres no Brasil, notadamente os marinhos.
Desta forma, esforgos sdo necessarios para que sejam determinados os genotipos circulantes e
o papel da infec¢@o nesses animais, bem como a implicagcdo zoondtica dessa situacao (Gerhold

etal.,2017).

2.2 DIAGNOSTICO

O diagnostico da infecgdo por 7. gondii ¢ baseado na utilizagdo de diversos métodos,
como soroldgicos, moleculares, histopatologicos ou a associagdo dos mesmos, levando em

consideragdo as particularidades da espécie em estudo (Dubey, 2022).

2.2.1 Meétodos soroldogicos

Os testes soroldgicos sdo os mais utilizados em estudos epidemiologicos do parasito.
Ainda que inimeros métodos estejam disponiveis, o achado de uma amostra positiva significa
apenas que houve um contato prévio entre o hospedeiro e o parasito, além de uma alta titulacao

nao possuir correlacdo com a severidade dos sinais clinicos observados (Dubey, 2022).
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Dentre as metodologias disponiveis para o diagnéstico em animais silvestres,
evidenciam-se o Teste de Aglutinagdo Modificado (MAT), Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), Hemaglutinagdo Indireta (HI), Teste de Aglutinacdo em Latex e Ensaio de
Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA).

Em comparagdo com MAT, ELISA e RIFI sdo mais rapidos e menos trabalhosos,
porém, necessitam, obrigatoriamente de equipamentos e reagentes como leitor de microplacas,
microscopio de fluorescéncia e conjugados espécie-especificos que nao estdo disponiveis
comercialmente para testes em animais silvestres (Sharma et al., 2019).

O MAT ¢ o teste mais amplamente utilizado para o diagnostico nos animais silvestres
em virtude de sua alta sensibilidade e especificidade, facilidade de execug¢do por ndo necessitar
de equipamentos e conjugados espécie-especificos, além do baixo custo (Dubey; Desmonts,
1987; Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022). Embora ndo tenha sido validado para a deteccdo de
anticorpos em animais marinhos, tem sido frequentemente utilizado para tal.

Para esses testes, o soro sanguineo ¢ a amostra de elei¢ao. Contudo, nem sempre ¢
possivel a colheita de amostras de soro viaveis de animais selvagens vivos ou suas carcagas.
Assim, a detec¢ao de anticorpos pode ser realizada em amostras substitutas, como plasma,
sangue total, fluido cavitario, ou exsudato carneo (meat juice), ndo sofrendo interferéncias pelo
processo de hemolise (Bachand et al., 2019; Sharma et al., 2019).

Em estudo que avaliou a presenca de anticorpos contra 7. gondii (MAT e ELISA) em
exsudato colhido do coracdo e diafragma de carcagas ovinas em abatedouro e, comparando com
o bioensaio em camundongos, foi observada correlacdo significativa entre altas titulacdes no
MAT e a probabilidade de isolamento a partir de amostras do coracao (Villena et al., 2012).
Em titulos acima de 1:16, foi possivel isolar 7. gondii em 65% dos casos. Abaixo disso, o
isolamento apresentou falhas em 95% dos casos, sugerindo que o fluido colhido de amostras
do coragdo pode ser utilizado para a triagem e selegdo de animais que terdo amostras colhidas
para o bioensaio (Villena et al., 2012).

Segundo Marciano (2013), o diagnéstico a partir de amostras de exsudato carneo
desempenha um importante papel para o monitoramento de 7. gondii, influenciando
diretamente na prevencdo da infec¢do em seres humanos.

A fim de determinar a concordancia entre a titulacdo de anticorpos em amostras de soro
e exsudato carneo, Wallander et al (2015) utilizaram suinos infectados experimentalmente com
T. gondii como modelo e observaram que todos os infectados testaram positivo nas diferentes
amostras de exsudato (coragdo, diafragma e musculo esquelético), assim como o grupo controle

permaneceu negativo. Também foi observada maior correlacdo entre os anticorpos detectados
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no soro e exsudato do coragdo, sugerindo que a titulagdo a partir do “exsudato carneo (meat
Jjuice) depende do tipo de musculo escolhido para a andlise.

Gazzonis et al (2020) avaliaram o exsudato carneo colhido de amostras de coragdo ou
diafragma de ovinos e caprinos pelo MAT, utilizando 1:2 como ponto de corte. De um total de
278 animais, foram detectados anticorpos contra 7. gondii em 79 (28,4%) deles. Desses, 18
(22,8%) testaram positivo na técnica de nested-PCR. A redu¢do do niimero de animais positivos
no diagnostico molecular pode ser justificada em virtude da distribui¢do ndo uniforme dos
cistos nos tecidos dos hospedeiros associada a uma pequena quantidade de amostra processada

em relacdo ao tamanho do hospedeiro.

2.2.2 Isolamento do agente

O isolamento de 7. gondii pode ser feito in vitro, por meio do cultivo celular ou pelo
bioensaio em camundongos. O ultimo sendo considerado o protocolo padrio adotado
mundialmente com a finalidade de caracteriza¢ao de cepas e avaliagdo da viruléncia, devido a
susceptibilidade da espécie ao parasito e facilidade de manejo (Dubey, 2022).

A técnica ¢ baseada na maceragdo e digestdo péptica do tecido (para liberar os
bradizoitos presentes nos cistos teciduais) em que se busca detectar o parasito, com posterior
inoculacdo em camundongos, os quais serdo avaliados diariamente quanto a manifestagao de
sinais clinicos sugestivos da toxoplasmose na espécie, como pelagem arrepiada, apatia, ascite,
letargia, secre¢do ocular, pneumonia, encefalite, entre outros (Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022).

No entanto, a quantidade de cistos inoculados durante o processo ¢ desconhecida,
principalmente pelo fato de que o numero de cistos de 7. gondii nos tecidos animais pode ser
pequeno e nem sempre distribuido uniformemente. Em média, a distribuicao ¢ de um cisto a
cada 25-250 g de tecido (DUBEY et al., 2012; Dubey, 2022).

Dessa forma, o isolamento por meio do bioensaio em camundongos € parte essencial
para o diagnodstico e caracterizacdo molecular do parasito, tornando bastante dificultosa a
obtencdo da genotipagem completa sem o seu uso (Cunha et al., 2016), uma vez que o bioensaio
também funciona como um amplificador da infec¢do, obtendo-se assim DNA em quantidade e

necessaria para uma efetiva genotipagem (Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022).

2.2.3 Caracterizacao molecular
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Os estudos de diagndstico e caracterizacdo molecular de 7. gondii estao relacionados a
técnica de polimorfismo de comprimentos de fragmentos de DNA gerados por enzimas de
restri¢ao (PCR — RFLP, Restriction Fragment Lenght Polymosphism) (Wendte; Gibson; Grigg,
2011).

Essa técnica é considerada de alta resolu¢do, semelhante ao sequenciamento, além de
possibilitar a diferenciagdo entre alelos atipicos e identificacdo de eventuais combinagdes entre
alelos de arquétipos distintos (Su; Zhang; Dubey, 2006).

Hé um crescente interesse na caracterizacao da diversidade genética do parasito e, em
estudos epidemiolédgicos, faz-se necessaria a analise dos isolados individualmente, de forma a
estabelecer a fonte de infec¢do (Ajzenberg et al., 2002; SU et al., 2010).

Os dados dos genotipos obtidos por meio de RFLP sdo disponibilizados como referéncia
na plataforma online ToxoDB (http://toxodb.org), importante banco de dados na area. O uso da
técnica em estudos futuros relacionados a epidemiologia molecular e populacdes estimula a
constru¢do de um banco de dados que torna possivel o entendimento acerca da dindmica de

transmissdo de 7. gondii (SU et al., 2010).

2.3 Toxoplasma gondii EM ANIMAIS MARINHOS

A presenca de 7. gondii em animais marinhos ¢ intrigante por uma série de fatores. Os
felideos sdo os unicos hospedeiros definitivos capazes de eliminar nas fezes uma alta
quantidade de oocistos extremamente resistentes no ambiente. No entanto, o periodo de
eliminagdo € curto e a pesquisa por oocistos nos mais distintos ambientes ¢ dificil,
especialmente pelas técnicas diagnosticas nao realizarem a diferenciagcdo entre os que estdo
vidveis ou ndo. Ainda, a maior parte desses animais marinhos t€ém como base da alimentac¢ao
outros animais aquaticos de “sangue-frio”, nos quais o parasito ndo consegue realizar sua
multiplicagdo, sugerindo que a infec¢do em animais marinhos pode ser originada da
contamina¢do do ambiente marinho por oocistos, além de servir, inclusive, como indicador de
contamina¢do ambiental (Conrad et al., 2005; Dubey, et al., 2020; Dubey, 2022).

Acredita-se que em aguas costeiras os oocistos possam chegar por meio do escoamento
de areas agricolas e efluentes de esgoto (Fayer; Dubey; Lindsay, 2004). Para realizar a infecgao,
0s oocistos precisam realizar o processo de esporulacdo, que ocorre no ambiente. Em agua do
mar artificial, com salinidades de 15 e 32 partes por trilhdo (ppt), a taxa de esporulacdo de
oocistos foi de 67-76% no periodo de trés dias e infectantes aos camundongos apds inoculagao

via oral. Os oocistos esporulados sobreviveram por pelo menos seis meses (Lindsay et al.,
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2003). Em 4gua do mar artificial com 15 ppt de salinidade, os oocistos de 7. gondii
sobreviveram por até 24 meses, sendo infectantes aos camundongos pelo mesmo periodo
quando armazenados a 4°C, enquanto os mantidos em temperatura ambiente mantiveram a
infectividade entre o 15° e 18° més (Lindsay; Dubey, 2009). Sua caracteristica hidrofilica
associada a agua salgada, que torna a carga de supertficie do oocisto neutra, facilita a aderéncia
as particulas. Essa propriedade desempenha um papel determinante na ocorréncia de retengdo
ou bioacumulacao de oocistos em invertebrados (SHAPIRO et al., 2009; VANWORMER et
al., 2016).

Bigot-Clivot et al. (2016) avaliaram a exposicdo de crustaceos (Gammarus fossarum)
a diferentes concentragdes de oocistos de 7. gondii (200, 2.000 e 20.000
oocistos/gamarideo/dia) durante 21 dias e, posteriormente, depurag@o por cinco dias. A partir
do 14° dia de exposi¢do, foi detectado DNA do parasito em gamarideos expostos a todas as
concentragdes e apds o periodo de depuragao.

De moluscos bivalves, Esmerine, Gennari e Pena (2010) analisaram ostras ¢ mexilhdes
comercializados no municipio de Santos, SP, Brasil, dos quais dois grupos de ostras (2/60)
foram positivas na nested-PCR. Ainda no Brasil, em pools de ostras produzidas no estado do
Maranhio, Silva et al. (2020) também detectaram 7. gondii por meio da nested-PCR (2/80
pool). Na China, pela PCR, a partir de tecidos do trato gastrointestinal de peixes, crustaceos e
moluscos comercializados, Zhang et al. (2014) detectaram amostras positivas para 7. gondii em
2.5% (4/160) da espécie Procambarus clarkii (Lagostim-vermelho), em 0.8% (1/122) de
Hypophthalmichthys molitrix (Carpa prateada) e em 0.6% (1/165) de Macrobranchium
nipponense (Camarao oriental).

A temperatura parece ser um fator limitante para que ndo ocorra a multiplicagdo dos
parasitos nos animais pecilotérmicos. Yang et al. (2020) demonstraram, em estudo in vitro, que
houve invasdo e multiplicagdo de 7. gondii em células de peixes nas temperaturas de 30°C,
32°C e 35°C, enquanto em 27°C a invasao e multiplicagdo foi inibida. Ainda ndo hé evidéncias
suficientes que comprovem a multiplicagdo do parasito no tecido de peixes em ambientes
naturais. No entanto, Massie ef a/ (2010), em estudo experimental, expuseram duas espécies de
peixes migratorios e de hébitos filtradores, Engraulies mordax (anchovas) e Sardinops sagax
(sardinhas), a diferentes concentragdes de oocistos de 7. gondii. Os peixes foram eutanasiados
ap6s duas (sardinhas e anchovas) e seis a oito horas (apenas anchovas) de exposicao para
colheita e andlise do trato gastrointestinal. Setenta e cinco por cento das anchovas e 60% das
sardinhas foram positivas pela técnica de PCR duas horas apos a exposic¢ao. De seis a oito horas

apos, 50% das anchovas foram positivas. Os peixes expostos a altas concentragdes de oocistos
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(100.000 oocistos/L) foram utilizados para alimentacdo dos camundongos em bioensaio, dos
quais 30% manifestaram sinais clinicos compativeis com a toxoplasmose e testaram positivo
para o gene B1 (PCR). Foi sugerido que os peixes migratorios de habitos filtradores possam
atuar como vetores mecanicos, contribuindo para a expansao do parasito no ambiente marinho.

Marino et al. (2019) analisaram amostras de branquias, intestino e pele/musculo de
1.293 peixes de 17 espécies distintas comercializadas para consumo humano em Sicilia, Italia.
Os animais foram separados em grupos de trés, cinco, seis, oito ou 10 unidades de acordo com
tamanho e peso. No geral, dos 147 grupos formados, 21.8% foram positivos na qPCR, das quais
12 de 17 espécies testaram positivas, sendo a espécie Boops boops (Boga-boga) com maior
nimero de amostras positivas, evidenciando o risco de infeccdo por meio do consumo,
principalmente ao ser humano. No Brasil, também ocorrem espécies da mesma familia,
Sparidae, ainda ndo analisadas para esse fim (Devlin; Nagahama, 2002).

Os estudos de soroprevaléncia tém sido os mais utilizados em aves e mamiferos
marinhos, evidenciando uma ampla distribuicdo de 7. gondii nessas espécies nas Américas,
Europa e Asia (Alvarado-Esquivel; Sanchez-Okrucky; Dubey, 2012) (Tabelas 1 e 2).

Poucos dados estdo disponiveis na literatura acerca do isolamento e genotipagem de 7.
gondii parasitando espécies de aves e mamiferos marinhos, presentes na Tabela 3. Isso se da
pela dificuldade na obtencao de amostras viaveis, livres de autolise, visto que o tempo maximo
entre a coleta da amostra e o processamento para o bioensaio ¢ de uma semana, desde que os
tecidos sejam mantidos sob refrigeracdo a 4°C (Gibson et al., 2011; Dubey, Jitender P. et al.,
2020; Su; Dubey, 2020).

Diversos casos de toxoplasmose clinica nesses animais ja foram relatados e a
enfermidade tem sido considerada uma das doengas emergentes mais importantes, podendo
ocasionar a morte ¢ encalhe desses animais (van Bressem et al., 2009; Gonzales-Viera et al.,
2013; Bigal et al., 2018; Costa-Silva ef al., 2019). Alguns casos estdo sumarizados na Tabela
4,

Ainda hé diversas lacunas a serem preenchidas em relagdo ao ciclo do parasito no
ambiente marinho e as formas em que esses animais, muitos deles ocupando diferentes nichos,
sdo expostos (Acosta et al., 2019; Costa-Silva et al., 2019; Dubey, Jitender P. et al., 2020).

Assim, estudos da infec¢ao por 7. gondii em aves e mamiferos marinhos, no litoral Sul
de Santa Catarina, para determinar a prevaléncia, isolar o agente e caracterizar os genotipos
circulantes do parasito irdo contribuir para a epidemiologia da toxoplasmose nessas espécies

animais.



Tabela 1 - Pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii em aves marinhas ao redor do mundo

Nome popular (Espécie) Origem N Positivos (%) Teste Cutoff Referéncia
Cormorao-das-galapagos Equador |
258 623 MAT 1:50 D tal., 2010
(Phalacrocorax harrisi) (Galapagos) 23) (Deem et al., )
L ] incho-
arus ribundus (Guincho Italia 18 4(22,2) RIFP 1:20 (Nardoni ef al., 2019)
comum)
Larus michahellis
(Gaivota-de-patas- Espanha 479 109 (22,8) MAT 1:25 (Cabezon et al., 2016)
amarelas)
Larus hyperboreus
(Gaivota-hiperborea) Noruega 27 0(0) DAT? 1:40 (Prestrud et al., 2007)
Pinguim-das-Galapagos Equador
298 72,3 MAT 1:50 D tal., 2010
(Spheniscus mendiculus) (Galapagos) 23) (Deem et al., )
Pinguim-de-Magalha
inguim-de-Magalhdes Brasil 100 28 (28) MAT 1:20 (Gennari et al., 2016b)
(Spheniscus magellanicus)
Pinguim-de-Magalhdes .
) ) Chile 132 57 (43,2) MAT 1:20 (Acosta et al., 2019)
(Spheniscus magellanicus)
Pinguim-de-Magalhaes .
. : Brasil 145 18 (12,4) MAT 1:20 (Acosta et al., 2019)
(Spheniscus magellanicus)
Pinguim-de-Humboldti .
Republica Tch 4 2(50 LAT? NA Bartova et al., 2018
(Spheniscus humboldti) epublica tcticca (50) (Bartovd et al., )
Atoba-grande . .
Brasil 2 4 MAT l: ., 201
(Sula dactylatra) rasi 3 8 (34,8) 5 (Gennari et al., 2016a)
Atoba-pardo . .
Brasil 19 9474) MAT 1:5 (Gennari et al., 2016a)

(Sula leucogaster)

ITeste de Aglutinagdo Modificado (MAT)
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
3Teste de Aglutinagdo Direta (DAT)

4Teste de Aglutinagdo em Latex (LAT)
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Tabela 2 - Pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii em mamiferos marinhos ao redor do mundo

Nome popular/Espécie Origem N N Teste Cutoff Referéncia
analisado positivo (%)
Golfinho-nariz-de-garrafa-
comum (Tursiops truncatus Canada 8 8 (100) MAT 1:25 (Dubey et al., 2009)
truncatus)
Golfinho-nariz-de-garrafa-
(van de Velde et al.,
comum (Tursiops truncatus Europa 6 3 (50) MAT 1:40 2016)
truncatus)
Golfinho-nariz-de-garrafa-
comum (7ursiops truncatus Italia 4 3(75) RIFI 1:40 (Profeta et al., 2015)
truncatus)
Golfinho-nariz-de-garrafa-
comum (Tursiops truncatus Italia 8 2 (25) MAT 1:10 (Pretti et al., 2010)
truncatus)
Golfinho-nariz-de-garrafa-
(Terracciano et al.,
comum (7ursiops truncatus Italia 10 1 (10) MAT 1:20 2020)
truncatus)
Golfinho-nariz-de-garrafa- (Alvarado-Esquivel,
comum (Tursiops truncatus México 63 55 (87,3) MAT 1:25  Sanchez-Okrucky; Dubey,

truncatus)

2012)



Golfinho-nariz-de-garrafa-

EUA - (Bernal-Guadarrama et
comum (Tursiops truncatus 86 8(9,3) HAI 1:64
Florida al.,2014)
truncatus)
EUA -
79 12 (15,2) HAI 1:64 (Schaefer et al., 2009)
Carolina do Sul
Golfinho-nariz-de-garrafa-
do-mar-negro (Tursiops truncatus Filipinas 7 1(14,3) LAT (Obusan et al., 2019)
ponticus)
Golfinho-estriado (Stenella (van de Velde et al.,
Europa 9 4 (44.4) MAT 1:40
coeruleoalba) 2016)
Golfinho-estriado (Stenella )
Italia 27 11 (40,7) RIFI 1:40 (Profeta et al., 2015)
coeruleoalba)
Golfinho-estriado (Stenella
Italia 8 4 (50) RIFI 1:40 (Di Guardo et al., 2010)
coeruleoalba)
Golfinho-estriado (Stenella
Italia 16 1(6,3) MAT 1:10 (Pretti et al., 2010)
coeruleoalba)
Golfinho-estriado (Stenella (Terracciano et al.,
Italia 15 5(33.3) MAT 1:20
coeruleoalba) 2020)
(Alvarado-Esquivel;
Ledo-marinho-da-Califoérnia )
México 4 2 (50) MAT 1:25  Sanchez-Okrucky; Dubey,
(Zalophus californianus)
2012)
Leao-marinho-da-California EUA - (Carlson-Bremer et al.,
1630 536 (32,9) RIFI 1:40
(Zalophus californianus) Califérnia 2015)



Lobo-marinho-antértico
(Arctocephalus gazella)
Lobo-marinho-antértico
(Arctocephalus gazella)
Elefante-marinho-do-Sul
(Mirounga leonina)
Elefante-marinho-do-Sul

(Mirounga leonina)

Antartica

Antartica

Antartica

Antartica

21

165

48

13

12 (57,1)

4(2,4)

11(22,9)

10 (76.9)

MAT

MAT

MAT

MAT

1:40

1:25

1:40

1:25
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(Jensen et al., 2012)

(Rengifo-Herrera et al.,

2012)
(JENSEN et al., 2012)

(Rengifo-Herrera et al.,

2012)

Tabela 3 - Detec¢do e caracterizagdo molecular de Toxoplasma gondii em aves e mamiferos marinhos ao redor do mundo

Nome popular (Nome N° N°
Origem Teste Genotipo Referéncia
cientifico) analisado  positivo (%)
Aves
Guincho-comum (Larus 4 (Nardoni et
Italia 18 PCR NI
ridibundus) (22,2%) al., 2019)
Gaivota-de-patas-amarelas | Bioensaio (Karakavuk
Turquia 1 Tipo II
(Larus michahellis) (100%) + PCR etal.,2018)
Gaivota-de-patas-amarelas ‘ 1 Bioensaio ‘ (Karakavuk
Turquia 1 Tipo III
(Larus michahellis) (100%) + PCR etal.,2018)
Corvo-marinho-de-faces- ) (Karakavuk
Turquia 1 1(100%) PCR NI
brancas (Phalacrocorax carbo) etal.,2018)
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Pernilongo (Himantopus 1 PCR + (Al-Aredhi;
Iraque NI ] NI )
himantopus) (100%) Sequenciamento Al-Mayali, 2020)
' Isolamento .
Pardela-sombria (Puffinus . ' . (Silva et al.,
Brasil 2 0 (0%) e diagnostico NI
puffinus) . 2018)
molecular direto
Tipo II, ToxoDB
_ #1 ou #3 (1,
Gaivota-de-patas-amarelas . 2 Isolamento _ . (Karakavuk
Turquia 2 TgBirdTr Izmir2);
(Larus michahellis) (100%) e RFLP etal.,2018)
ToxoDB #2 (1,
TgBirdTr_Izmir3)
Corvo-marinho-de-faces- _ 1 Isolamento (Karakavuk
Turquia 1 NI
brancas (Phalacrocorax carbo) (100%) e RFLP etal.,2018)
Gaivotao (Larus 5 PCR + (Sato et al.,
Brasil 21 . NI
dominicanus) (23,8%) sequenciamento 2024)
Pardela-sombria (Puffinus 2 PCR + (Sato et al.,
Brasil 8 NI
puffinus) (25%)  sequenciamento 2024)
Mamiferos
Golfinho-nariz-de-garrafa 1 Bioensaio (Dubey et
Canada 1 TgDoCA1
(Tursiops truncatus) (100%) + RFLP al., 2009)
Ledo-marinho-da-Califoérnia 1 Bioensaio (Carlson-
EUA 1 NI
(Zalophus californianus) (100%) + RFLP Bremer et al., 2015)

Tabela 4 - Achados anatomopatologicos em estudo com Toxoplasma gondii em aves e mamiferos marinhos
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. . N° C . e N
Nome popular/Espécie Origem analisado Achados principais Diagnostico Referéncia
Aves
Pinguim-africano , . . . . . | »  (Ploeg; Ultee;
(Spheniscus demersus) Paises Baixos 3 Hepatite, pneumonia, encefalite e taquizoitos  THQ' e MET Kik, 2011)
Pinguim-de-Humboldti EUA 4 ba I;e'sg(frsangoﬁgi(llr?lgeza?;illi)h?(l))zs’oﬁg?;llr?lges Histopatologia (Rateliffe
(Spheniscus humboldti) §0; COTagao, p - 18 §0:P ’ PAOIOBIA  \orth, 1950)
figado e bago
Pinguim-africano . ~ . . (Ratclifte;
(Spheniscus demersus) EUA 1 Lesdes nos pulmdes, figado e bago Histopatologia Worth, 1950)
Plngulm—de—Magalhaes Lesdes nos pulmdes e figado em um; lesdes nos . . (Ratcliffe;
(Spheniscus EUA 2 N Histopatologia
. pulmdes, figado e baco Worth, 1950)
magellanicus)
Mamiferos
Golfinho-nariz-de- (Costa-Silva ef
garrafa (Tursiops Brasil 1 Hepatite e cistos teciduais [HQ
al.,2019)
truncatus)
[HQ.
Golfinho-nariz-de- Isolamento (Dubey et al
garrafa (Tursiops Canada 2 Encefalite e cistos teciduais em um ¢ PCR ) O}(l)ge) at
truncatus) positivo em
outro (Tipo II)
Golﬁnho-nan;de- Lesdes e T. gondii presente em fragmentos de Tgc?os PCR (Bigal et al.,
garrafa (Tursiops Israel 3 ~ positivos. [HQ
pulmao e adrenal 2018)
truncatus) em um



(Gonzales-Viera
Boto-cinza (Sotalia

. Pneumonia intersticial, arterite, adrenalite, etal.,2013;
guianensis) Brasil ! hepatite e taquizoitos HQ e MET Costa-Silva et
al.,2019)
todosper (0Ol
Golfinho-estriado - Meningoencefalite. Cistos teciduais em encéfalo positivos. IHQ ’ o
Italia 3 . . . al., 2010; D1
(Stenella coeruleoalba) de dois em dois (Tipo
1 Guardo et al.,
2011)
Golfinho-estriado . ) ) (Grattarola et al.,
(Stenella coeruleoalba) Italia 1 Meningoencefalite [HQ e PCR 2016)
IHQ positivo
~ . ~ . ~ em sete;
Ledo-marinho-da- 3 fetos abortados. Lesoes no cérebro, coragao,
e \ s , i o Isolamento  (Carlson-Bremer
California (Zalophus EUA 12 nddulos linfaticos, masculo esquelético, urinario, em um: etal,2015)
californianus) pancreas, bago. Lesdes neurologicas em 11 .7 ”
Anticorpos
em seis
Lobo-marinho-do-Sul . . . . .
(Arctocephalus Brasil 1 Menmgoencefal'lte e m190ard1te, presenca de [HQ e PCR (Reisfeld et al.,
. cistos teciduais 2019)
australis)

'THQ: imunohistoquimica; 2MET: microscopia eletronica de transmissdo

30
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3 HIPOTESES

Hé uma maior diversidade genética de Toxoplasma gondii nas Américas Central e do
Sul e o ciclo silvestre pode favorecer o desenvolvimento de novos genétipos.
Animais marinhos sao infectados por 7. gondii e apresentam propriedades moleculares

cuja caracterizagdo evidenciara a diversidade de gendtipos descritos no Brasil.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

- Contribuir para o entendimento da epidemiologia do Toxoplasma gondii em aves e

mamiferos marinhos no litoral Sul de Santa Catarina.

4.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a ocorréncia de anticorpos contra 7. gondii em amostras de exsudato carneo
de aves e mamiferos marinhos no litoral Sul de Santa Catarina.

- Isolar cepas de 7. gondii em aves e mamiferos marinhos.

- Caracterizar os isolados de 7. gondii obtidos dos tecidos de aves e mamiferos

marinhos.

5 METODOLOGIA

5.1 AREA DE ESTUDO, AMOSTRAGEM E SELECAO DOS ANIMAIS

5.1.1 Area de estudo

O Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos (PMP-BS) realiza as
atividades de monitoramento, reabilitacao, recolhimento e necropsia da fauna marinha do litoral
de Santa Catarina ao Rio de Janeiro, contando com varias unidades de estabilizacdo e
reabilitagdo em locais estratégicos. A Unidade de Estabiliza¢ao da Fauna Marinha da UDESC-
CERES ¢ responsavel pelo monitoramento do Trecho 1, composto pela costa compreendida
entre os municipios de Laguna a Imbituba (28°8°37.558” S 48°38°42.367” W e 28°29°48.831”

S 48°45°41.561” W). Além disso, também realiza necropsias dos animais recolhidos pelo
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Trecho 2, que corresponde a area entre os municipios de Imbituba e Governador Celso Ramos

(27°22°4.312” S 48°32°28.594” W ¢ 28°8°14.961” S 48°38°30.046” W) (Figura 1).

Figura 1 - Localizagdo da area de estudo e de atuagao da Unidade de estabilizacdo da fauna

marinha da UDESC-CERES, Santa Catarina, Brasil.
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5.1.2 Amostragem e selecio dos animais

As amostras necessarias para a execug¢do do presente projeto foram cedidas pela
Unidade de Estabilizagdo da Fauna Marinha da UDESC-CERES e encaminhadas
semanalmente ao Laboratério de Parasitologia e Doengas Parasitarias do Centro de Ciéncias
Agroveterindrias, da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC).

Dos animais que vieram a 6bito na unidade de estabilizagdo ou foram recolhidos sem
vida na costa, foi realizada a necropsia conforme a técnica ja utilizada na unidade e, apenas as
carcagas correspondentes aos codigos 2 e 3 (Tabela 5) foram utilizadas no estudo. Fragmentos
de cérebro, coragao, figado, pulmdes e musculatura esquelética foram coletados e armazenados

a 4°C para posterior processamento.

Tabela 5 - Classificagdo das carcacas de animais marinhos de acordo com os codigos e

caracteristicas

Codigo Descrigao Caracteristicas

1 Animal vivo -

2 Carcaga fresca Aparéncia normal e poucos danos. Olhos e mucosas
brilhantes, inchago ou odor da carcaga ausente,
visceras intactas e olhos integros

3 Pouca decomposicao Carcaca intacta, mas inchaco evidente. Olhos e
mucosas secos, odor moderado, altera¢dao de coloracao
de oOrgdos por embebicdo hemoglobinica, visceras
ainda intactas e de consisténcia normal, intestino
dilatado pela presenca de gas. E possivel observar em
alguns casos a necrofagia dos olhos e tecidos moles.

4 Avancada decomposi¢ao A carcaga pode estar intacta, no entanto, colapsada.
Perda da epiderme, forte odor, ossos destacados e
visceras podem ser recolhidas, mas liquefeitas
frequentemente, grande quantidade de gis em
intestino.
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Carcaca seca Resquicios de pele cobrindo partes da estrutura dssea
ou apenas a estrutura 6ssea, auséncia de visceras.

Adaptado de Geraci e Lounsbury (2005) e Petrobras (2019).

5.2 ISOLAMENTO DE Toxoplasma gondii

5.2.1 Digestao péptica dos tecidos

Os tecidos coletados dos animais foram pesados e triturados na forma de pool (que
variou de 10 a 50 gramas, dependendo do tamanho dos animais), para a realizagdo do bioensaio
por animal e ndo por 6rgdo, com o objetivo de reduzir o nimero de camundongos a serem
utilizados no estudo.

A técnica de digestdo enzimatica de tecidos foi realizada de acordo com Dubey (1998).
O pool de tecidos foi triturado, com o auxilio de um mixer, com solu¢ao salina 0,85%. A esse
material, adicionou-se uma solugdo digestiva artificial (pepsina 1:10000; NaCl; HCI 37% e
agua destilada q.s.p), incubada em estufa sob agita¢do a 37°C por 60 minutos.

Apbs a incubagao, o material foi filtrado através de duas camadas de gaze e centrifugado
a 1200 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento neutralizado em solugao
de bicarbonato de sodio 1,2% (pH 8,3). Ressuspendeu-se a solugdo em solugdo salina 0,85% e
centrifugada sob as mesmas condi¢des. Novamente, desprezou-se o sobrenadante, e o
sedimento foi homogeneizado com salina contendo 1000U de penicilina e 100pug de
estreptomicina/mL. 1 mL do produto da digestao péptica foi inoculado via subcutanea em cada

camundongo.

5.2.2 Bioensaio em camundongos

Para o bioensaio ¢ recomendada a utilizagao de trés camundongos para cada amostra
dos diferentes tecidos por animal (Su; Dubey, 2020). Contudo, foram utilizados apenas trés
camundongos por pool de tecidos/animal marinho, visando a redu¢do do nimero de
camundongos a serem utilizados no experimento, e alinha-lo com os principios éticos dos 3Rs
(Redugdo, Refinamento e Substitui¢ao) (Ryser-Degiorgis, 2013). No periodo de 2015 a 2019,
foi relatado o encalhe de aproximadamente 500 animais marinhos, dentre aves, mamiferos e

répteis. Utilizou-se a amostragem por conveniéncia, que embora ndo permita inferéncias
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robustas para a populagdo, ¢ um método frequentemente usado em estudos exploratorios,

principalmente onde a obten¢do de uma amostra aleatéria nao € possivel.

Dessa forma, aplicando a formula para o tamanho amostral, dado um nivel de confianga

e uma margem de erro:
_Z'p(-p)
EZ
Onde: n = tamanho da amostra

Z = valor Z para o nivel de confianga.

p = propor¢do estimada da populacdao (quando desconhecida, usa-se 0,5 para
maximizar a amostra).

E = margem de erro.

Assumindo que quiséssemos detectar uma propor¢do de 50% (p = 0.5) com uma
margem de erro de 10% (£ = 0.1) e um nivel de confianga de 95% (Z = 1.96), temos que
aproximadamente 96 carcacas de animais marinhos seriam necessdrias para atingir os critérios
estabelecidos. No entanto, utilizamos 90 bioensaios (no total, 270 camundongos), para que
fosse possivel a execugdo do projeto dentro das capacidades do laboratorio, a fim de garantir
que cada bioensaio fosse conduzido com o maximo de controle.

Cada caixa correspondeu a uma amostra de animal marinho e foi composta por trés
camundongos inoculados. Estes foram ambientados em mini-isoladores em rack ventilado
(Ventilife, Alesco®) com alimento e dgua ad libitum, examinados diariamente com o objetivo
de identificar manifesta¢des clinicas compativeis com a toxoplasmose, como letargia, pelos
arrepiados, anorexia, sinais neurologicos, entre outros (Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022). Em
caso de manifestacdo de sinais clinicos, os animais foram eutanasiados mediante a exposi¢ao
ao isofluorano para verificar a presenca de taquizoitos no liquido peritoneal e em imprint do
pulmao. Os que sobreviveram até¢ 45 dias pos-inoculacdo foram eutanasiados pelo mesmo
método e avaliados pela técnica de squash do cérebro para a pesquisa de cistos teciduais. Todos
os soros dos camundongos foram testados para a pesquisa de anticorpos contra 7. gondii pela

técnica de RIFI com ponto de corte de 1:16.

5.2.3 Pesquisa de Toxoplasma gondii em tecidos de camundongos
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Foi realizada a necropsia em todos os camundongos utilizados no estudo, com técnicas
adequadas para a espécie. Amostras de coracao, cérebro e pulmao foram colhidas, transferidas
para microtubos e armazenadas a -20°C para biologia molecular.

Para a pesquisa de cistos, os fragmentos de cérebro (de 3 a 5 mm?) foram processados
pela técnica de squash, por meio da compressao do tecido entre lamina e laminula e analisados

em microscopia Optica em 400x.

5.2.4 Sorologia dos camundongos

Para a detec¢do de anticorpos IgG contra 7. gondii foi realizada a técnica de reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) descrita por Camargo (1964).

As amostras de soro (e controles positivo e negativo) foram diluidas nos microtubos em
tampao fosfato-salino (PBS) e adicionados 12 pL de cada dilui¢do nas laminas contendo
antigenos (taquizoitos de 7. gondii). A leitura foi realizada em microscopio epifluorescente
(Carl Zeiss Microscopy, Alemanha) e foram consideradas positivas somente as amostras que
apresentaram fluorescéncia em toda a superficie do taquizoito com titulagdo maior ou igual a

16 (Dubey, 2022). As amostras positivas foram tituladas, em multiplo de quatro, de 16 a 4096.

5.3 EXTRACAO DE DNA

Foi realizada a extracdo de DNA das amostras de cérebro e do lavado peritoneal dos
camundongos, contendo cistos e taquizoitos, respectivamente. As amostras de cérebro foram
processadas em gral e pistilo estéreis e homogeneizadas em 1 mL de solugdo salina estéril. As
amostras foram distribuidas em microtubos previamente identificados e armazenadas a -20°C.

A extragio foi realizada utilizando kit comercial DNeasy® Blood and Tissue, Qiagen,

seguindo as recomendagdes do fabricante.
54 ANALISE MOLECULAR
54.1 PCR 529 pb
Para a deteccao de 7. gondii foi utilizado como alvo o fragmento ndo codificante de 529

pb, com as sequéncias dos primers (Tox4 5° CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3’ e
Tox5 57 CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3’) previamente descritos por Homan et
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al. (2000). O volume final da reacdo foi de 25 pL, contendo 50 mM MgCl,, 10x Buffer, 10 mM
dNTP, 20 pmol/uL de cada primer, SU/uL de Taq DNA polimerase ¢ 2 uL de amostra.

A amplificacdo seguiu os seguintes parametros no termociclador: 94°C por 5 minutos,
35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 63°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, e 72°C por 5
minutos. Os produtos da amplifica¢do foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com SYBR™ DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) e visualizados sob luz UV.

As amostras positivas foram utilizadas nas reagdes de PCR-RFLP 18SRNA ¢ PCR-
RFLP.

5.4.2 PCR-RFLP 18s rRNA

A triagem dos isolados foi realizada a partir de nested-PCR para a detec¢do do gene 18s.
Por meio desse teste, ¢ possivel identificar SNPs que distinguem protozoarios do filo
apicomplexa muito semelhantes, como 7. gondii, Hammondia hammondii, Neospora caninum
e Sarcocystis spp. (SU et al., 2010).

Primeiramente, a amplificacdo da sequéncia de DNA-alvo foi realizada por PCR-
Multiplex a  partir  dos  primers externos (25 uM)  Tgl8s48F  (5°-
CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3") e Tgl8s359R (5’- GTTACCCGTCACTGCCAC-3),
seguido de nested-PCR com os primers internos (25 uM) Tgl8s58F (5°-
CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3").

O produto de n-PCR das amostras positivas foi clivado pelas enzimas de restricao Ddel,
Hpyl188IIl e Mspl. Para clivagem, as amostras foram incubadas a 37°C por uma hora. As
amostras, apos o periodo de incubagao, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 2,5%
corado com SYBR™ DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) e visualizados sob luz UV em

fotodocumentador.

5.5 GENOTIPAGEM MULTILOCUS PCR-RFLP

Para a caracterizagdo genotipica dos isolados encontrados foram utilizados os
marcadores genéticos presentes na Tabela 6 (Pena et al., 2008; Su; Zhang; Dubey, 2006). A
PCR Multiplex foi realizada conforme Su et al., (2010) com volume final de 25 pL, 2,5 uL 10
x tampao de rea¢do, dNTPs 2,5 mM cada, MgCl, 25 mM, 25 puM de cada primer, 5 U/ pL
Platinum Taq DNA polymerase® (Invitrogen), 2 pL de DNA e 4gua ultrapura autoclavada. Foi
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utilizada a seguinte programagao: 95°C por 4 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C
por 1 minuto, 72°C por 2 minutos.

A reacao nested-PCR foi realizada para cada marcador conforme a reacao anterior, € 0s
parametros do termociclador foram: 95°C por 4 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
60°C por 1 minuto, 72°C por 1.5 minutos.

Os produtos obtidos da reacdo nested-PCR foram clivados por meio da a¢ao de enzimas
de restricdo de acordo com condi¢des especificas de tempo e temperatura para cada marcador
utilizado. Foram adicionados 3 pL do produto de cada reagcdo a 17 pLL do mix de digestao (1x
CutSmart Buffer, 0.1 pL de cada enzima e agua ultrapura autoclavada). A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 2.5-3% a 80-120V por aproximadamente 1.5 horas. O gel foi foto
documentado ¢ os resultados obtidos comparados com dados presentes na plataforma ToxoDB
(https://toxodb.org) para a determinacdo dos genotipos de 7. gondii que infectam aves e

mamiferos marinhos no litoral Sul de Santa Catarina.

56 OCORRENCIA DE ANTICORPOS EM AMOSTRAS DE EXSUDATO CARNEO
(JUICE MEAT)

De 372 amostras de aves marinhas recebidas, foram colhidas amostras de exsudato carneo
ou juice meat, das embalagens contendo os tecidos de cada animal. As amostras foram centrifugadas
a 1000 g a 4°C por cinco minutos. O sobrenadante de cada amostra foi colhido e utilizado
posteriormente para a pesquisa de anticorpos (Sharma et al., 2019).

Para a sorologia foram selecionadas apenas as amostras de aves devido a possibilidade de
adogdo de conjugado anti-IgY de galinha (Sigma-Aldrich®), espécies similares (aves). A presenga
de anticorpos foi determinada pela técnica de RIFI, com a dilui¢do do conjugado de 1:200 e ponto
de corte de 1:2, conforme utilizado em outros estudos (Ranucci et al., 2012; Sharma et al., 2019).

As amostras positivas foram tituladas de 2 a 32.
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Enzimas de
Primers
PCR- restricao, tampao NEB,
Marcadores Primers PCR-multiplex (primers externos) PCR-nested
‘ ' nested (pb) tempo e temperatura de
(primers internos) _
incubacao
SAG1-S2:
SAGI-Fext: CAATGTGCACCTG
Sau96l + Haell
GTTCTAACCACGCACCCTGAG TAGGAAGC SAGI-
SAGI 390 (digestdo dupla) NEB4,
SAGI-Rext2: Rext:
BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel
AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA GTGGTTCTCCGTC
GGTGTGAG
5-SAG2F:
GAAATGTTTCAGG
5'- TTGCTGC 5- Mbol, NEB4, BSA,
nao necessario 242
SAG2 SAG2R: 37°C 1 h. 2.5% gel
GCAAGAGCGAAC

TTGAACAC



SAG2

SAG3

BTUB

GRA6

3'-SAG2-Fext:
TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC 3'-SAG2-Rext:
TCAAAGCGTGCATTATCGC

SAG3-Fext:
CAACTCTCACCATTCCACCC SAG3-Rext:
GCGCGTTGTTAGACAAGACA

BTUB-Fext:
TCCAAAATGAGAGAAATCGT BTUB-Rext:
AAATTGAAATGACGGAAGAA

GRAG6-Fext:
ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT GRAG6-Rext:
GCACCTTCGCTTGTGGTT

3-SAG2F:
ATTCTCATGCCTC
CGCTTC 3-SAG2R:
AACG
TTTCACGAAGGCA
CAC

P43S2:
TCTTGTCGGGTGT
TCACTCA P43AS2:
CACAAGGAGACC

GAGAAGGA

Btub-F:
GAGGTCATCTCGG

ACGAACA BtubR:
TTGTAGGAACACC
CGGACGC
GRAG-F1:
TTTCCGAGCAGGT
GACCT GRAG6-R1x:
TCGCCGAAGAG
TTGACATAG

222

225

411

344

40

Hhal, NEB4, BSA,
37°C 1 h. 2.5% gel

Ncil, NEB4, BSA,
37°C 1 h. 2.5% gel

BsiEI + Taql
(digestao dupla), NEB4,
BSA, 60°C 1 h. 2.5% gel

Msel, NEB2, BSA,
37°C 1 h. 2.5% gel
Observagao: usar 0.2 pl/rxn

of Msel



c22-8-Fext:
c22-8 TGATGCATCCATGCGTTTAT c22-8-Rext:
CCTCCACTTCTTCGGTCTCA

c29-2-Fext:

c29-2  ACCCACTGAGCGAAAAGAAA c29-2-Rext:

AGGGTCTCTTGCGCATACAT

L358-Fext:
L358 TCTCTCGACTTCGCCTCTTC L358-Rext:
GCAATTTCCTCGAAGACAGG

PK1-Fext:
PK1 GAAAGCTGTCCACCCTGAAA PK1-Rext:
AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT

C22-8F:
TCTCTCTACGTGG
ACGCC C22-8R:
AGGTGCTTGGATA
TTCGC

C29-2F:
AGTTCTGCAGAGT
GTCGC C29-2R:
TGTCTAGGAAAGA
GGCGC

L358-F2:
AGGAGGCGTAGC
GCAAGT L358-R2:
CCCTCTGGCTGCA
GTGCT
PK1-F:
CGCAAAGGGAGA
CAATCAGT PKI1-R:
TCATCGCTGAATC
TCATTGC

521

446

418

903

41

BsmAI (or BCoDI)

+ Mboll (digestao dupla),

NEB2, BSA, 37°C 30 min,
55°C 30 min. 2.5% gel

HpyCH4IV + Rsal
(digestdo dupla), NEBI,
BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel.
Observacao: deve usar 0.2
pl/rxn de ambas as enzimas

Haelll + NlallI
(digestao dupla), NEB4,
BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel.
Observagao: usar 0.2 pl/rxn

of NlallI

Aval + Rsal
(digestdo dupla), NEB4,
BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel



Alt. SAG2-Fext:
GGAACGCGAACAATGAGTTT Alt. SAG2-
Rext: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT

Alt.
SAG2

Apico-Fext:

Apico TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG Apico -Rext:

AAACGGAATTAATGAGATTTGAA

SAG2-Fa:
ACCCATCTGCGAA
GAAAACG SAG2-
Ra:
ATTTCGACCAGCG
GGAGCAC

Apico-F:
TGCAAATTCTTGA
ATTC TCAGTT
Apico-R:
GGGATTCGAACCC
TTGATA

546

640
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Hinfl + Taql,
NEB3, BSA, 37°C 30 min,
65°C 30 min. 2.5% gel

AfIII + Ddel
(digestdo dupla), NEB2,
BSA, 37°C 1 h. 3% gel.
Observacao: deve usar 0.2

pl/rxn de ambas as enzimas
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5.7 COMISSAO DE ETICA

A utilizagdo e/ou transporte de amostras de animais marinhos provenientes do
PMP-BS foi aprovada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis - Ministério do Meio Ambiente - ABIO 640/2015 (Apéndice A)

O presente projeto foi submetido a analise e aprovagao pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do
Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC) sendo aprovado sob o protocolo n® 9958171021
no dia 22 de outubro de 2021 (Apéndice B).

6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Para o isolamento de 7. gondii, foram utilizadas 90 amostras de animais marinhos,
que correspondeu a 90 bioensaios. Dessas, 84,45% (76/90) pertenciam a classe Aves,
12,22% (11/90) a classe Mammalia e 3,33% (3/90) a classe Reptilia, conforme a Figura

2. A classificagdo e as espécies analisadas estdo descritas na Tabela 7.

Figura 2 - Nimero de amostras de animais marinhos por classe

animal.
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Fonte: elaborado pela autora (2024)
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Tabela 7 - Nimero de amostras analisadas por classificagao taxondmica, idade e género.

N.o de. Idade Género
animais
Aves
Ordem Charadriiformes
Familia Laridae
10 Adulto Fémea
9 Adulto Macho
Larus dominicanus (Gaivotao) 3 Juvenil Fémea
3 Juvenil Macho
1 Indeterminado Macho
Sterna  hirundo  (Trinta-réis- 5 Juvenil Macho
boreal)
Ordem Procellariformes
Familia Procellaridae
Macronectes giganteus (Petrel- 1 Juvenil Fémea
gigante-do-Sul)
Procellaria aequinoctialis 1 Adulto Fémea
(Pardela-preta) 1 Juvenil Fémea
chhyptlla vittata (Faigdo-de- 1 Adulto Fémea
bico-largo)
Puffinus  puffinus  (Pardela- ) Juvenil Fémea
sombria)
Ordem Suliformes
Familia Phalacrocoracidae
Phalacrocorax brasilianus 2 Juvenil Fémea
(Bigud) 3 Juvenil Macho
Familia Sulidae
, 1 Adulto Fémea
Sula leucogaster (Atoba-pardo) ) Tuvenil Fémea
Ordem Sphenisciformes
Familia Spheniscidae
21 Juvenil Fémea
Spheniscus magellanicus 1 Adulto Macho
(Pinguim-de-Magalhaes) 12 Juvenil Macho
1 NI NI
Mammalia
Ordem Carnivora
Familia Otariidae
Arctocephalus australis (Lobo- 3 Juvenil Fémea
marinho-Sul-americano) 1 Juvenil Macho
Ordem Cetacea
Familia Iniidae
1 Adulto Fémea
Pontoporia blainvillei (Toninha) 2 Juvenil Femea
2 Juvenil Macho
1 Filhote Macho
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1 Juvenil Indeterminado
Reptilia
Ordem Testudines
Familia Cheloniidae
Chelonia mydas (Tartaruga- 1 NI NI
verde) 1 Juvenil Indeterminado
Caretta  caretta  (Tartaruga- 1 Juvenil Macho
cabecguda)

NI: Nio Informado

6.2 BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS

Em 38 dos 90 bioensaios realizados, foi possivel detectar 7. gondii, seja pela
presenga de cistos, taquizoitos e/ou anticorpos (Figura 3). Dos positivos, 92,1% (35/38)
foram amostras de aves, e 7,9% mamiferos (3/38). Os resultados dos bioensaios, por

espécie e testes realizados, além da manifestacdo de sinais clinicos, estdo presentes na

Tabela 8.

Figura 3 - A: Cisto tecidual de 7. gondii em sistema nervoso central de camundongo; B:

Taquizoito de T. gondii em lavado peritoneal de camundongo.

Tabela 8 - Distribui¢ao de bioensaios positivos de acordo com a espécie de animal

marinha avaliada, técnica de diagndstico realizada e manifestag@o de sinais clinicos

Camundongos Obito de Cistos Sinais PCR

Bioensaios positivos/inocula camund?n Taquizoitos teciduais RIFI clinicos 529pb
dos gos (dpi)

Nome Popular
(Nome Cientifico)
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Toninha B55 3/3 21 +* - +* -
(Pontoporia B76 1/3 45 - + + -
blainvillei) BS3 13 45 B B 4 B -
B08 1/3 45 - - + - +
B13 1/3 28 NR - + + +
B15 1/3 45 - - + - +
B23 3/3 30 +* + + + +
B42 2/3 39 - + + - +
B44 3/3 45 - s s - +
B48 3/3 24 + + + + +
Gaivotdo (Larus B52 1/3 45 = + + = +
dominicanus) B54 3/3 45 - + + . +
B57 3/3 45 + = = - +
B65 3/3 28 + + + + +
B66 1/3 45 NR - + = =
B67 2/3 45 NR - + - +
B68 2/3 45 NR + + = +
B75 2/3 45 NR - + - +
B86 1/3 45 NR = + = -
Bigud B43 2/3 39 NR + + - +
(Phalacrocorax
brasilianus) B77 3/3 45 NR + + B i
B14 1/3 45 NR - + - +
B27 2/3 45 NR - + = +
B28 3/3 45 NR - + - +
B30 1/3 45 NR = + = +
B31 3/3 45 NR - + - +
B36 1/3 45 NR = + = +
Pinguim-de- B56 1/3 45 + - + - +
(I;?}%j};fce;s B60 1/3 45 - + ; ; +
magellanicus) B63 373 45 - - - -
B71 1/3 45 - - - -
B72 1/3 45 - + - - -
B73 1/3 45 - s s - -
B88 2/3 45 - + - - -
B89 1/3 45 - - s - -
B90 2/3 45 - + - - -
e L
Atoba-pardo (Sula B45 13 45 ) ) n ) +
leucogaster)
Total de bioensaios 38 - - 06 17 33 04 24

dpi: Dias pos-inoculagdo

NR: Nio realizado
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6.3 OCORRENCIA DE ANTICORPOS EM AMOSTRAS DE EXSUDATO

CARNEO (MEAT JUICE)

Das 372 aves marinhas analisadas no presente estudo, 125 (33.60%) apresentaram

anticorpos contra 7. gondii nas amostras de exsudato carneo (Tabela 9). As espécies positivas
foram Spheniscus magellanicus (63,20%; 79/125), Larus dominicanus (27,20%; 34/125), Sula
leucogaster (4,00%; 5/125), Phalacrocorax brasilianus (1,60%; 2/125), Sterna hirundinacea
(1,60%; 2/125), Procellaria aequinoctialis (1,60%; 2/125) e Puffinus puffinus (0,80%; 1/125).

O titulo de anticorpos dentre as espécies positivas foi de 2 a 32 (Tabela 10).

A espécie S. magellanicus representou 63,20% do total de aves positivas, com 32,38%

de positivos dentre o total analisado da espécie. Embora L. dominicanus tenha representado

apenas 27,20% das aves positivas e, com mais da metade de amostras positivas (53,13%), foi

a que apresentou maior ocorréncia de anticorpos.

Tabela 9 - Ocorréncia de anticorpos contra Toxoplasma gondii em amostras de

exsudato carneo de aves marinhas de vida livre no litoral Sul de Santa Catarina, Brasil

N° N de
Espécie (Nome N° N° positivos
amostras  amostras . (%)® Titulo
popular) positivos %>
(%) %!
Spheniscus
magellanicus
244 65,59 79 32,38% 63,20% 2a32
(Pinguim-de-
Magalhaes)
Larus dominicanus
64 17,20 34 53,13% 27,20% 2a32
(Gaivotao)
Sula leucogaster
15 4,03 5 33,33% 4,00% 2
(Atoba-pardo)
Phalacrocorax
17 4,57 2 11,76% 1,60% 2al6

brasilianus (Bigud)



Sterna hirundinacea
(Trinta-réis-de-bico-
vermelho)
Procellaria
aequinoctialis
(Pardela-preta)
Puffinus puffinus
(Bobo-pequeno)
Sterna hirundo
(Trinta-réis-boreal)
Haematopus paliatus
(Piru-piru)
Diomedea
epomophora
(Albatroz-real)
Fregata magnificens
(Fregata)
Thalasseus
acuflavidus (Trinta-
réis-de-bando)
Thalasseus maximus
(Trinta-réis-real)
Macronectes
giganteus (Petrel-
gigante-do-Sul)
Pachyptila vittata
(Faigdo-de-bico-largo)

1,34

1,88

1,61

1,61

0,54

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0,27

0

40,00%

28,57%

16,67%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

1,60%

1,60%

0,80%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

48

2a8

Total

100,00

125

100,00%

(%)1 Total de animais da espécie analisados em relacdo ao total de amostras

analisadas.

(%)2 Positivos de cada espécie em relagdo ao total de amostras analisadas da espécie.

(%)3 Positivos de cada espécie em relagdo ao total de animais positivos.
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Tabela 10 - Distribuicao dos titulos analisados pela RIFI para anticorpos contra

Toxoplasma gondii em amostras de exsudato carneo de aves marinhas do litoral Sul de

SC, Brasil
Titulagdo N° de animais (%)
2 47 (37,60)
4 27 (21,60)
8 23 (18,40)
16 16 (12,80)
32 12 (9,60)
Total 125 (100)

6.4 ANALISE E CARACTERIZACAO MOLECULAR

Na n-PCR 18s, as amostras dos bioensaios 30, 67 (RIFI positivas) e 90 (cistos)
apresentaram bandas de altura compativel com Sarcocystis spp.

Para a genotipagem, foram excluidas as amostras com resultado diferente de 7. gondii,
totalizando 27 amostras submetidas a esse teste. Oito amostras ndo apresentaram resultado
para nenhum dos marcadores. Nao foi possivel definir os genoétipos em 13 amostras dos
bioensaios devido a auséncia de resultados em alguns marcadores. A caracterizagao genotipica

esta descrita na Tabela 11.

Tabela 11 - Caracterizacao genotipica dos isolados de Toxoplasma gondii obtidos de

animais marinhos no litoral Sul de Santa Catarina.

Marcadores
Isolado ¢\ 61 SSXE} SZHG SAG3 BTUB GRAG6 0282' 0229' 1358 PKI Apico OComotPO
2 2

Té%];zdgfl HH‘;“ I 1 I m  ouwl I 1wl 1 -
T(gBLfgfz wl 1 nm nd m m  m nad I I ;
T(g];fg? I I 11 1 I 1 I I 1 I I -
TE‘%BLSdLgf“ Hlﬁu m I I m m  m m I I #170
T(gé’sbggl HH‘;“ m I I m m m m I #170
T(gBLg‘ng I nd I I I m  m 1 nd I I -

'Gaivotdo (Larus dominicanus); *Toninha (Pontoporia blainvillei). nd: ndo detectado
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7 DISCUSSAO

O presente estudo amplia o conhecimento acerca da ocorréncia de 7. gondii em
animais marinhos no litoral Sul do Brasil. A detec¢do do parasito no ecossistema marinho
evidencia a conexdo entre os ambientes terrestre e aquatico, o que sugere que a
contaminagdo por escoamento de fezes de felideos, hospedeiros definitivos, possa
impactar a fauna marinha de forma significativa.

A deteccdo de T. gondii em 42,2% (38/90) das amostras avaliadas por meio do
bioensaio em camundongos destaca a contaminagdo do ambiente marinho pelo parasito,
resultando na infec¢do dos animais analisados.

Dentre os infectados, as aves foram a classe de maior ocorréncia (35/90) no
estudo, com predomindncia das espécies Spheniscus magellanicus (Pinguins-de-
Magalhaes) (15/90), Larus dominicanus (Gaivotdes) (16/90) e Phalacrocorax brasilianus
(Biguas) (2/90). O maior nimero de aves positivas pode estar relacionado a composi¢ao
da amostra, formada principalmente por aves (76/90). Além disso, ao longo dos anos de
2021 a 2023, as aves marinhas representaram a maioria dos animais acompanhados pelo
PMP-BS, principalmente por pinguins-de-Magalhaes (S. magellanicus) (Comunica Bacia
de Santos, 2021, 2022, 2023).

No Brasil, estima-se a presenca de pelo menos 100 espécies de aves marinhas,
dentre residentes ou migratorias, o que equivale a aproximadamente um quarto das
espécies de aves marinhas conhecidas mundialmente (Nunes et al., 2023).

O contato das aves marinhas com o parasito, determinado por meio de testes
soroldgicos, tem sido amplamente relatado. Em relacdo a sorologia do exsudato carneo,
foi possivel detectar anticorpos contra 7. gondii em 33,60% (125/372) das aves
analisadas, com as espécies S. magellanicus e L. dominicanus concentrando o maior
numero de positivos.

Anticorpos contra 7. gondii foram detectados em amostras de soro, pela técnica
de RIFI, utilizando o anti-IgY de galinha assim como no presente estudo,
em duas amostras de S. magellanicus e L. dominicanus (Sato, 2022). Além disso, outros
estudos detectaram a presenca de anticorpos em aves marinhas, utilizando a técnica de
MAT, em 28% (28/100) e 12,4% (18/145) de (Pinguins-de-Magalhaes) (ponto de corte
de 1:20), e 47,4% Sula leucogaster (9/19) (Atoba pardo) (Gennari et al., 2016a, 2016b;

Acosta et al., 2019). A ocorréncia de anticorpos contra o parasito nessas espécies de aves
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marinhas foi similar ao encontrado no presente estudo, 31,1% para Spheniscus
magellanicus (Pinguim-de-Magalhaes) e 38,5% para Sula leucogaster (Atoba-pardo).

A utilizag¢do do exsudato carneo como matriz para a deteccdo de anticorpos tem
sido bastante explorada pela facilidade de obtencdo de amostras (carne para consumo e
animais silvestres), especialmente das espécies em que nao ¢ possivel a obtencao de soro
sanguineo (Bachand et al., 2019; Sharma et al., 2019). Embora o MAT seja o mais
amplamente utilizado para essa finalidade, ja foi observado que o uso de ELISA ou RIFI
em amostras de exsudato carneo apresenta excelente concordancia (Ranucci et al., 2012;
Sharma et al., 2019).

O ponto de corte utilizado no presente estudo, 1:2, menor que usualmente utilizado
para pesquisa de anticorpos em outras matrizes, ¢ necessario, visto que o soro sanguineo
tem uma maior concentragdo de anticorpos que o exsudato carneo (Racka et al., 2015;
Wallander et al., 2015; Sharma et al., 2019).

No Brasil, o DNA de T. gondii foi identificado em 23,8% (5/21) de Larus
dominicanus (Gaivotao) e 25% (2/8) de Puffinus puffinus (Bobo-pequeno), a partir de
amostras de tecido digeridas com pepsina, no qual a espécie L. dominicanus foi a mais
afetada (Sato ef al., 2024). Na Itdlia, em aves do mesmo género (Larus ribundus), 22,2%
(4/18) foram positivas pata 7. gondii na PCR (Nardoni et al., 2019).

Esses achados corroboram com os obtidos no presente estudo, em que 61,5%
(16/26) dos gaivotdes foram positivos no bioensaio. Na regido do mediterraneo, em
animais do mesmo género, dois isolados de Larus michahellis (Gaivota-de-patas-
amarelas) foram identificados por microssatélites e classificados em tipos II e III
(Karakavuk ef al., 2018). Ainda no Mediterraneo, um isolado proveniente de um
individuo da mesma espécie foi classificado como tipo II (Gamble ef al., 2019).

Essas aves tém sido frequentemente utilizadas como bioindicadores da saude do
ecossistema marinho, e como dependem desse habitat para sua sobrevivéncia, sofrem
efeitos diretos das alteracdes climdticas e poluicao (Dias et al., 2019; Martini; Mangini;
Lange, 2022). As aves domésticas e selvagens também atuam como sentinelas da
contaminagdo ambiental por 7. gondii, desempenhando um importante papel na
manuten¢do do ciclo como hospedeiros intermedidrios (Nardoni et al., 2019; Dubey, J. P.
et al.,2020).

A dieta de L. dominicanus € generalista, composta por presas, dentre elas peixes
e bivalves, assim como descarte de pescado e residuos antropogénicos (Branco; Fracasso;

Barbieri, 2009; Silva-Costa; Bugoni, 2013). S. magellanicus e Puffinus puffinus embora
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sejam aves migratorias, tém dieta bastante semelhante a das gaivotas, contendo peixes,
moluscos, cefalépodes e crustaceos (Baldassin et al., 2010; Pinto; Siciliano; Di Beneditto,
2007; Petry et al., 2008; Vanstreels et al., 2020)

Ainda que os mamiferos correspondam a uma por¢do menor da amostra, em trés
dos 11 animais avaliados foi detectado 7. gondii. Os positivos sdo da espécie Pontoporia
blainvillei popularmente conhecidos como toninha. A detec¢do em mamiferos marinhos,
embora em menor propor¢do, mesmo assim alta (27,3% - 3/11), destaca a capacidade do
parasito em infectar as mais diversas espécies de hospedeiros

Até o momento, nao ha relatos da infec¢do por 7. gondii em toninhas.

No entanto, ja foi realizado o isolamento e detec¢do de anticorpos do parasito em
amostras de Golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus), pertencentes a mesma ordem
que a Toninha, e por meio da genotipagem, foi possivel defini-las como gendtipo tipo 11
e um unique. (Alvarado-Esquivel; Sanchez-Okrucky; Dubey, 2012; Bernal-Guadarrama
et al., 2014; Dubey et al., 2008, 2009, 2009; Profeta et al., 2015; Schaefer et al., 2009;
SHWAB et al., 2014; Terracciano et al., 2020; van de Velde et al., 2016). A dieta de
ambos ¢ similar, composta por cefalopodes, peixes e crusticeos (Cremer; Pinheiro;
Simodes-Lopes, 2012; Milmann et al., 2016; Neri et al., 2022; Teixeira et al., 2022; Wells
etal.,2022).

Como hospedeiros intermediarios, as aves e mamiferos marinhos podem se
infectar por meio da ingestdo de oocistos esporulados presentes na &agua ou
bioacumulados em peixes e bivalves filtradores, além de cistos teciduais em outros
hospedeiros paraténicos.

O aumento da populacao humana e animal em areas costeiras juntamente com a
degradacdo de paisagens naturais para uso comercial, urbano e agricola e tratamento
ineficaz de efluentes favorecem o fluxo de patdégenos e contaminantes, por meio do
escoamento de aguas superficiais, para o ambiente marinho (Shapiro et al., 2010;
VanWormer et al., 2016; Cantrell et al., 2020). Os oocistos de 7. gondii tem a capacidade
de se aderirem a debris, biofilme, planctons e microplasticos, favorecendo a sua dispersao
em meio aquatico (Shapiro et al., 2012, 2014; Zhang et al., 2022). Além disso, os oocistos
tém grande resisténcia ambiental e conseguem manter sua viabilidade em agua do mar
por até 24 meses, possibilitando a bioacumulacdo por peixes, moluscos e crustaceos e,
consequentemente, a infeccdo em animais marinhos (Lindsay ef al., 2003, 2004; Lindsay;
Dubey, 2009; Esmerini; Gennari; Pena, 2010; Massie et al., 2010; Cong et al., 2021;
Marangi et al., 2022).



53

Na PCR 18S, trés amostras foram identificadas como Sarcocystis spp.. Uma
oriunda de Larus dominicanus (Gaivotao) e uma de Spheniscus magellanicus (Pinguim-
de-Magalhdes), cujos camundongos do bioensaio foram eutanasiados com 45 dpi,
apresentaram titulagao de anticorpos de 16 e foram positivos para o fragmento 529 pb de
T. gondii. E possivel que se trate de uma coinfecgdo entre T. gondii e Sarcocystis spp.

Assim como T. gondii, Sarcocystis spp. tem sido um achado frequente em animais
marinhos, muitas vezes relatado na forma de coinfec¢do, especialmente em mamiferos
(O’Byrne et al., 2021). Ja nas aves marinhas, a coinfec¢do ainda ndo foi relatada. Nos
mamiferos, a associa¢ao entre esses protozodrios tem sido frequentemente documentada.
Em 62 (42,1%; 62/147) mamiferos marinhos encalhados foi identificada a coinfec¢do
entre T. gondii e Sarcocystis neurona, relacionada a elevada mortalidade nos casos de
encefalite (Gibson et al., 2011). Ainda, em lontras nos EUA, ja foi detectada a coinfec¢do
e transmissao transplacentaria de 7. gondii e S. neurona, considerada uma das principais
causas de morte nesses animais (Lindsay et al., 2001; Conrad et al., 2005; Shapiro ef al.,
2016; Miller et al., 2020).

A terceira amostra positiva, também oriunda de Pinguim-de-Magalhdes (90),
embora tenha apresentado cistos cerebrais nos camundongos do bioensaio, estes
morfologicamente distintos do usualmente encontrado para 7. gondii, foi positiva
somente na PCR 18s, enquanto a sorologia e PCR 529 pb resultaram negativos. O género
Sarcocystis forma cistos teciduais em seus hospedeiros intermedidrios, principalmente
em musculo esquelético e sistema nervoso central (Dubey et al., 2001). Em Spheniscus
magellanicus (Pinguins-de-Magalhaes) ja foram detectados anticorpos contra 7. gondii,
no entanto o parasito nao foi isolado por bioensaio, tampouco positivo para a PCR (Acosta
et al.,2018). No mesmo estudo, foi realizada a deteccdo molecular do género Sarcocystis,
que apontou grande semelhanca a Sarcocystis falcatula (Acosta et al., 2018). Outras aves
marinhas j4 foram analisadas para a pesquisa de Sarcocystis, apresentando diversas
espécies. Em Larus dominicanus (Gaivotao) e Phalacrocorax brasilianus (Bigud) foram
identificados S. falcatula, S. halieti e Sarcocystis sp., em Pufinus puffinus (Bobo-
pequeno) S. halieti, e em Sula leucogaster (Atoba-pardo) S. falcatula (Sato et al., 2022).

Com a dieta bastante generalista, as diferentes espécies de aves marinhas
analisadas podem se infectar pela ingestao de cistos teciduais em animais infectados, ou
oocistos presentes no meio aquatico e/ou animais filtradores, visto que os oocistos se
mantém vidveis nesse ambiente (Lindsay ef al., 2004; Lindsay; Dubey, 2009; Massie et

al., 2010; Bigot-Clivot et al., 2016). Os gaivotdes, segunda espécie de maior ocorréncia,
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por ter uma vida longa podem atuar como sentinelas, indicando uma possivel
contamina¢do do ambiente marinho, assim como a manutengao do ciclo de 7. gondii nesse
meio (Miotto et al., 2017; Moura et al., 2018; Ebert; Branco; Barbieri, 2020).

No presente estudo, até o momento, foi possivel caracterizar dois isolados a partir
de amostras de Gaivotao (L. dominicanus) e Toninha (Pontoporia blainvillei). O gen6tipo
encontrado em ambas as espécies corresponde ao #170 da plataforma ToxoDB (Tabela
13) e ¢ considerado atipico, ou seja, difere da linhagem clonal.

O gendtipo #170 foi isolado primeiramente em uma cabra nos EUA, e durante o
bioensaio nao mostrou ser virulenta aos camundongos (Dubey, J.P. ef al, 2011). O
mesmo genotipo foi obtido em uma alpaca, também nos EUA, e ndo foi virulenta aos
camundongos no bioensaio, visto que todos os inoculados permaneceram assintomaticos
(Dubey et al., 2014). Em fazendas localizadas em Maryland, EUA, trés isolados de
galinhas-caipiras foram caracterizados como #170 (Ying ef al., 2017).

O isolado de Gaivotao (TgLdBr4), no presente estudo, ndo apresentou viruléncia
aos camundongos, visto que se mantiveram assintomaticos até o momento da eutanasia,
assim como relatado em outros estudos que detectaram o mesmo genétipo (Dubey, J.P.
etal.,2011; Dubey et al., 2014; Ying et al., 2017). No entanto, a titulacdo de anticorpos
variou entre 256 ¢ 1024, o que sugere que a alta titulagdo pode ndo estar relacionada a
manifestagdo de sinais clinicos. Embora seja o0 mesmo genoétipo, o isolado de Toninha
mostrou ser virulento aos camundongos, que foram a 6bito em 21 dpi e apresentaram
taquizoitos em lavado peritoneal e imprint de pulmao, além da titulagdo de anticorpos de
64 e 256.

A diferenca de manifestacao clinica entre os bioensaios pode estar relacionada a
dose infectante de parasitos presente no indculo, que ndo ¢ uniforme, dado nao ser viavel
quantificar o parasito nos tecidos utilizados para o bioensaio (Dubey, 2022).

Dos seis isolados obtidos no presente estudo, em quatro ndo foram encontrados
genotipos correspondentes na plataforma ToxoDB, o que sugere que estes sdo genotipos
ainda ndo descritos.

O isolado TgLdBrl1, de Gaivotdo, levou a 6bito um camundongo aos 18 dpi,
enquanto os restantes manifestaram sinais clinicos, como apatia, pelagem suja e erigada
com 29 dpi, e entdo eutanasiados. Na sorologia, a titulacao foi de 256. Ja o isolado
TglLdBr2, também de Gaivotao, aparentemente ndo foi virulenta aos camundongos, visto
que ndo apresentaram sinais clinicos. J4 os camundongos do isolado TgLdBr3

apresentaram sinais clinicos, eutanasiados com 25 dpi, com a presenca de taquizoitos.



55

Esses animais apresentaram a titulagdo de anticorpos de 256, enquanto o animal
reinoculado veio a 6bito com 13 dpi, com titulagdo de 64.

Os achados no presente trabalho confirmam a presenca de Toxoplasma gondii no
ambiente marinho do sul de Santa Catarina, e a sua grande diversidade genética na

América do Sul, especialmente Brasil.

8 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo evidenciam a ocorréncia de Toxoplasma
gondii em diferentes espécies de aves e mamiferos marinhos.

A infeccdo desses animais esta relacionada a seus habitos alimentares, que indica
a contaminac¢do do ambiente marinho e, possivelmente, a bioacumulagdo em animais
filtradores que fazem parte da dieta.

Os resultados contribuem para o estudo da epidemiologia e da diversidade
genética de 7. gondii.

Novos estudos sao necessarios para avaliar o impacto da infecg¢ao pelo parasito

nessa populagdo animal, assim como o papel das espécies migratorias na sua dispersdo.
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APENDICE A — CERTIFICADO DE APROVACAO CEUA-UDESC

L.. UDESC | LAGES Comisséo de Etica no

UNIVERSIDADE
CENTRO DE CIENCIAS vl
DO ESTADO DE Uso de Animais

SANTA CATARINA | AGROVETERINARIAS

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Soroprevaléncia, isolamento e caracterizagdo molecular de Toxoplasma gondli em
mamiferos & aves marinhas de vida livre no litoral Sul de Santa Catarina, Brasil. ", protocolada sob o CEUA n® 9958171021 (o on1444),
sob a responsabilidade de Anderson Barbosa de Moura - que envolve a producdo, manutencao efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Contrale da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso
de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) na reunido de 22/10/2021.

We certify that the proposal "Seroprevalence, isolation and molecular characterization of Toxoplasma gondii in free-living
mammals and seabirds in the southern coast of Santa Catarina, Brazil.", utilizing 150 Heterogenics mice (males and females),
protacol number CEUA 9958171021 oo ooies4), under the responsibility of Anderson Barbosa de Moura - which invalves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the University of Santa Catarina State (CEUAJUDESC) in the meeting of 10/22/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 01/2022 a 12/2025 Area: Medicina Veterinéria
Qrigem: Mao aplicdvel biatério

Espécie: Camundangos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 12 meses N: 150
Linhagem: albinos swiss Peso: S0al50g

Local do experimento: Biotério do CAV/UDESC

Lages, 22 de outubro de 2021

Iﬂf,?i (7:;{::1 i’{

José Cristani Pedro Volkmer de Castilhos
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

A Luis de Camdes, 2090 - Centro Agroveterindrio - Bairro Conta Dinheira Lages/SC CEP: BES20-000 - 1el: 55 [49) 32859129
Harddo de atendimente: 2% 2 62 das 8h 4s 1Bh : e-mad- ceteaea udese br
CEUA N 9958171021
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HAMA
MM A )
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAILS RENOVAVEIS

AUTORIZACAO DE CAPTURA, COLETA E TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO - Abio ( Retificacio)
N* 640/2015 - 1* Renovacio - 2* Retificacao (8536447)

VALIDADE : 18/08/2022

B

Documento assinade elstronicamente por JOMATAS SOUZA DA TRINDADE, Diretor, em 03/10/2020, 25 17:41, conforme
hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.535, de & de outubro de 2015,

A DIRETORIA DE LICENCIAMENTO AMBIENTAL DO INSTITUTO BRASILEIRC DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS —
IBAMA, no uso das atribuicdes que lhe conferem o art. 77 do Anexo | da Portaria 14 de 29 de junho de 2017, que aprovou a Estrutura
Regimental do IBAMA, publicade no Didrio Oficial da Unide de 30 de junho de 2017, & o Art. 12 da Portaria N2 12, de 05 de agosto 2011, que
atribui a DILIC 2 competéncia para emitir auicrizagdes de captura, coleta e transporte de materizl biclogico, RESCULVE:

Expedir 2 presente Autorizacdo de Captura, Colets e Transporte de Material Bioldgico afao:

EMPREEMDEDOR: Petréieo Brasileiro 5.4 - Unidade de Megdcios de Exploracdo e Producdo da Bacia de Santos (UN-BS)
CNPI: 33.000.167/0895-01

ENDERECO: Rua Marqués de Herval, 20

BAIRRO: Valongo CIDADE: Santos UF: 5P CEP: 11010-310

TELEFONE: (13) 3242-7700

Numero do Processo: 02001.114275/2017-00

Referente aos empreendimentos desenvolvidos pela empresa na Bacia de Santos, como Atividade de Produgio e Escoamento
de Petroleo e Gas Matural do Polo Pré-Sal da Bacia de Santos - Etapa 2 (Processo n2 02022 002141/2011-03), Teste de Longa
Duracdo (TLD) e Sistemas de Produgdo Antecipada de Libra - Bacia de Santos [Processo n® 02022.000330,/2014-86) e Atividade
de perfuragio e completagio de pogos dentro da Area Geogréfica da Bacia de Santos (Processe n2 02022.003032/2005-57).

RESPONSAVEL TECNICO: Fernando Gongalves de Almeida
CTF: 1522510

Relativa &s atividades de Menitoramento e Resgate/Soltura de foune ogudtica do Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia
de Santos (PMP-BS), trechos 1 a 6 {SC e PR), necessarias aos processas de licenciamento ambigntal em epigrafe.

Esta Autorizacdo de Captura, Coleta & Transporte de Material Biologico € vinculada ao processo de licenciamento ambiental
federal supracitado € ao Processo 02001.114275/2017-00, observadas as condigdes discriminadas neste documento e nos
demais anexos constantes do processo que, embora aqui ndo transcritos, séo partes integrantes deste licenciamento.

A validade desta autorizacdo esté condicionada ao fiel cumprimento de suas condicionantes e da apresentacao da Relacdo de
Equipe Técnica (RET) valida.

1. CDNDICEIES GERAIS
1.1 Esta autorizacdo ndo permite:

a) Capturafcoleta/transporte/soltura de material biologico sem a presenca de um dos técnicos listados na
relagdo da equipe técnica (RET).

b) Capturafcoleta/transportefsoltura de espécies em unidades de conservacdo federais, estaduais, distritais ou
municipais, salve quando acompanhadas da anuéndia do orgdo administrador competente;

¢} Capturafcoleta/transporte,/soltura de espécies em area particular sem o consentimento do proprietario;

d) Exportacdo de material bioldgico;
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e) Acesso ao patrimdnio genético, nos termos da regulamentagdo constante na Lei n2 13.123, de 20 de maio
de 2015;

f) Captura/coleta no interior de cavidades naturais, salvo se previsto nesta autorizacdo.
1.2. Esta autarizacdo € vélida somente sem emendas efou rasuras.

1.3. O lbama, mediante decisdo motivada, podera modificar as condicionantes, bem como suspender ou cancelar esta
autorizagdo.

1.4 A ocorréncia de violagdo ou inadequagdo de gquaisquer condicionantes ou normas legais, bem como omissdo ou falsa
descricdo de informagdes relevantes que subsidiaram a emissdo da autorizacdo sujeita os responsaveis, incluindo a equipe
técnica, a aplicagdo de sancdes previstas na legislacdo pertinente.

1.5. 0 pedide de renovagdo devera ser protocolado no minimo 60 (sessenta) dias antes de expirar o prazo de validade desta
autorizagdo.

1.6. O inicio das atividades efou de cada campanha devera ser informado previamente & Dilic, de modo a possibilitar o
acompanhamento destas por técnicos do Ibama.

1.7. A equipe técnica deve portar esta autorizacdo (incluindo a Relacdo da Equipe Técnica) em todos os procedimentos de
captura/coleta/transporte/soltura.

1.8. Quaisquer alterages necessarias nesta Autorizacdo efou referentes ao Plano de Trabalho (equipes, pontos amostrais,
metodologias, etc) devem ser solicitadas e aprovadas previamente pelo lbama;

1.9 Espécime de fauna silvestre exdtica ndo podera, sob hipdtese alguma, ser destinado para retorno imediato & natureza ou a
soltura.

1.10. Deverdo ser apresentadas as cartas de recebimento das instituicdes depositarias contendo a lista das espécies e a
guantidade dos animais recebidos. Téo logo seja feito o tombamento destes espécimes, o numero de tombo deverd ser
informado.

1.11. Todos os envolvidos nas atividades devermn manter o Cadastro Técnico Federal — CTF regular durante o tempo de vigéncia
desta Autorizacdo.

1.12. O Ibama devera ser comunicado do términao da atividade, com a apresentacdo, no prazo maximo de 30 (trinta) dias apds a
conclusdo das atividades, do Relatorio de Atendimento de Condicionantes, seguindo modelo estabelecido em normativa
vigente.

1.13. Todos os produtos gerados com os dados oriundos das atividades aqui descritas — artigos, teses e dissertagbes, dentre
outras formas de divulgacdo — deverdo contextualizar sua origem como exigéncia do processo de licenciamenta ambiental
federal ao qual se referem.

2. CONDICOES ESPECIFICAS:

2.1. As atividades deverdo ser executadas pelas Consultorias cujos dados constam abaixo:

CONSULTORIA OU CONSULTOR AUTONOMO RESPONSAVEL PELA ATIVIDADE: Univali — Universidade do Vale do Itajai
CNPI/CPF: 84.307.974/0001-02

COORDENADOR GERAL DA ATIVIDADE: Andre Silva Barreto

CPF: 012.035.747-10

TELEFONE DE COMTATO{ E-MAIL: (47) 3341-7960 / abarreto@univali.br

2.2. A captura/coleta/soltura de material biologico devera ocorrer nas Areas Amostrois relacionadas na lista abaixo, de acordo
com o Projeto Executivo aprovado pelo Ibama:

Area, Médulo ou Ponto Amostral Coordenadas Geograficas — Datum SIRGAS Municipio/Estado

Litoral do municipio de Laguna, praia do Mar Grosso Inicio- 48°45'41 560 2892548 83"

até o municipio de Guaraguecaba, no limite norte Laguna/5C a Guraquecaba/PR
costeiro da lha do Superagui. Final: 48°06'19,80™0 25°19'20,80"S

2.3. As atividades permitidas por esta autorizacao sio:
GRUPOS TAXONOMICOS: Quelénios, aves e mamifercs marinhos

IJESCRII;iD DA ATIVIDADE: Registro e coleta de animais marinhos encontrados mortos na darea amostral; registro e atendimento
veterinario de animais marinhos encontrados vivos na area amostral; transporte dos animais vivos e carcagas para as
instituicdes listadas nos itens 2.6 e 2.7 desta Autorizacdo; demais atividades conforme aprovadas no Projeto Executivo Integrado
do PMP-BS.

PETRECHOS: O monitoramento sera realizado utilizando diversos tipos de veiculos (caminhonetes, quadriciclos, motocicletas,
bicicletas, embarcagdes) ou a pé, de acordo com a natureza da praia. Dependendo da natureza do material encontrado, serdo
utilizados petrechos diferentes para lidar com os organismos. Animais mortos: EPI para a equipe (luvas descartaveis, mascaras,
calcado fechado, dculos de protecdo). Animais vivos: Pucas, redes, malhas, gaiolas, caixas de transporte adequadas ao grupo
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taxondmico, cambdo (pera pinipedes de maior porte), EPI {luvas de raspa de couro, dculos de protegdo, mascaras, calgado
fechado) e outros equipamentos de protecdo € para & captura dos animais, conforme Projeto Executivo aprovado.

MAR[‘ACEO: Anilhas do Centro Tamar/ICMBio para gueldnios marinhos; anilhas do SNA/Cemave para aves marinhas; materiais
recomendados pelo CMA/ICMBio para mamiferos marinhos.

2.4 Deverdo ser utilizadas as metodologias apresentadas no Projeto Executivo Integrado do PMP-BS (SEI n2 472085%),
aprovadas no Parecer Técnico n2 180/2019-COPROD/CGMAC/DILIC (SEI n® 5188360).

2.5. N8o s@o autorizadas coletas de guaisguer individuos apenas para identificacio.

2.6. Os espécimes coletados deverdo ser depositados em uma das Instituigfes abaixo mencionadas, para as quais fica permitido
o Transporte de Material Biologico.

INSTITUICAO DESTINATARIA: Museu Dceanografico Univali

EMDERECO: Avenida Sambagui, 318, Santo Antdnio, Balneano Pigarras/sC (as margens da BR 101). CEP
TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (47) 3261-1287 / soto@univali.br

iNSTITUlC.iD DESTINATARIA: Acervo Bioldgico Iperoba - Univille

ENDERECO: Rodovia Dugue de Caxias, 6.365 - Poste 128, km B, lperoba, $d0 Francisco do Sul/SC. CEP 89240-000
TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (47) 3471-3816 [/ marta.cremer@univille.br

INSTI'I'UIC.iO DESTINATARIA: Museu de Ciéncias Naturais da Universidade Federal do Parana

EMDERECO: Av. Cel. Francisco H. dos Santos, sfn, Setor de Ciéncias Biologicas, Centro Politécnico, Jardim das Ameéricas,
Curitiba/PR. CEP 81530-000

TELEFOME DE CONTATO/ E-MAIL: (41) 3361-1628 fcamila.lec@ufpr.br

IMSTITUiCﬁD DESTINATARIA: Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo de Aves Silvestres - Cemave/ICMBio

ENDERECO: BR 230 Km 10, Floresta Macional da Restinga de Cabedelo, Cabedelo/PB. CEP 58.108-012

TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (48) 3282-2617 / patricia.serafini@icmbio.gov.br

INSTITUICAD DESTINATARIA: Labaratdrio de Mamiferos Aquaticos da Universidade Federal de Santa Catarina (Lamag/UF5C)

EMDERECO: Departamento de Ecologia e Zoologia, Centro de Ciéncias Biologicas, Campus
Universitario Trindade, Florianopolis/SC. Caixa Postal 5102. CEP 88040-970

TELEFOME DE CONTATO/ E-MAIL: (48) 3721-7150 / lamaqsl@cch.ufsc.br

INSTITUHCELO DESTINATARIA: Laboratdrio de Ornitologia e Bioacustica Catarinense da Universidade Federal de Santa Cataring
[UFSC)

EMDERECO: Rua Roberto Sampaic Gonzaga, 274, Departamento de Ecologia e Zoologia, Centro de Ciéncias Biologicas, Trindade,
Flariandpolis/5C. CEP 88040-380

TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (4B) 3721-4746 [ grenzobrito@gmail com

2.7. Os individuos resgatados com vida serdo transferidos para tratamento e reabilitagdo em uma das Instituigdes abaixo
mencionadas, que poderdo realizar necropsias € outros exames em animais encontrados mortos, ou gue venham a obito
durante o tratamento, & para as quais fica permitido o Transporte de Material Bioldgico:

INSTITUICAO DESTINATARIA: Institute Australis

ENDERECO: Av. Atléntica s/n, tapiruba Norte, Imbituba/5C. Caixa Postal 201. CEP 88780-000

TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (48) 3255-2922 [ (48) 99919-4400 / karina@institutogustralis.crg br
INSTITUICAO DESTINATARIA: Associacdo B3 Animal

ENDERECO: Rod. Jodo Gualberto Soares s/n, Parque Estadual Rio Vermelhao, Florianopolis/SC. CEP 88058-300
TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (48] 3018-2316 [ (48) 99911-6866 / cristiane @r3animal.org
INSTITUICAQ DESTINATARIA: Tamar Santa Catarina

ENDERECO: Rua Professor Ademir Francisco, 01, Barra da Lagoa, Floriandpolis/SC. CEP 88061160
TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (48) 3236-2015 [ (48) 9149-7428 [ ju@tamar.org.br

iNSTITUlC.iD DESTINATARIA: Universidade do Estado de Santa Catarina - Udesc

ENDERECO: Av. Colombo Machado Salles s/n, Laguna internacional/Praia do Gi, LagunafSC. CEP B8790-000
TELEFOME DE CONTATO/ E-MAIL: (48) 3647-7930 / (48) 3647-7928 / pedro.castitho@udesc br
INSTI'I'UIC.iO DESTINATARIA: Universidade Federal do Parana - UFPR

ENDERECO: Av. Beira mar, 5/n, Pontal do Sul, Pontal do Parana/PR. CEP B3255-976

TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (41) 3511-B616 [ (41) 3511-8671 / cadomit@gmail.com

Infd a1 1200 1801
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INSTITUK;EO DESTINATARIA: Universidade do Vale do Itajai (Unidade de Penha) - Univali

ENDERECO: Rua Maria Emilia de Costa, 90, Armacao, Penha/SC. CEP 88385-000

TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (47) 3341-5599 / (47) 99114-9235 / [dick@univali.br

INSTITUECEO DESTINATARIA: Universidade da Regido de loinville - Univille

ENDERECO: Rodovia Dugue de Caxias, 6.365, km 8, Poste 128, Iperoba, S3o Francisco do Sul/SC. CEP 89240-000
TELEFONE DE CONTATO/ E-MAIL: (47) 3471-3816 / (47) 3471-3805 / [enyffervieira@univille.br

2.8. Apos a necropsia e definigdo de cowsg mortis, 0 matenzl biologico que nao for de interesse das Instituigdes referidas nos
itens 2.6 & 2.7 devera ser descartado conforme as normas sanitarias especificas vigentes.

2.9 Carcagas maiores de trés metros de comprimento, ou pesando mais de 100 kg, poderdo ser necropsiadas na praia € a
carcaca posteriormente enterrada, de acordo com procedimentos aprovados pelo Ibama e pelo drgdo ambiental estadual e
autorizados pelo poder publico local.

2.10. Para as atividades executadas na area interna ou adjacéncias do Parque Nacional do Superagui (lihas das Pegas e do
Superagui) serd dada preferéncia a realizacdo de necropsias na praia, conforme documentacdo constante no Processo n2
02001.114275/2017-00. Sempre gue levadas a base para necropsia, as carcagas deverdo ser posteriormente retornadas a regido
de retirada para que ndo seja alterado o ciclo e dindmica natural de cadeia trofica das praias da regido.

2.11. Procedimentos de eutanasia devem ser indicados e realizados por Médico Veterinario em conformidade com os meétodos
recomendadaos e demais exigéncias do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

2.12. A prioridade de destinagdo dos animais resgatados deve ser a soltura. Animais reabilitados, porém ndo aptos a serem
soltos, inclusive o disposto na condicionante 1.9 desta Autorizacdo, deverdo ser destinados conforme orientacdo do drgéo
ambiental competente no Estado de origem do animal, apos emissdao de laudo veterindrio justificando a impossibilidade de
soltura do exemplar. Toda documentacdo deverd ser encaminhada ao Ibama, que dard ciéncia e apresentara manifestacio,
quando pertinente.

2.13. A contengac guimica dos animais sera realizada apenas em dltimo caso e por Médico Veterinario devidamente gualificado.
Mas situaghes em que esta contencgdo for necessaria, todas as providéncias tomadas deverdo ser informadas no ambito dos
relatorios a serem encaminhados ao Ibama.

2.14. No caso de anmimais encontrados contaminados por oleo deverdo ser observados os procedimentos previstos no "Manual
de boas praticas - Manejo de fauna atingida por 6leo”, disponivel no portal www.gov.brfibama.

2.15. Os espécimes coletados ou capturados sob esta Autorizacae nao poderdo ser comerdalizados.

2.16. Esta Autorizacdo € valida somente para o atendimento dos objetivos & desenvolvimento das atividades previstas no
Projeto aprovado no ambito do Processo indicado neste documento, sendo vedado seu uso para outras atividades.
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