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DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Marcos Tobias de Santana Miglionico

Coccidios pertencem ao infra-filo Apicomplexa e sdo protozoarios intracelulares
obrigatérios que parasitam animais domésticos e silvestres e também seres
humanos, causando doenga aparente ou assintomatica. A principal caracteristica
dos coccidios € a formacdo do oocisto, produto do ciclo sexuado no hospedeiro
definitivo, e que é liberado no ambiente com as suas fezes. Apenas trés espécies de
coccidios parasitam roedores da subfamilia Sigmodontinae no Brasil representados
por 109 espécies, sendo que 10 delas sdo do género Akodon com importancia
epidemioldgica, atuando como reservatorios de agentes causadores de zoonoses.
Existe uma lacuna sobre coccidios parasitas de roedores do género Akodon e o
objetivo do presente trabalho foi investigar a diversidade e o parasitismo de
coccidios de espécimes destes animais no Parque Nacional da Serra dos Orgaos,
Rio de Janeiro. Foram capturados 53 espécimes do roedor silvestre Akodon
montensis (Rodentia, Sigmodontinae) e coletadas amostras de fezes do intestino
grosso durante as necropsias. As amostras foram conservadas com 2,5%,
Dicromato de potassio e mantidas a temperatura ambiente sob oxigenagao por cinco
dias, para esporulacdo dos oocistos e processadas como de rotina para analises
morfolégica e morfométricas por microscopia Optica com contraste de interferéncia.
Espécimes com positividade nas fezes para coccidios tiveram o intestino
segmentado e processado para analise histopatolégica visando identificar os
estagios evolutivos. Foram identificados cinco morfotipos e descritas quatro novas
espécies de Eimeria Schneider, 1875, a saber: Eimeria montensis n.sp, Eimeria
uricanensis n.sp e Eimeria parnasiensis n.sp, sendo que o desenvolvimento
endoégeno no intestino delgado da nova espécie, Eimeria akodonensis n. sp.
Miglionico et al 2017, foi descrito parcialmente, observando-se gametogonia no
jejuno do hospedeiro. As prevaléncias dessas espécies foram de 5,7% (3/53), 3,8%
(2/53), 1,9% (1/53) e 7,5% (4/53), respectivamente. Adicionalmente, a espécie E.
zygodontomyis, foi descrita pela primeira vez em A. montensis com prevaléncia de
3,8% (2/53). Este trabalho contribuiu com a identificagdo de quatro novas espécies
de coccidios e representa o primeiro relato de Eimeria em espécimes de
Akodon montensis no Brasil.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Marcos Tobias de Santana Miglionico

Coccidia belong to the infra-phylum Apicomplexa and are obligate intracellular
protozoa that parasitize domestic and wild animals as well as humans, causing
apparent or asymptomatic disease. The main characteristic of coccidia is the
formation of the oocyst, a product of the sexed cycle in the definitive host, which is
released into the environment with its feces. Only three species of coccidia parasite
rodents of the subfamily Sigmodontinae in Brazil represented by 109 species, 10 of
which are of the genus Akodon with epidemiological importance, acting as reservoir
of agents causing zoonosis. There is a gap on information of Coccidia parasites of
rodents of the genus Akodon and the objective of the present work was to investigate
the diversity and parasitism of Coccidia in specimens of these animals in Serra dos
Orgaos National Park, Rio de Janeiro. 53 Specimens of the wild rodent Akodon
montensis (Rodentia, Sigmodontinae) were captured and stool samples collected
from the large intestines during necropsies. The samples were treated with 2.5%
potassium dichromate and kept at room temperature under oxygenation during five
days for sporulation of the oocysts and processed as routine for morphological and
morphometric analysis by Interference Contrast Microscopy. Specimens with
positivity for Coccidia in the feces had the intestines segmented and processed for
histopathological analysis aiming to identify the developmental stages. Five
morphotypes were identified and four new species of Eimeria Schneider, 1875
described, namely: E. montensis n. sp., E. uricanensis n. sp., E. parnasiensis n. sp.,
and endogenous development in the small intestine of the new species E.
akodonensis n. sp. was partially described, with observation of gametogony in the
host's duodenum. The prevalence of these species were 5.7% (3/53), 3.8% (2/53),
1.9% (1/53) and 7.5% (4/53), respectively. Additionally, species E. zygodontomyis
was first described in A. montensis with prevalence of 3.8% (2/53). This work
contributed to the identification of four new species of Coccidia and represents the
first account of Eimeria in specimens of Akodon montensis in Brazil.
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1 INTRODUGAO

1.1 Taxonomia e ciclo biolégico de Eimeria spp.

Coccidios formam um grupo diverso de protozoarios parasitas intracelulares
obrigatérios. Pertencem ao filo Apicomplexa, com mais de 5000 espécies, cuja
principal caracteristica € a presenca da estrutura conhecida como complexo apical,
localizada na regido anterior do corpo do parasito, responsavel pela sua adesao e
invasdo a célula hospedeira. Na figura 1 observa-se um esquema da ultraestrutura de
um tipico complexo apical, onde se identificam os anéis polares, o condide,
microtubulos subpeliculares e réptrias. Dependendo do género do parasito e do
hospedeiro, a célula infectada pode ser sanguinea, entérica ou da vesicula biliar. A
caracteristica principal dos coccidios € a formacédo do oocisto, que € produto do seu

ciclo sexuado no (Roberts e Janovy 2009).
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Figura 1. Complexo apical de um protozoario Apicomplexa. 1. anéis
polares; 2. Conoide; 3. Fibras do condide; 4. Membrana externa; 5.
Complexo membranar interno; 6. Microtubulos subpeliculares; 7,

réptria. Adaptado de De Souza (1974)



A familia Eimeriidae € constituida por quatro géneros: Eimeria; Isospora;
Cyclospora e Caryospora, que possui a seguinte classificagdo taxonémica segundo

Ruggiero e colaboradores (2015).

Reino: Chromista Caval.-Sm.(1981)
Filo: Miozoa Cavalier-Smith, 1987
Infra-filo: Apicomplexa Levine, 1970
Classe: Coccidiomorphea Dolflein, 1901
Sub-classe: Coccidia Leuckart, 1879
Ordem: Eimeriida Léger, 1911

Familia: Eimeriidae Minchin, 1903

Género: Eimeria Schneider, 1875

Os coccidios destes géneros sao parasitos de todos os grupos de vertebrados:
mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes. Eles podem infectar diversas células de
sitios especificos como: intestino, vesicula biliar, sangue e figado, e possuem na sua
maioria ciclo biolégico do tipo monoxénico, em que todas as fases do
desenvolvimento parasitario ocorrem no mesmo hospedeiro (Roberts e Janovy, 2009).
A maioria das espécies do género Eimeria apresentam ciclos de vida similares, com
fases parasitarias e ambientais (oocistos), geralmente hospedeiro-especificas e se
desenvolvem nas células da mucosa intestinal (Daugschies e Najdrowski, 2005)
(Figura 2).

O hospedeiro ingere oocistos infectantes do ambiente contaminado cuja parede
€ digerida por proteases, como a tripsina, e sais biliares no trato gastrintestinal,
liberando os esporozoitos. Estes penetram nas células do epitélio intestinal e da
ldamina proépria, geralmente na regido do intestino delgado, liberando proteinas
produzidas em sua regido anterior (micronemas e réptrias), responsaveis pelo seu
reconhecimento, penetragdo e formagéo do vacuolo parasitoforo (Heise et al., 1990a;
1990b).

No vacuolo parasitoforo, os esporozoitos se diferenciam em formas
arredondadas chamadas trofozoitos e posteriormente em merontes (ou esquizontes).
Os merontes de primeira geragédo sé&o grandes estruturas globulares, alcangando mais
de 200 uM de diametro em algumas espécies, onde s&o formados cerca de 100.000
merozoitos por divisdo assexuada (Daugschies e Najdrowski 2005). As células

parasitadas se rompem e merozoitos méveis delgados sao liberados na luz intestinal
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e invadem células vizinhas da mucosa, onde iniciam o desenvolvimento de uma
segunda geragao de merontes. Em geral ocorrem trés ciclos merogbnicos e grande
parte dos merozoitos oriundos de merontes de segunda e todos de terceira geragéao
infectam novos enterdcitos e iniciam a fase chamada gametogonia. Nesta ultima, os
merozoitos se diferenciam em microgametécitos, que produzem uma grande
quantidade de microgametas (gametas masculinos), e outros se tornam

macrogametécitos e entdo macrogametas (gametas femininos).

Figura 2. Ciclo bioldgico de Eimeria sp. 1, Esporozoito; 2, Trofozoito em células
epiteliais do intestino; 3, Esquizonte ou meronte; 4, Merozoitos; 5, Merozoito livre; 6,
Macrogametdcito; 7, Macrogameta; 8, Microgametdcito; 9, Microgametas; 10, Zigoto;
11, Oocisto maduro; 12, Oocisto liberado no limen do intestino junto com as fezes;
13, Oocisto com esporoblasto em divisdo, formando esporocistos; 14, Oocisto
esporulado com 4 esporocistos contendo 2 esporozoitas cada. Adaptado de Lucius e
Loos-Frank (1997).



Os macrogametas séo fertilizados pelos microgametas, dando origem aos
zigotos e a formagédo da parede cistica, a partir dos corpusculos formadores de
parede presentes nos macrogametas. Os oocistos, ainda nao esporulados, alcangcam
a luz intestinal e sao eliminados junto com as fezes do hospedeiro. No meio ambiente
o oocisto contendo um esporonte passa por uma divisdo nuclear meiotica que origina
esporoblastos e em seguida por uma divisdo mitdtica para a formagdo de quatro
esporocistos, cada um contendo dois esporozoitos (Roberts e Janovy, 2009; Blrger et
al., 1983; Svensson, 1994). Dependendo da umidade, temperatura e outros fatores
ambientais, os oocistos podem se tornar infectivos em até uma semana dependendo
da espécie, e manterem-se viaveis por meses (Kheysin, 1972). A quantidade de
oocistos liberados ¢é auto Ilimitante, influenciada pelo chamado “crowding
phenomenon”, comum entre os coccidios e possivelmente causado pelo aumento da
competicdo pelas ceélulas hospedeiras (Daugschies et al., 2002). A multiplicagao
consideravel do parasito e subsequentes invasao e destruicdo de células hospedeiras
podem explicar porque a doencga clinica €& principalmente atribuida a fase de
gametogonia (Burger et al., 1983 ; Svensson, 1994).

O segundo tipo de ciclo de coccidios conhecido € o heteroxénico, que pode
apresentar ciclos de vida complexos podendo envolver diferentes hospedeiros finais
de varias espécies como répteis, aves e serpentes. Os hospedeiros intermediarios
sdo espécies herbivoras ou onivoras e a transmissao ocorre por predacao (Upton et
al., 1986), tal como ocorre no género Caryospora Léger, 1904 (Figura 3).

Algumas espécies de coccidios merecem atengdo por apresentarem um
potencial zoondtico, com impacto direto na saude publica. Os oocistos liberados com
as fezes dos hospedeiros que vivem em habitats antroponoéticos podem contaminar o
ambiente, incluindo sistemas de abastecimento humano de agua, e causar surtos
epidémicos de grande magnitude (Meireles et al., 2007; Silverlas et al., 2012). No
tocante a industria pecuaria, € fundamental manter meios de controle da sanidade
animal para atender as exigéncias dos mercados interno e externo. As coccidioses
causam grandes prejuizos em varios tipos de criagbes. Apenas na avicultura o
prejuizo mundial estimado é da ordem de US$1,5 bilhdo a cada ano (Ferreira, 2017).
Animais domeésticos acometidos por coccidioses podem morrer se nao forem tratados

adequadamente (O’'Donoghue, 1995).
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Figura 3. Ciclo biolégico de Caryospora spp. Linhas solidas representam sequéncias de
desenvolvimento conhecidas para um ou mais espies de Caryospora como relatado por Cawthorn e
Stockdale (1982), Wacha e Christiansen (1982) e ou Upton et al.(1984). Linhas grossas representam
sequéncias principais provaveis do ciclo de vida: linhas mais finas sequéncias menos comuns. Linhas
quebradas representam partes do ciclo de vida que foram sugeridas (Upton et al., 1984). Desenho adaptado
de Upton et al. (1986)



1.2 Coccidios em mamiferos silvestres no Brasil

Os primeiros achados de infecgao por Eimeria spp. em mamiferos silvestres
datam da década de 1920 quando Da Cunha e Torres (1923), examinando a parede
do intestino delgado de um tatu, Dasypus novemcinctus Linnaeus, 1758, encontraram
estruturas semelhantes a pequenas bolhas. Apds a observagao de cortes histolégicos
destas estruturas ao microscopio descobriu-se se tratar de duas formas evolutivas de
um parasito, que hoje & reconhecida como um espécime de Eimeria. Da mesma
forma, Cunha e Muniz (1928) descreveram formas evolutivas de um protozoario em
cortes histolégicos do intestino delgado de duas espécies de tatu, o Dasypus
novemcinctus Linnaeus, 1758 e o Euphractus sexcintus Linnaeus, 1758
caracterizando-as como microgametdcitos e macrogametdcitos. Entretanto, apesar de
nao terem encontrado nenhum oocisto nas fezes examinadas, propuseram a nova
espécie Eimeria travassosi da Cunha e Muniz, 1928 nomen nudum, com base em
caracteristicas taxonémicas e em seu ciclo evolutivo.

Trabalhos também pioneiros conduzidos por Carini (1932, 1935, 1937, 1937)
na década de 1930 revelaram uma grande diversidade de mamiferos silvestres no
Brasil como sendo hospedeiros de coccidios, tais como: esquilo Guerlinguetus
ingrami Thomas, 1901, cutia Dasyprocta aguti Linnaeus, 1766, capivara Hydrochoeris
hydrochaeris Linnaeus, 1766, quati Nasua narica Linnaeus, 1766, irara Eira barbara
Linnaeus, 1758, cuica Caluromys philander Linnaeus, 1758 e gamba Didelphis aurita
Wied-Neuwied, 1826. Outros coccidios, como a Eimeria trichechi, também foram
descritos em mamiferos aquaticos, no peixe-boi Trichechus sp por Lainson e
colaboradores no estado do Para (1983) , e em Chiropteros, a Eimeria molossi e
Eimeria bragancaensis (Lainson e Naiff 1998; 2000). Até o momento, foram descritas

20 espécies de Eimeria em roedores (Tabela 1).



Tabela 1 Eimeria spp (Apicomplexa, Eimeriidae) e seus respectivos hospedeiros roedores

descritos no Brasil.

Espécie Morfometria Morfologia Hospedeiro Estado Bioma Referéncia
E. carini (22.1-23.8x22-23) Esférico/Subsférico R. norvegicus SP Mata Atlantica Pinto (1928, 1937)
E. oryzomysi (22-25%17-19) Elipsoidal/Subsférico Euryoryzomys SP Mata Atlantica Carini (1937)
sp
E. zygodontomyis 16.5 x 12 Elipsoidal/Cilindrico N. lasiurus PA Amazonia Lainson e Shaw
(13.7-18.7x11.2— (1990)
12.5)
E. botelhoi 36x28 Oval G.ingrami SP Mata Atlantica Carini (1932)
E. damnosa 30.2 x 20.0 Oval/elipsoidal S. spadiceus AC Amazonia Lainson et al. (2005)
(18.0 -15.0x40.2-
30.0)
E. paraensis (33-40x30-35) Esférico/subsférico D. aguti PA Amazonia Carini (1935)
E. cotiae (29x18) Oval D. leporina
E. aguti (16x17) Esférico/subsférico
E. capibarae 30x26 (25-33x20- Elipsoidal H.hydrochaeris SP Mata Atlantica Carini (1937)
28)
E. hidrochoeri Elipsoidal
(20-22x16-18)
E. 27.9x22.7 Oval T. fosteri MS Pantanal Barreto et al (2017)
nhecolandensis
31.4x22.6 Elipsoidal
E. jansenae
25.1x20.1 Oval
E. fosteri
= 27.3x21.8 Oval C. laticeps MS Pantanal Barreto et al (2017)
nhecolandensis
28.9x20.2 Elipsoidal
E. corumbaensis
23.8x21.6 Esférico/subsférico
E. laticeps
E. akodonensis 25.3x20.2 Elipsoidal/subsférico A. montensis RJ Mata Atlantica Miglionico et al.
_ 16.3x 125 » » (2017)
E. montesis n.sp Esférico/subsférico
Miglionico et al.
E. uricanensis 26.6 x 18.6 Oval/piriforme
n.sp (Submetido)*
Subsférico/elipsoidal
28.2x21.9

E. parnasiensis
n.sp

e ’Resultados obtidos nessa pesquisa



1.3 Roedores do género Akodon

Os roedores do género Akodon Meyen, 1833 (Rodentia, Sigmodontinae)
compreendem 44 espécies distribuidas em toda América do Sul (Musser e Carleton,
2005). No Brasil, foram descritas 10 espécies que ocupam formacgdes florestais, areas
abertas, campos de altitude (Mata Atlantica), campos sulinos, caatinga e cerrado.
Estas areas estdo distribuidas desde o estado da Paraiba até o Rio Grande do Sul
(Figura 4).

Algumas espécies deste género de roedores apresentam importancia médica
por participarem de ciclos parasitarios, sendo hospedeiros de hantavirus,
Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi (Miglionico et al., 2017; Teixeira et al.,
2014; Souza et al., 2009 ).

Distribuicdo do género Akodon no Brasil:

A. azarae: centro leste do estado do Rio Grande do Sul;

A. cursor. regido costeira, do estado da Paraiba ao Parana, e no leste do
estado de Minas Gerais;

A. lindberghi: Distrito Federal e estado de Minas Gerais;

A. montensis: do estado do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Sul e no leste do
estado de Minas Gerais;

A. mystax: endémico do Maci¢co do Caparad, em areas de altitudes elevadas
nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo (Hershkovitz, 1998; Gongalvez et al.,
2007);

A. paranaensis: do estado do Rio de Janeiro ao norte do Rio Grande do Sul;

A. reigi: sudeste do estado do Rio Grande do Sul (Gonzalez et al., 1998);

A. sanctipaulensis: nordeste do estado de Sdo Paulo (Hershkovitz, 1990);

A. serrensis: do estado do Espirito Santo ao norte do Rio Grande do Sul;

A. toba: sudoeste do estado do Mato Grosso do Sul (Carmignotto, 2004) .
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Figura 4. Distribuicdo das espécies do género Akodon (Rodentia, Sigmodontinae) no Brasil

(Bonvicino et al., 2008)

1.4 Akodon montensis

A espécie A. montensis (Figura 5) esta distribuida na porgdo nordeste da
Argentina, ao longo da costa brasileira, na regidao Sudeste, e em todo leste do
Paraguai (Pardinas et al., 2008). No habitat € encontrado em altitudes iniciais de 800
m, sendo comum encontra-lo em elevagdes de 900 m ou mais, em matas de galeria,
semideciduais, ribeirinhas, areas abertas e pastagens, preferindo areas cobertas por
serapilheira, onde constroem tuneis (Pardinas et al., 2008; Jordao et al., 2010;
Gongalves et al., 2007). E um animal onivoro e sua dieta é composta por insetos,
artrépodes, raizes, tubérculos, sementes, graos e fungos (Talamoni et al., 2008; Vieira
et al., 2006).



Figura 5. Espécime de Akodon montensis (Rodentia, Sigmodontinae) proveniente do Parque

Nacional da Serra dos Orgdos.Foto: C. R. Bonvicino; J. A. de Oliveira e P. S. D’Andrea (2008)

Esse roedor possui comprimento entre 90 a 136 mm, com peso entre 19 a 57 g
e média de 42 g. Os machos sao ligeiramente maiores que as fémeas, possuem uma
pelagem dorsal castanha avermelhada tornando-se mais clara nas laterais (Talamoni
et al., 2008; Redford e Eisenberg, 1989; Gentile et al., 2000). A reprodugéo ocorre o
ano todo e esta relacionada com a disponibilidade de recursos, mas a atividade
reprodutiva diminui nos meses mais frios (Gentile et al., 2000, Bergallo e Magnusson,
1999). A gestagao dura 23 dias gerando uma prole com, em média, 3-5 filhotes, mas
que pode chegar a 10 e ter duas ninhadas por ano (Gentile et al., 2000; Bergallo e
Magnusson, 1999; Eisenberg e Redford, 1999).
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1.5 O Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica é considerada um dos biomas com maior biodiversidade e
grau de endemismo, sendo também um dos mais ameagados (Myers et al., 2000).
Atualmente, existem apenas 8,5% de remanescentes florestais acima de 100
hectares, que se somados aos fragmentos com mais de trés hectares representam
cerca de 12,5% da formacado original de Mata Atlantica, em diversos estagios de
regeneragao (Fundacdo SOS Mata Atlantica 2013). Este bioma €& formado por um
conjunto de fitofisionomias como: Floresta Ombrofila Densa, Ombrofila Mista,
Estacional Semidecidual, Estacional Decidual e Ombrofila Aberta. A Mata Atlantica
também esta associada com alguns ecossistemas, como as restingas, manguezais e
campos de altitude, que no passado ocupavam cerca de 130.000.000 hectares em 17
estados do Brasil (ICMBio, 2018).

Atualmente, o que se conhece da diversidade da fauna da Mata Atlantica, feita
por meio de levantamentos, indica que abriga 849 espécies de aves, 370 espécies de
anfibios, 200 espécies de répteis, 261 de mamiferos e 350 espécies de peixes
(ICMBio, 2018). Sua conservagcédo deve ser prioridade, tendo em vista o grande
numero de espécies endémicas, grande diversidade de vertebrados e muitas
espécies ameacgadas de extingdo (Myers et al., 2000; Rocha, 2000). Além disto, é
considerado um hotspot de espécies, sofrendo com o alto grau de pressao antropica
(Myers et al., 2000).

No estado do Rio de Janeiro, os maiores remanescentes de Mata Atléantica
estdo localizados nas regides da Costa Verde, pertencentes a Serra da Bocaina, e
nas regiées serranas, como a Serra da Mantiqueira e a Serra dos Org&os (Bergallo et
al., 2009).

No Parque Nacional da Serra dos Orgéos, RJ (Parnaso), a Mata Atlantica varia
sua fisionomia vegetal de acordo com a altitude, que vai de 50 m a 2.000 m, sendo
composta pela floresta pluvial baixo Montana e Montana até 1.500 m, pela floresta
alto Montana até 2.000 m, e pelos campos de altitude acima de 2.000 m. Ja foram
registradas cerca de 750 espécies de vertebrados, sendo 105 de mamiferos, dos
quais 24 roedores; algumas dessas espécies foram somente identificadas a nivel de
género (ICMBio, 2018).
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1.6 Critérios para descrigao de novas espécies de Eimeria

De acordo com a revisdo realizada por Berto e colaboradores (2014) a
caracterizagdo morfolégica dos oocistos € usada para o diagnostico, descricdo de
espécies e estudos de sistematica. Além disso, outras abordagens tém sido
complementares para identificacdo, incluindo as analises de sequéncias
nucleotidicas. Para o género Eimeria, seus oocistos, que contém quatro esporocistos
com dois esporozoitos cada, apresentam um complexo formado por corpo de Stieda e
de substieda. E importante salientar a alta espécie-especificidade das Eimerias.

Para uma correta identificagdo taxonémica foi proposto por Lom e Arthur (1989)
alguns passos importantes que devem ser seguidos para se propor uma nova
espécie, e que foram adaptados por Duszynski e Wilber (1997) para o estudo de
coccidios da familia Eimeriidae. Atualmente, novas ferramentas existentes podem
ampliar esses estudos taxondmicos, como foi abordado por Berto e colaboradores
(2014) e Slapeta (2013).

Em relagdo ao hospedeiro: este deve ser corretamente identificado, sua
localizagcdo e respectiva prevaléncia do parasito registrados e o espécime
preferencialmente depositado em uma colegdo de museu credenciada (Frey et al.,
1992). E recomendado, ainda, que se registre também quaisquer outros dados
ecologicos ou genéticos relevantes.

Em relagcao aos oocistos: devem ser fornecidas medidas médias do
comprimento e largura do oocisto e esporocistos, além da razdo comprimento /
largura de uma amostra de 30-50 oocistos esporulados (Figuras 6 A e C). Deve-se
observar as caracteristicas da parede oocistica externa e quaisquer camadas internas
como textura (aspera ou lisa) (Figura 6 A e B), presenga de espinhos, numero relativo
de camadas e suas respectivas espessuras aproximadas. Além da presenca ou
auséncia das seguintes estruturas dentro e sobre o oocisto, fornecendo medidas,
localizagdo e descricdo: microfila, medida de sua largura (Figura 6 B), capuz da
micrdfila, sua largura e profundidade (Figura 6 B), residuo, seu didmetro e descrigao
(Figura 6 A), granulo(s) polar(es), seu(s) diametro(s) e sua forma (Figura 6 A),
verificando sua possivel jungdo a superficie interna da parede (Duszynski e Wilber,
1997).
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Figura 6. Estruturas de oocistos esporulados de Eimeriidae a serem observadas para descrigdo de
novas espécies. A. Oocisto esporulado de Eimeria e estruturas essenciais: ow, largura do oocisto; ol,
comprimento do oocisto; pg, granulo polar; or, residuo do oocisto; row, parede exterior aspera. B. Topo
de um oocisto com micrdfila, tampa de micréfila e parede lisa de camada simples; sow, parede externa
lisa; mw, largura da microfila; mcw, largura da tampa de microfila; mcd, profundidade (= altura) da
tampa do micréfilo. C. Esporocisto esporulado de um oocisto de Eimeria sp.: sw, largura do
esporocisto; sl, comprimento do esporocisto; sb, corpo de Stieda; ssb, corpo substieda; psb, corpo
parastieda; sr, residuo de esporocisto; sp, esporozoita; srb, corpos de refragdo; D. Composi¢do do
esporocisto esporulado: fil, flamentos emitidos da area do corpo de Stieda; spop, sporopodia; mem,
membrana; n, nucleo (as vezes visivel); str, estrias; embora alguns esporozoitos tenham apenas 1
corpo refratil (Fig. C), outros tém corpos refrateis anteriores (a) e posteriores (p), como mostrado aqui.
Adaptado de Duszynski e Wilber (1997).
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Em relagdao aos esporocistos: deve-se observar caracteristicas superficiais,
como esporopodias (Figura 6 D), membranas aderentes (Figura 6 D), crostas (Box et
al., 1980) ou suturas ( Molnar, 1996); residuo, seu didmetro e descrigdo; corpo de
Stieda (Figura 6 C) e filamentos associados (Figura D), corpo de substieda (Figura 6
C) e / ou parastieda (Figura 6 C).

Em relagao aos esporozoitos: observar a presencga das seguintes estruturas
dentro e sobre o esporozoita: corpo refratil, (Figura 6 C) e sua quantidade, diametro e
forma, nucleo (Figura 6 D) e estrias anteriores (Figura 6 C).

Deve-se depositar pelo menos um fotétipo (Bandoni e Duszynski, 1988) de um
oocisto esporulado em colecdo reconhecida, como a do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude que pertence a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

(http://r1.ufrrji.br/labicoc/index.html) e dependendo da revista deve-se também enviar

para um museu, fornecer a composicdo de um desenho com as novas espécies
descritas e todas as caracteristicas estruturais que as caracterizam como novas
espécies. O manuscrito publicado deve incluir pelo menos uma fotomicrografia do
oocisto esporulado, seu numero de catalogo, além do desenho cientifico.

As novas espécies devem ser comparadas em detalhes com as espécies mais
estruturalmente semelhantes a elas e que parasitam hospedeiros do mesmo género.
Caso a amostra utilizada na descricdo seja "pura" — com apenas uma espécie e
morfotipo - alguns oocistos devem ser preservados em etanol a 70% e arquivados em
um museu credenciado para futura amplificagdo e sequenciamento do DNA do
parasito (Relman et al., 1996). Deve-se ainda indicar se algum érgao foi examinado

em busca de estagios enddégenos da nova espécie.
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1.7 Justificativa

Os coccidios sao parasitos encontrados em varios grupos de vertebrados e
causam doenca aparente ou assintomatica em animais domésticos e silvestres, mas
também em seres humanos. Em geral sdo espécie-especificos, mas ha registros de
infecgdo interespecifica.

Os roedores sao o grupo mais diversos de mamiferos do Brasil, com 235
espécies descritas. No entanto, apenas trés espécies de coccidios sao
conhecidamente parasitas de roedores da subfamilia Sigmodontinae no Brasil. O
género Akodon tem 44 espécies distribuidas em toda a América do Sul, das quais 10
espécies sao encontradas no Brasil As espécies deste género estdo entre as mais
estudadas, com ampla distribuicdo e abundancia em varios biomas brasileiros e
grande importancia epidemioldégica como reservatérios de agentes causadores de
zoonoses. Quatro espécies foram registradas no Estado do Rio de Janeiro, incluindo
A. montensis.

Tendo em vista a escassez de informacdes sobre coccidios parasitas de
roedores Sigmodontinae no Brasil e que ndo existe registro de infecgdes por coccidios
em roedores do género Akodon, a proposta deste trabalho para investigacdo do

parasitismo em espécimes destes animais se justifica

15



2. Objetivo Geral

Investigar a diversidade e parasitismo de coccidios em Akodon montensis

(Rodentia, Sigmodontinae) no Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Rio de Janeiro.

2.1 Objetivos Especificos

e Identificar, em nivel especifico, os coccidios que ocorrem em Akodon

montensis;

e Caracterizar histopatologicamente os estagios evolutivos dos parasitos

no intestino dos roedores;

e Estimar a prevaléncia da infecgao por coccidios em Akodon montensis.
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3 ORGANIZAGAO DOS CAPITULOS/RESULTADOS

A metodologia, resultados e discussao desta dissertacdo foram redigidas no
modelo em forma de artigo cientifico, conforme previsto no Regulamento do Programa
de Pés-Graduagdo em Biodiversidade e Saude, I0C, Fiocruz. Seguindo-se este
modelo, dividiu-se a redagdo em dois capitulos, correspondentes aos artigos ja
submetidos a revista Parasitology Research; um deles ja publicado. Os manuscritos
foram inseridos na integra de sua formatagdo de submiss&o e no idioma Inglés nessa
secdao e o comprovante de submissdo do artigo 2 estd anexado ao final da
dissertagao (ANEXO I).

No Capitulo 1 foram descritos aspectos morfoldgicos e prevaléncia de oocistos
de uma nova espécie de Eimeria no roedor silvestre Akodon montensis, denominada
E. akodonensis, com uma breve descrigdo do seu ciclo enddgeno.

No Capitulo 2 foram descritas trés novas espécies de Eimeria no roedor
Akodon montensis, denominadas E. montensis, E. uricanensis e E. parnasiensis, e
mais uma espécie descrita anteriormente no roedor Necromys lasiurus. Além dos
aspectos morfolégicos e prevaléncia sdo descritos aspectos histopatoldgicos das

lesbes observadas no intestino do hospedeiro.
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3.1 CAPITULO I:

Titulo do artigo 1 (publicado): “A new species of Eimeria Schneider, 1875 from
the Serra dos Orgdos National Park, Rio de Janeiro, Brazil, with notes on its
endogenous development in the montane grass mouse, Akodon montensis Thomas,
1913 (Rodentia: Sigmodontinae)’
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Abstract

A total of 53 specimens of the montane grass mouse, Akodon moniensis Thomas, 1913 were collecied in the Serma dos f)rgﬁos
Mational Park (SONP) in November 2014 and July 2015. The fecal material was analyzed, and a prevalence of 7.5% was
recorded for a new coccidian species of the genus Eimeria Schneider, 1875, with part of its endogenous development recorded
in the small intestine. The oocysis of a new coccidian species of genus Eimeria are ellipsoidal to subspherical. The wall is bi-
layered, c. 1.5 pm (1.3-1.6 pm) thick, outer layer rough. Oocyst (m = 126) mean length is 25.3 pum (21.0-28.0 pm), with a width
of 20.2 pm (17.0-22.0 pm) and mean length/width (L:W) matio of 1.3 (1.2-1.4). Polar granule is present, with the oocyst
residuum as a large spherical to subspherical globule. Sporocyst shape (n = 126) is ellipsoidal, with a mean length of 11.8 pm
(9.3-14.4 pum), width of 7.9 pm (6.7-9.3 pm), and mean L:W ratio of 1.5 (1.4-1.7). Sporocysis with nipple-like Stieda body and
sub-5tieda body are absent. A sporocyst residuum formed by several globules, usually along the sporocyst wall. This is the first
record of Eimeria in the moniane grass mouse from Brazil.

Keywords Rodents - Coccidia - Akodon montensis - Atlantic Forest - Histopathology - Cricetidae

Introduction (Duszynski and Upton 2001). In Brazil, only three species
are known to infect Sigmodontinae rodents: Eimeria
Eimeria spp. are protozoan parasiles with worldwide distribu-  envzomysi Carini, 1937 from specimens of Oryzomyini ro-
tion that might cause enteritis in many vericbrate species  dents; Eimeria zygodoniomyis Lainson and Shaw, 1990 in
Zypodontomys lasiurus [= Necromys lasiurus (Lund, 1840)],
and Besnoitia akodoni Dubey, Sreekumar, Rosenthal,
5 Marcos Tobias de Santana Miglionico Lindsay, Grisard and Vitor, 2003 in Akodon moniensis.
g lioni @ gmail.com The rodent family Cricetidae has 130 genera encompassing
681 species, 55 of which are endemic in Brazil. The cricetid
genus Akodon Meyen, 1833 has 44 species distributed

' Programa de Pas-Gradusgio em Biodiversidade ¢ Saide, Instituto

Oswaldo Cruz/Fiocnz, Rio de Janeiro, RJ 21040-360, Brazil throughout South America (Musser and Carlenton 2005), with
SN ; e 10 species being found in Brazil, on the east coast between

? Departamento de Ciéncias Biokigicas ¢ da Saiide, Universidade
Foderal do Amapd, Macapd, AP 63903419, Brazi Paraiba and Rio Girande do Sul, and inland in highland aress
3 jeio de Biologis Barutinal, Toat Coies, of Minas Gerais, and in the southwest of the state of Mato
Rio de Janciro, RJ 21040360, Brazil Grosso do Sul (Bonvicino et al. 2008). The ecology and tax-
4 Labaratirio de Patologia, Instituto Oswaldo Cr/Fiocnz, Rio de onomy of some common Akodon species are well known.
Janciro, “T 7 IM-SE-I;M " They are found in a range of different environments, both
T abomttrio do Biclogha o Pemalivkogit o Maniiees 58 pristine and impacted, in addition to their epidemiological
Reservattrios, Institulo Oswalido Cne/Fiocrez, Rio de importance, as reservoirs of zoonoses (Oliveira et al. 2012;
Janeiro, RJ 21040-360, Brazil Miiller et al. 2013; Teixeira et al. 2014). Four species are
@ Springer
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found in the Brasihan state of Bio de Janeiro—Akodon cursor
(Winger, 1887), Akodon serrensis (Thomas, 1902), Akodon
paranaensis ChristofT ot al., 2000, and Akodon montensis
Thomas, 1913 {(Paglia ci al. 2012). These rodents are lerrestn-
al insectivore-omnivorss (Graipel ef al. 2003).

The present study describes a new species of Eimeria, with
noles on its endogenous development in the montane grass
mouse, Akodon monlensis,

Material and methods
Study area

The study arca cncompasses a conlinuous tracl of well-
preserved Bramlian Atlantic Forest, isolated from human set-
tlements or urban zones. The rodenis were captured in the
Serra dos Orglios Mational Park (SONP), in the municipality
of Petndpolis, Rio de Janciro Stale, Brasil (227 27" 497 5, 437
05" 14.09" W). This park is located near the center of the Sem
do Mar Ecological Cormidor (Aguiar ct al. 2005) and is one of
the principal remnanis of Atlantic Forest in the stale of Rio de
Janeiro.

Capture of the rodents

Rodents were captured in November 2014 and July 2015
along ten transeci® in each expedition. The specimens were
captured in Tomahawk® (16 % 5% 5 in.) and Sherman® traps
sct on the ground, a total of 90 live traps sct per day.
Additionally, 20 pitfall traps, made of 100-1 buckets, were
buried in the ground, along four transects, a capture effort of
R0 pitfalls traps set per day. Hach trapping session lasted for
ten consecutive days. All animals were caplured alive and
cuthanized a posterion for sample collection. Voucher speci-
mens were deposited in the scientific collection of the
MNational Musecum (Museu Nacional) at the Universidade

Federal do RBio de Janeiro (LIFRT). Al
lected during the Rede Bioma (Bio
“Inventories: Patterns of Diversity
Endemizm of Mammals, Birds, Amph
Parasites in the Atlantic Forest,™ wh
consortium of Brazilian rescarch a
CNPq PPBio Rede Bioma.

Collection and morphological an:

Samples were collected during necro
large intestine. The fecal material was
ical centrifuge tube containing a 2.
KaCry(); and maintained at room tem
seculive days, the tube was opened
stirred vigorously (o oxypgenate it and §
of any oocyst present in the faces, T1
cssed in a saturated sugar solution by 1
mecthod (Sheather’s method), placed o
a microscope at a magnification of
Wilber 1997). Morphological obscrvat
were obtained using a Carl Feiss Ax
microscope with an apochromatic oi
lens and AxioVision imaging sysiem.
amincd with an Imager. A2 light mico
with Nomarski interference contrast m
tive lenses, and the images captured w
All measurements are given as the mex
followed by the mnge of values in par

Histopathological analysis

To determine the site of infection, the 8
imens positive for oocysts in their foo
fixed overnight in Carson Millonig fo
ples were subsequently dehydraied in
cthyl alcohol concentrations, diaphos
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Fig. 4 Composite line drwing of the sporulded oocyst of Fireria
akodonensiy n. sp. Scale bar= 10 pm

then embedded in parafMin blocks for the preparation of scrial
sections of 5 pm. The tissue sechons were stained with hema-
toxylin and eosin and examined under a light microscope Carl

Zeiss (Humason 1979). The devel
photographed and measured, and the
and described based on the scheme o

Results

Four (7.5%) of the 53 A. montensiy 5)
infecied by an undeseribed form of £
analyses revealed the endogenous sta
small intestineg of the mice, inch
macropamelocyles, microgametocyle

Eimeria akodonensiz n. sp.

Type host: Akodon montensis Th
Sipmodontinaz), Symbiotype host (
and skeleton, deposited in the Matio
Janciro {(adult males, MNRJ nos,
R3I7TY).

Type-locality: Serra dos Org:
Petropolis, in the state of Rio de Jam
5, 43° 05" 14.09" W),

Tipe-material: The oocysls were p
based on Duseynski and Gardner (11
deposited in the Pamsite Collection
Animal Parasitology (hitp://r] ufer
Rural University of Rio de Janciro,
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4 Pane
Janciro, Brazil. Phototypes and line drawings were deposited § g E g
together with the specimens, The catalog number is P-T72007. 3 g § i:'
Sporulation time; Unknown, E E EE .E 2
Site of infection: Small intestine, “
Prevalence: 4 of 53 (7.5%). =
Etymology: The specific epithet is derived from the name )
of the host genus. ] -
d = B
Exogenous stage % ot o L
Description (Figs. 1-3 and 4) g:# e a b
Sporulated pocyst &0 = & = n

Oocyst shape (n = 126) is cllipsoidal to subspherical, wall
bi-layered, 1.5 pm (1.3-1.6) thick, outer layer rough. Oocyst
length is 25,3 pum (21.0-28.0), with a width 0f 20.2 pm (17.0—
22.0) and length/widih (L/W) ratio of 1.3 pm (1.2-1.4), Polar
gramule is present, with oocyst residuum as alarge spherical o
subspherical globule.

Sporocyst

Sporocyst shape (r= 126)is cllipsoidal with length of
11.8 pm (9.3-14.4), width of 7.9 pm (6.7-9.3), and (L/'W)
ratio of 1.5 pm (1.4-1.7). Sporocysts with nipple-like Stieda
body and sub-Sticda body are absent. A sporocyst residunm
formed by several globules, usually along the sporocyst wall,

Endogenous stages

Description (Fig. 5-12)

The histological analysis revealed the endopenous devel-
opment of the pamsite in the jejunum portion of the small
imesting, The infected cells of the lamina propria contained
only parasites in the gametogenic phase, with the immature
microgamelocylcs being cnveloped by the parasitophorous
vacuole, and having a rounded shape, approximately
10.9 pum (5.4-16.8) in length and 11 8 pm (5.5-17.3) in width
(Fig. 5. Free immature micre-gametocyies and microgameles
were also observed (Figs. 6-7), as were macrogametes at dif-
[erent stages of development, inchuding the formation of the
pocysl wall from the pranules, approximately 2009 pm (15,9
25.7) in length and 16.2 pm {12.6-19.9) in width, sub-
gphetical 1o ellipsoidal in shape (Fips.®-100). Mature and im-
mature pocyss were also observed (Figs, 11-12).

Discussion

In Brazil, the coccidian diversity found in wild rodents is sl
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Arcay-de-Peraza, 1964 was recorded from Nephelomys
albigularis Tomes, 1860 (Arcay-de-Peraza, 1964),

The morphology and morphometry of Eimeria
akedemensis . sp. were comparcd with data Tor coccidia of
ihe family Eimeriidae described from other cacetid hosts in
Brazl and Venczucla (Table 1). In the casc of the study of
Arcay-de-Peraza (1964), some data were missing, although
they were not crucial to the comparison with Eimeria
akodonensis n. sp.. Kimeria oryoomysi (Carini 1937) has the
same shape as Eimeria akodonensis n. sp., but is slightly
smaller, on average (22-25 pm = 17-19 pm vs. 21—
28 pm = 17-22 pm}, and does nol have a polar granule, il
wall iz smooth and not very thick, and the residua of the
sporocysts are made up of fine granules. Eimeria ofastii
(Arcay-de-Peraza, 1964) is considerably smaller (17.4 = 13.2
w5 25.3 x 20.2), cllipsoidal in shape, and ils sporocyst does
nod lave a Sticda body; no data were presented on the pres-
ence or absence of a polar granule. Eimeria zygodontomyis
{Lainson and Shaw 1990) is also much smaller (16.5 pum x
12 pm ve. 25.3 pm x 20.2 pm), significantly different in
shape, and have a fine, single-layered wall (0.6 ws. 1.5 jum)
in comparison with the rough double wall of Eimeria
akodonensis n. sp.

Momphologically, the most similar of the lour specics o
Eirmeria akodonenses n. sp. 8 E abodoni, which was described
by Arcay-de-Perza (1981) parasitizing N. urichi. The two spe-
cies arc similar in gize (27 pum = 18 pm vs, 25,3 pm * 20.2 pm)
and both have a polar granule, although the sporocysis arc
slightly diferent in their morphology and siee (14 pm * 7 um
ve. 118 pm > 7.9 pm), Arcay-de-Peraea (1981) describes the
oocysts of E. akodoni as fusiform, and when they were ob-
gerved in immersion, their thick wall was apparcnl along their
whole length except for the extremities, where they become
thinner, taking on the appearance of “false opercules,™ in the
words of the author. This charactieristic is not observed in
Eimeria akodonensis n. sp.. and the cocysis are nol fusilfomm
in shape. Arcay-de-Peraea describes the presence of three walls
in £, akodoni and the absence of residuum in the oocyst, where-
ag in Eimeria akodonensis n. sp., the oocyst has a double wall,
with a large residusm. Despile these broad morphological sim-
ilaritics, the endogenous development of Eimeria akodonensis
n. sp. occurs in differcnt portions of the intestine in comparison
with £, akodoni, Whereas Kimeria akodonensis n, sp. develops
in the small imfestine, Mmthl"m (198 1) Tound E. akodomni

im iha leans lodesiics B asaali=ma e KAesac. da Mee = FIMPTY
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11.7 wm (LW ratio: 1.6 pm). The
Eimeria akodonensiz n. sp. on the int
montensis vaned considerably, from a
and diffuse infiliration distributed in G
poscd of neutrophils and mononucl ca
filtration was not found in association
selves, but rather in the epithelium
Owverall, the set of morphological and
s found in Eimeria akodonensiz n.
ly its description as a new specics,
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3.2 CAPITULO Il

Titulo do artigo submetido: “Three new species of Eimeria Schneider 1875 in
the Montane Grass Mouse, Akodon montensis (Rodentia: Sigmodontinae), and new

record of Eimeria zygodontomyis Lainson and Shaw 1990 from southeastern Brazil
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Abstract: We describe three new coccidian species of the genus Eimeria Schneider
1875 (Apicomplexa: Eimeriidae) and report a new locality for Eimeria zygodontomyis
Lainson and Shaw, 1990 in the montane grass mouse, Akodon montensis Thomas,
1913 from the Serra dos Orgaos National Park in southeastern Brazil. The oocysts of
Eimeria montensis n. sp. (n = 30) are spherical to subspherical, with a length of 16.3
pum (14.9-17.4) and width of 12.5 ym (13.3-15.4), and a length/width (L/W) ratio of 1.3
(1.0-1.4), a 1.2 ym (1.0-1.4) thick bi-layered wall with rough outer layer, and polar
granules, but no oocyst residuum. The sporocysts (n=30) are ellipsoidal, 7.2 ym (6.1—
7.8) in length, 5.1 ym (4.3-5.7) in width, L/W 1.4 (1.2-1.6), Stieda body nipple-like,
substieda body absent, residuum granulate. The oocysts of Eimeria uricanensis n. sp.
(n = 40) are oval to piriform, with a 1.4 ym (1.3-1.6) thick bi-layered wall with a rough
outer layer, length 26.6 ym (23.0-30.0), width 18.6 ym (17.0-20.0), L/W ratio 1.4 (1.3—
1.6), polar granule present, oocyst residuum absent. The sporocyst (n = 40) is
ellipsoidal, 13.3 pm (10.0-15.5) in length, 8.0 uym (7.4-9.2) in width, L/W ratio 1.7
(1.5-1.9). Stieda and substieda bodies absent. The sporocyst residuum is composed
of a cluster of granules forming a spherical mass. The oocysts of Eimeria parnasiensis
n. sp. (n = 54) are cylindrical, 1.8 ym (1.3—-2.4) thick, bi-layered wall with a rough outer
layer. Oocyst length is 28.2 ym (25.5-31.5), width 21.9 ym (19.0-28.1), and the L/W
ratio is 1.3 (1.2-1.4). A polar granule is present and the oocyst residuum is composed
of a cluster of granules of varying thickness. The sporocysts (n = 54) are ovoidal,
tapering toward the Stieda body, 12.2 ym (10.0-13.3) long, 7.6 ym (6.3-8.5) wide,
with a L/W ratio of 1.6 (1.4-1.9). The sporocysts have a nipple-like Stieda body but no
substieda body, and the sporocyst residuum is composed of an aggregate of fine
granules. This is the second record of Eimeria in the Montane Grass Mouse from

Brazil.

Keywords: Rodents, Coccidia, Akodon montensis, Atlantic Forest, Cricetidae
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Introduction

The Serra dos Orgdos National Park (PARNASO) is located centrally within the
Serra do Mar Ecological Corridor (Aguiar et al. 2005). Four species of grass mouse,
Akodon (Cricetidae: Sigmodontinae), are known to occur in the Brazilian state of
Rio de Janeiro, and three of these are found in the PARNASO: Akodon cursor
Winger, 1887, Akodon serrensis Thomas, 1902, and Akodon montensis Thomas,
1913 (Olifiers et al. 2007). These mice are terrestrial, have a varied insectivore-
omnivore diet (Graipel et al. 2003), and are known to host a range of organisms,
including viruses and helminths, in the Atlantic forest biome (Silva and Casteleti
2005; Simodes et al. 2014; Teixeira et al. 2014). We recently described the first
coccidian parasite of A. montensis in this biome (de Santana Miglionico et al. 2018),
and part of its endogenous development. At the same time, Barreto et al. (2017)
described the first coccidian species found in two rodents of the family Echimyidae.
More than 1200 species of protozoan parasites of the genus Eimeria Schneider,
1875 have been described to date, and are known to infect a number of different
types of host, although few data are available on the cricetid rodent hosts of the
Brazilian Atlantic Forest biome. The present study describes four Eimeria species
found in specimens of A. montensis captured in the Atlantic Forest of southeastern
Brazil. Three of these species were new to science, and are described here for the
first time. The fourth species observed in the present study, Eimeria zygodontomyis
Lainson and Shaw, 1990, was originally described in the rodent Necromys lasiurus

Lund, 1840 (Cricetidae: Sigmodontinae) .
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Material and methods

Study area

The study area was the Serra dos Orgdos National Park (PARNASO) in Rio de
Janeiro state, Brazil (22°27°49” S, 43°05'14.09” W). This national park is a
continuous tract of well-preserved Brazilian Atlantic Forest, and is one of the state’s

principal remnants of this forest biome (Aguiar et al. 2005).

Trapping

Rodents were trapped in the PARNASO during 10 consecutive days in November
2014 and July 2015. Traps were set along 10 transects during each expedition.
Tomahawk® (16 x 5 x 5 inches) and Sherman® traps were set on the ground along
these transects, with a total of 90 traps being set each night. Pitfall traps, made of
100-liter buckets buried in the ground, were placed along four transects, with 20
traps on each transect and a total of 80 pitfall traps per night. Voucher specimens
were deposited in the scientific collection of the National Museum (Museu
Nacional), at the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ). The field team was
proficient in biosafety practices and techniques, and used personal protective
equipment during all animal handling and biological procedures, in accordance with
the recommendations of the Brazilian Ministry of Health (Lemos and D’Andrea
2014). Samples were collected during the Rede Bioma (Biome Network) project
‘Inventories: Patterns of Diversity, Biogeography, and Endemism of Mammals,
Birds, Amphibians, Fruit Flies, and Parasites in the Atlantic Forest”, which is
supported by a consortium of Brazilian research agencies, and financed by CNPg-

PPBio Rede Bioma.
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Collection of oocysts and morphological analysis

The fecal samples were placed in 15 mL conical centrifuge tubes containing a 2.5%
(w/v) solution of K2Cr207, and maintained at room temperature. During the following
five days, the tubes were opened and stirred vigorously to oxygenate their content
and promote the sporulation of any oocysts present in the feces. The samples were
processed in a saturated sugar solution, following the centrifugal flotation procedure
(Sheather’s method), transferred to slides, and examined under a microscope at a
magnification of 400x (Duszynski and Wilber 1997). Morphological analyses and
measurements were conducted using a Carl Zeiss Axio Scope.A1 binocular
microscope with an apochromatic oil immersion objective lens and AxioVision
imaging system. The oocysts were examined with a Zeiss Imager.A2 light
microscope equipped with Nomarski interference contrast microscopy and 100x
objective lenses, with the images being captured with an AxioCam MRc. All
measurements are given as mean values in micrometers, followed by the range of

values in parentheses.

Histopathological analysis

To investigate infection sites and lesions, the small intestine of each specimen that
had oocysts in its feces was segmented and fixed overnight in Carson Millonig
formalin. These tissue samples were then dehydrated in a progressive series of
ethyl alcohol, diaphanized in xylol, embedded in paraffin blocks, cut into 5 pm
sections, stained with hematoxylin and eosin, and examined under a Carl Zeiss light

microscope (Humason 1979).
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Results

Six (11.4 %) of the 53 A. montensis specimens analyzed were infected with
Eimeria, and three of these specimens were infected with two species
simultaneously. The histopathology of the small intestine could only be evaluated in
one specimen, in which several lesions were detected. These lesions were
approximately 9.3 uym (7.2-10.8) in width and 17.5 ym (13.7-20.8) deep, but no
parasite developmental stages were observed. The fecal sample obtained from this
specimen contained oocysts of two of the new Eimeria species. The three new
Eimeria species are described below, and the features of the E. zygodontomyis
specimens observed in A. montensis, a new host for this parasite, are also

described.

Eimeria zygodontomyis Lainson and Shaw 1990

The fecal samples of two of the A. montensis specimens mentioned above (MNRJ
nos. 83769 and 83771) also contained oocysts of a second Eimeria species
(prevalence 3.8%; 2/53), which was diagnosed as Eimeria zygodontomyis Lainson
and Shaw, 1990. The oocysts were preserved as for the new species and deposited
in the parasite collection at the UFRRJ Institute of Biological Sciences and Health

(http://r1.ufrrj.br/labicoc/index.html), under repository number 83/2017.

The microscopic examination (see Fig. 1-3) recorded the following features. Oocyst
shape (n = 49) is ellipsoidal to cylindrical, bi-layered, very thin wall, 0.6 um thick
(0.5-0.8). Oocyst length is 18.3 ym (15.8-20.0), width 12.5 ym (10.8-13.1), and the
L/W ratio is 1.4 (1.2-1.6). Polar granules occasionally present, oocyst residuum

absent. The sporocyst shape (n = 49) is ellipsoidal, length 8.5 um (7.7-10.7), width
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5.2 ym (4.5-6.2), L/W ratio 1.5 (1.3-1.7). Stieda body prominent, substieda body

absent. Compact sporocyst residuum.

Fig. 1-3. Nomarski interference-contrast photomicrographs of Eimeria zygodontomyis
Lainson and Shaw 1990 from the rodent Akodon montensis. Stieda body (Sb);
Sporocyst residuum (Sr); Oocyst wall (Ow); Sporozoite (Sp). Scale bar = 10 ym.

Eimeria montensis n. sp.

Type-host: Akodon montensis (Rodentia: Sigmodontinae), symbiotype hosts (Frey
et al. 1992), skin and skeleton, are deposited in the National Museum in Rio de
Janeiro (adult males, MNRJ no. 83769, MNRJ no. 837770, adult female, MNRJ no.
83775)

Type-locality: Serra dos Orgdos National Park in Petrépolis, in the state of Rio de
Janeiro, Brazil (22°27°49” S, 43°05'14.09” W).

Type-material: The oocysts were preserved in 70% ethanol, following Duszynski
and Gardner (1991). The samples were deposited in the parasite collection at the

Institute of Biological Sciences and Health (http://r1.ufrrj.br/labicoc/index.html ) of

the Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ) in Seropédica, Rio de
Janeiro, Brazil. Phototypes and line drawings were deposited together with the
specimens. The repository number is P-82/2017.

Sporulation time: Unknown.

Site of infection: Small intestine.
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Prevalence: 3 of 53 (5.7%)

Etymology: The specific epithet “montensis” is derived from the species name of the
rodent host (Akodon montensis).

Exogenous stage

Description (Fig. 4 -6 and 13)

Sporulated oocyst

Oocyst shape (n = 30) is spherical to subspherical, wall bi-layered, 1.2 ym (1.0-1.4)
thick with rough outer layer. Oocyst length 16.3 pm (14.9-17.4), width 12.5 ym
(13.3-15.4), Length/Width (L/W) ratio 1.3 (1.0-1.4). Polar granule present, oocyst
residuum absent.

Sporocyst

Sporocyst shape (n = 30) is ellipsoidal, length 7.2 pm (6.1-7.8), width 5.1 ym (4.3—
5.7), L/IW ratio 1.4 (1.2-1.6). Stieda body nipple-like, substieda body absent,

sporocyst residuum granular.

Eimeria uricanensis n. sp.

Type-host: Akodon montensis (Rodentia: Sigmodontinae), symbiotype hosts (Frey
et al. 1992), skin and skeleton, are deposited in the National Museum in Rio de
Janeiro (young male, MNRJ no. 83771; adult female, MNRJ no. 83775)
Type-locality: Serra dos Orgdos National Park in Petrépolis, Rio de Janeiro state,
Brazil (22°27°49” S, 43°05°14.09” W).

Type-material: The oocysts were preserved in 70% ethanol, following Duszynski
and Gardner (1991). The samples were deposited in the parasite collection at the

Institute of Biological Sciences and Health (http://r1.ufrri.br/labicoc/index.html) of the

Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ) in Seropédica, Rio de Janeiro,
Brazil. Phototypes and line drawings were deposited together with the specimens.

The repository number is P-81/2017.
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Sporulation time: Unknown.

Site of infection: Unknown.

Prevalence: 2 of 53 (3.8%)

Etymology: The specific epithet “uricanensis” is derived from Uricanal, which is the
locality inside PARNASO where the host was captured.

Exogenous stage

Description (Fig. 7- 9 and 14)

Sporulated oocyst

Oocyst shape (n = 40) is ovoidal to pyriform, wall bi-layered, 1.4 ym (1.3—-1.6) thick,
outer layer rough. Oocyst length 26.6 pm (23.0-30.0), width 18.6 ym (17.0-20.0),
L/W ratio 1.4 (1.3—1.6). Polar granule present, oocyst residuum absent.

Sporocyst

Sporocyst shape (n = 40) ellipsoidal, length 13.3 um (10.0-15.5), width 8.0 um (7.4-
9.2), L/W ratio 1.7 pm (1.5-1.9). Stieda and substieda bodies absent, residuum

composed of a cluster of granules, forming a spheroid mass.

Eimeria parnasiensis n. sp.

Type-host: Akodon montensis (Rodentia: Sigmodontinae), symbiotype host (Frey et
al. 1992), skin and skeleton, are deposited in the National Museum in Rio de
Janeiro (adult male, MNRJ no. 83773)

Type-locality: Serra dos Orgdos National Park in Petrépolis, Rio de Janeiro state,
Brazil (22°27°49” S, 43°05°14.09” W).

Type-material: The oocysts were preserved in 70% ethanol, following Duszynski
and Gardner (1991). The samples were deposited in the parasite collection at the

Institute of Biological Sciences and Health (http://r1.ufrri.br/labicoc/index.html) of the

Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ) in Seropédica, Rio de Janeiro,

34



Brazil. Phototypes and line drawings were deposited together with the specimens.
The repository number is P-80/2017.

Sporulation time: Unknown.

Site of infection: Unknown.

Prevalence: 1 of 53 (1.9%)

Etymology: The specific epithet is derived from the Portuguese acronym of the
study area (PARNASO; Parque Nacional da Serra dos Orgé&os).

Exogenous stage

Description (Fig. 10 -12 and 15)

Sporulated oocyst

Oocyst shape (n = 54) subspheroidal to ellipsoidal with bi-layered wall 1.8 pm (1.3-
2.4) thick, and rough outer layer. Oocyst length is 28.2 ym (25.5-31.5), width 21.9
pm (19.0-28.1), L/W ratio 1.3 (1.2-1.4). Polar granule present, oocyst residuum
consisting of a cluster of granules of varying thickness.

Sporocyst

Sporocyst shape (n = 54) ovoidal, tapering toward Stieda body, length 12.2 um
(10.0-13.3), width 7.6 ym (6.3—-8.5), L/W ratio 1.6 (1.4-1.9). Stieda body nipple-like,

substieda body absent, residuum composed of aggregate of thin granules.
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Fig. 4-12. Nomarski interference-contrast photomicrographs of Eimeria montensis n. sp. (4-6),
Eimeria uricanensis n. sp (7-9) and Eimeria parnasiensis n. sp (10-12). Note the
highly refractile Polar granule (Pg); Oocyst wall (Ow); Oocyst residuum (Or);
Sporocyst residuum (Sr); Stieda body (Sb); Sporozoite (Sp); Sporocyst wall (Sw).
Scale bar = 10 uym.
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Fig. 13—-15. Composite line drawing of the sporulated oocysts of the new
coccidian species described from Akodon montensis. Scale bar = 10
Mm. Eimeria montensis n. sp. (13), Eimeria uricanensis n. sp. (14) and
Eimeria parnasiensis n. sp. (15).

Discussion

Eimeria zigodontomyis Lainson and Shaw, 1990 was originally described in the
hairy-tailed bolo mouse, Necromys lasiurus (= Zygodontomys lasiurus), from Serra
dos Carajas, in the northern Brazilian state of Para. This locality is more than 2000
km north of the Serra dos Orgaos National Park. Morphologically, the oocysts found
in A. montensis are identical to those described in N. lasiurus, with only minor
differences in size. The oocysts from the two rodents share a number of
characteristics, such as the thin wall, sporocyst residuum, curved sporozoite, and
the presence of prominent Stieda bodies, with polar granules extremely rare and the
typical cylindrical shape of the oocyst. The oocysts retrieved from N. lasiurus by
Lainson and Shaw, 1990 measured 16.5 x 12 pym (13.7-18.7 x 11.2-12.5), in
comparison with 18.3 x 12.5 ym (15.8-20.0 x 10.8-13.1), recorded in the present
study. The measurements of the sporocysts were even more similar, with those
from N. lasiurus measuring 8.4 x 5.5 ym (7.4-8.7 x 5.0-6.2), and those recorded in

the present study, 8.5 x 5.2 ym (7.7-10.7 x 4.5-6.2). It is interesting to note that
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Akodon and Necropsy are very closely related phylogenetically (D’Elia et al. 2003,
2008).

All the Eimeria specimens identified in the present study were compared
systematically with one another, and with the other species encountered previously
in cricetid rodents (Table 1), including three species from Brazil — Eimeia
akodonensis de Santana Miglionico et al. 2018, recorded in A. montensis, E.
zygodontomyis Lainson and Shaw, 1990, and Eimeria oryzomysi Carini, 1937,
found in Euryoryzomys sp. Weksler, Percequillo and Voss, 2006 - and two from
Venezuela, Eimeria ojastii Arcay, 1964, found in Oryzomys albigularis (=
Nephelomys albigularis) Tomes, 1860 and Eimeria akodoni Arcay, 1981, recorded
in Akodon urich venezuelensis Allen and Chapman, 1897.

The oocysts of Eimeria montensis n. sp. are similar in size and morphology to those
of E. zygodontomyis and E. ojastii. However, while the oocyst of Eimeria montensis
n. sp. has a bi-layered wall, that of E. zygodontomyis is mono-layered. Similarly, the
sporocysts of Eimeria ojastii lack a Stieda body, which is present in Eimeria
montensis n. sp.

The subspherical/ellipsoidal shape and the size of the oocysts of Eimeria
uricanensis n. sp. are similar to those of E. akodoni, Eimeria parnasiensis n. sp., E.
akodonensis, and E. oryzomysi. However, the sporocysts of Eimeria uricanensis n.
sp. lack a Stieda body, which is present in all the other four species. In addition,
while the oocysts of E. akodoni have a tri-layered wall, those of Eimeria uricanensis
n. sp. are bi-layered.

The oocysts and sporocysts of Eimeria parnasiensis n. sp. are similar in size and
morphology to those of E. akodoni, E. oryzomysi, and E. akodonensis. However,
while the oocysts of E. akodoni have a tri-layered wall, the wall of the oocysts of
Eimeria parnasiensis n. sp. is bi-layered. Similarly, E. oryzomysi has no polar

granule, which is present in Eimeria parnasiensis n. sp. Of all the Eimeria species
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known to parasitize cricetid rodents, E. akodonensis is the most similar to Eimeria
parnasiensis n. sp., although it has a thicker wall (1.8 ym vs. 1.5 ym in the new
species), a different-shaped sporocyst residuum, and much thicker spherical
granules. The oocyst residuum is a large spherical to subspherical globule in E.
akodonensis, forming a bulky aggregate of fine granules.

The histological examination of the lesions found in the lamina propria of the small
intestine of one A. montensis specimen revealed characteristics compatible with the
release of oocysts. The same pattern of lesions was observed in the histological
sections of E. akodonensis De Santana Miglionico et al. 2018, indicating that they
were caused by the development of the oocysts in the cells of the small intestine
(Fig. 16).

The sum of the evidence thus supports emphatically the description of three new
species, Eimeria montensis n. sp., Eimeria uricanensis n. sp., and Eimeria
parnasiensis n. sp. that parasitize the montane grass mouse, Akodon montensis, in
the Serra dos Orgdos National Park in Rio de Janeiro state, Brazil. We also found
E. zygodontomyis parasitizing this rodent, more than 2000 km south of its type

locality.
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Table 1 Comparative morphology of Eimeria spp. recorded in Akodon montensis and others Cricetidae rodents from Brazil and Venezuela. Metrical data given in micrometres as the mean followed by
the range in parentheses, some publications do not provide adequate information on the measures (not reported= NR).

Lo . Reference/ Oocyst size Oocyst wall Oocyst Polar Sporocyst size Stieda l{ody/
Host Eimeria species Oocyst shape . shape Sub-Stieda
country (L/W) thickness . granule (L/W)
index body
P t study/ . g Present/Absent
Akodon montensis  E. montensis n.sp reseﬁ S Spherical to 16.3 x 12.5 Bi-layered 1.3 Present 72x5.1
el subspherical (14.9-17.4 x 13.3-15.4) 1.2(1.0-1.4)  (1.0-1.4) (6.1-7.8 x 43 -5.7)
Present study/ Ovoidal to 26.6 x 18.6 Bi-layered 1.4 13.3x 8.0 Absent/Absent
- E.uricanensis n.sp Brazil pyriform (23-30 x 17-20) 1.4 (1.3— (1.3-1.6) Present  (10.0-15.5 x 7.4-9.2)
1.5)
Present study/ Subspheroidal 28.2x21.9 Bi-layered 1.3 122x 7.6 Present/Absent
o Lo
E-parnasiensis n.sp-— g ;) to ellipsoidal (25.5-31.5x19.0-28.1) 1.8(1.3-24)  (1.2-1.4) Present (10.0-13.3 x 6.3-8.5)
de Santana Subspheroidal 25.3 x20.2 Bi-layered 1.3 11.8x7.9 Present/Absent
* E. akodonensis Miglionico et al.  to ellipsoidal (21.0-28.0 x 17.0-22.0) 1.5(1.3-1.6) (1.2-1.4) Present (9.3-14.4 x 6.7-9.3)
(2018)/Brazil
oo Arcay (1981)/ Fusiform to 27 %18 Tri-layered NR 14 x7 Present/Absent
Akodon urichi )
) E. akodoni Venezuela Ellipsoidal NR (1.5) Present NR
venezuelensis
Carini (1937)/ Subspheroidal NR . 11x 8 Present/Absent
Bi-layered
Euryoryzomys sp E. oryzomysi Brazil to ellipsoidal (22 -25% 17-19) - 1.25 Absent (NR)
Lainson and Ellipsoidal to 16.5x 12 Single layer 1.4 84x55 Present /Absent
Necromys lasiurus  E. zygodontomyis Shaw (1990)/ cylindroidal (13.7-18.7 x 11.2-12.5) 0.6 (1.2-1.5) Present (7.4-8.7 x 5.0-6.2)
Brazil
Nephelomys Arcay (1964)/ ) 17.4 x 13.2 Bi-layered 7.5%x5.9
E. ojastii Ellipsoidal NR NR Absent/Absent
albigularis Venezuela NR NR NR
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Fig. 16. Lesions observed on the small intestine of a specimen of Akodon
montensis, shedding oocysts of Eimeria montensis n. sp. and Eimeria
uricanensis n. sp. The arrow heads indicate the aperture of the lesions,
and the asterisks, their depth.
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4 CONCLUSOES

e Ha alta diversidade de parasitos do género Eimeria em roedores da
espécie Akodon montensis capturados no Parque Nacional da Serra

dos Orgaos, RJ;

e Existem quatro novas espécies de Eimeria denominadas
Eimeria akodonensis, E. montensis, E. uricanensis e E. parnasiensis, e

estas sdo parasitas do roedor A. montensis;

e Akodon montensis € hospedeiro de E. zygodontomyis;

e Desenvolvimento enddgeno caracteristico de coccidios ocorre em
células da lamina propria do jejuno de espécimes de A. montensis
positivos para a presenca de oocistos de E. akodonensis em suas

fezes.

e A prevaléncia de coccidios do género Eimeria spp em roedores da

espécie Akodon montensis nesse estudo ficou em um total de 19%.
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5 PERSPECTIVAS

O género Akodon possui ampla distribuicdo geografica no Brasil, mas até a
realizacdo da presente pesquisa nenhuma investigacdo sobre a ocorréncia de
infeccdo por coccidios havia sido realizada. Somente parte do ciclo endégeno do
parasito E. akodonensis n. sp. hospedeiro A. montensis foi descrita no exame
histolégico realizado nesta pesquisa, 0 que suscita o desenvolvimento de outros
estudos para descricdo completa do ciclo.

No entanto, os resultados gerados demonstram a grande diversidade de
espécies de Eimeria em roedores deste género e abrem perspectivas para que
outras investigagdées sobre ocorréncia e parasitismo por coccidios em Akodon spp.
sejam realizadas. Soma-se a isso a imensa escassez de informagdes sobre a
diversidade coccidios da familia Eimeriidae em roedores silvestres. Se
considerarmos a diversidade da familia Cricetidae, com 55 espécies descritas no
Brasil, constatamos que pouco mais de 5% dessas espécies foram estudadas
acerca da sua ecologia de coccidios. Estudos como este podem ajudar a formular
hipoteses sobre o papel dos coccidios em processos relacionados a regulagdo de
hospedeiros, estudos de regulagdo de predadores e populagdo de presas, ou como
um bioindicador de qualidade ambiental (Thomas e Renaud 2007; Yun-Fen et al
1986).

Marquardt estudou especificamente na Eimeria zurnii os efeitos de agentes
fisicos (radiagao solar, oxigénio, pH), quimicos (cloreto de mercurio) e biolégicos
(bactérias) no processo de esporulagdo desses oocistos no ambiente (Marquardt et
al., 1960). Quais seriam os resultados desses efeitos em regides tropicais ou biomas
como a Mata Atlantica, que apresentam varias fitofisionomias e estagios de
sucessao ecolégica. Frente a esse cenario de possibilidades, alguns
questionamentos podem ser levantados. Sera que ha espécies de parasitos restritas
a estes habitats? Ou uma unica espécie em varios habitats? Sera que a mesma
espécie de hospedeiro apresenta perfil de espécies de parasitos similar em distintas
areas geograficas? Novos estudos devem ser continuados para que se possa
conhecer a diversidade de coccidios ndo s6 em roedores, mas nas diferentes
especies de mamiferos silvestres do Brasil e assim, responder a esses

questionamentos.
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ANEXO Il

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 | Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidacao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrées de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosoéfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigéo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) [Fim (més/ano)
1 [ campanha de amostragem na estacéo chuvosa (previséo) 11/2014 12/2014
2 | campanha de amostragem na estagao seca (previséo) 06/2015 07/2015

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pe¢as integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou & pesquisa, estéo sujeitas a autorizacédo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservac&o estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de &rea dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagéo fundidria encontra-se em curso

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBIio n” 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBIio n® 1072010, no que
3 | especifica esta Autorizag&o, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacédo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condi¢&o in situ.

O titular de autorizag¢do ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagéo vigente, ou quando da inadequacao,
6 | omissdo ou falsa descri¢do de informagdes relevantes que subsidiaram a expedi¢do do ato, poderd, mediante decis&o motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislag&o brasileira em vigor.

Este documento n&o dispensa o cumprimento da legislagao que dispbe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

Para as espécies presentes na lista brasileira da fauna ameacada de extingdo somente esta autorizada a coleta/transporte de 2
individuos/espécie.

As redes de neblinas deveréo ser verificadas no minimo de 30 em 30 minutos.

1 | As armadilhas utilizadas para a captura dever&o ser vistoriadas pelo menos duas vezes ao dia (pela manhé e tarde) para minimizar a morte
devido a hipo ou hipertermia.

Os pit fall devem conter aparatos que diminuam stress (insolagé&o e/ou afogamento) dos animais, os quais devem ser fechados ou retirados
quando inativos.

1- Observar o previsto na Cartilha do Pesquisador do PARNASO. 2- Mesmo que as atividades ocorram fora das portarias do PARNASO, as datas
deveréo ser avisadas pelo email pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br 3- As armadilhas de queda deverédo ser mantidas fechadas entre as

2 campanhas e dever&o ser retiradas apés a Ultima campanha, caso nao haja previsdo de reutilizagdo, e os buracos devem ser tampados com
terra.
Equipe

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

codgodesuentaiossarassz |||

Pagina 1/5

55



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 ‘ Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidacao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventéarios: Padrées de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosdfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16
# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Emmanuel Messias Vilar Gongalves da Silva Pesquisador 083.915.474-77 7116928 sds-PE Brasileira
2 | Arnaldo Maldonado Junior Pesquisador 483.865.107-49 03335854-0 |.F.P.-RJ Brasileira
3 | Jonathan Goncalves de Oliveira Aluno 128.600.487-07 256511163 DIC-RJ Brasileira
4 | Ana Claudia Delciellos pesquisador 082.413.777-97 12230885-1 IFP-RJ Brasileira
5 | Bernardo Rodrigues Teixeira Pesquisador 083.331.997-39 11566950-9 IFP-RJ Brasileira
6 | Jeiel Gabrir Carvalhaes Pesquisador 086.576.357-71 11987891-6 IFP-RJ Brasileira
7 | Michele Maria dos Santos Técnico 057.199.577-23 13233941-7 DIC-RJ Brasileira
8 | Julia Lins Luz Pesquisadora 085.087.107-71 118696996 IFP-RJ Brasileira
9 | Luana Delfoente Fernandez Aluno 120.565.197-71 203893409 Detran-RJ Brasileira
(1) André Campos Santana Técnico 019.316.197-43 091942953 DETRAN-RJ Brasileira
1 Fernanda Leite Marinho Aluno 130.660.327-79 118287184 Detran-RJ Brasileira
; Alexander de Oliveira Maia Aluno 119.824.957-90 113295414 DETRAN-RJ Brasileira
:15 Bruna Marcenes Gomes Aluno 141.559.027-37 267906204 DICRJ-RJ Brasileira
‘11 Camila dos Santos Lucio Aluno 134.577.197-56 129872941 detran-RJ Brasileira
; Thiago dos Santos Cardoso Aluno 115.803.577-25 215414772 DETRAN-RJ Brasileira
:5 Manoel Comes Muanis Pesquisador 082.537.357-31 113526776 IFP-RJ Brasileira
; Natalie Olifiers Pesquisadora 082.893.087-28 11416202-7 IFP-RJ Brasileira
; ROSANA GENTILE Pesquisadora 023.643.507-86 081579054 IFP-RJ Brasileira
; Fernando de Oliveira Santos Aluno 141.611.297-93 241839299 DETRAN-RJ Brasileira
S Victor Siqueira Pimentel Aluno 104.459.267-24 208905216 dicrj-RJ Brasileira
? reginaldo dos santos honorato Aluno 124.717.697-56 22503559-1 Detran-RJ Brasileira
g Roberto do Val Vilela Pesquisador 165.927.918-61 14.828.857-1 SSP-SP Brasileira
:25 Leticia Lutke Riski Aluno 137.974.897-65 21744281-3 Detran-RJ Brasileira
2 [PATRICIA FERNANDESIHECIODORODOS! Aluno 100.173.857-84 115542870 DIC-RJ Brasileira
4 | SANTOS

g Socrates Fraga da Costa Neto Técnico 098.931.347-65 126332089 IFP-RJ Brasileira
g Suzy Emidio Ribeiro Pesquisadora 082.878.446-90 280045246 DETRAN-RJ Brasileira
; Lucas Henriques de Carvalho Possi Aluno 143.334.697-40 26.760.300-9 Detran-RJ Brasileira

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 | Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidagao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrées de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosdfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Institui¢do : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipo

|| [RJ ] PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS [ UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Didelphimorphia, Lagomorpha, Cingulata, Chiroptera, Rodentia
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Chiroptera, Didelphimorphia, Lagomorpha, Rodentia, Cingulata
- ; T Chiroptera (*Qtde: 20), Lagomorpha (*Qtde: 4), Cingulata (*Qtde: 4), Rodentia (*Qtde: 20),
3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Didelphimorphia (*Qtde: 20)
4 | Marcac&o de animais silvestres in situ Didelphimorphia, Rodentia, Chiroptera

Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

Fragmento de tecido/érgao, Outras amostras biolégicas(orgaos para hantaviroses (FIOCRUZ)),

1 | Amostras biolégicas (Outros mamiferos) Sangue, Ectoparasita, Animal encontrado morto ou partes (carcaga)/osso/pele

Armadilha de queda “pit fall“, Rede de neblina, Armadilha tipo gaiola com atrag&o por iscas (“Box

2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Trap/Tomahawk/Sherman”)

3 | Método de marcacgao (Outros mamiferos) Brinco, Outros métodos de marcagao(anilha para morcegos)

Destino do material bioldgico coletado

# | Nome local destino | Tipo Destino

[
[1_TUFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO [ colecao

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 | Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidacao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deverd ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrées de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, droséfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Institui¢do : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO |CNPJ: 33.663.683/0001-16

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nédo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotag&o. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colec¢&o bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢ées Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45839-1 | Data da Emissao: 07/11/2014 17:00 Data para Revalidagao*: 07/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Rui Cerqueira Silva CPF: 271.775.487-34

Titulo do Projeto: Rede BioM.A. Inventarios: Padrées de diversidade, biogeografia e endemismo de espécies de mamiferos, aves, anfibios, drosdfilas

e parasitos na Mata Atlantica

Nome da Instituigdo : UFRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 33.663.683/0001-16

* ldentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO Il

ﬁ| i m} MINI§TERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSWALDO CRUZ :
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulado :

" Avaliagéo da circulacdo de hantavirus entre roedores silvestres no estado do
- Rio de Janeiro e no estado do Parana. "

numero P-405/07, proposto por Paulo Sérgio D' Andrea, foi licenciado pelo
N° L-049/08.

Sua licenca de N° L-049/08 autoriza o uso anual de :
- 1540 Didelphimorphia - 3350 Rodentia
Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -

FIOCRUZ). Na Ppresente formatacdo, este projeto esta licenciado e tem
validade até 9 de junho de 2012,

Rio de Janeiro, 25/09/2008

7/

Dra. Norma Volimer abarthe
Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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Ministério da Satide

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz ==

_ et . Comissido de Etica
VJce-pre.SI_danma de Peﬂzsq.ulsa = no Use de Animais
Laboratdrios de Referéncia

LICENCA LW-81/12

Certificamos que o protocolo (P-42/12.1), intitulado "DIAGNOSTICO DA
INFECCAO POR TRIPANOSOMATIDEOS EM MAMIFEROS POTENCIAIS
RESERVATORIOS NO BRASIL.”, sob a responsabilidade de ANDRE LUIZ
RODRIGUES ROQUE, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde scbre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 26/11/2016 e inclui o uso total de:

Rodentia
- 600 Machos.
- 600 Fémeas.
Marsupialia
- 600 Machos.
- 600 Fémeas.
Chiroptera
- 200 Machos.
- 200 Fémeas.
Carnivora —
- 75 Machos. %,: ¥
- 75 Fémeas. (/- P esQr@
OctE'C ; denadoty
3 CEU NF%OG’)_GE’SO
{continua) SIAPE o

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagéo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expansao — sala 200 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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LICENCA LW-81/12

{continuacgao da licenca LW-81/12 - protocolo 42/12.1)

Cingulata
- 10 Machos.
- 10 Fémeas.

Pilosa
- 10 Machos.
- 10 Fémeas.

Canis familiaris
- 460 Machos.
- 460 Fémeas.

Sus domesticus
- 100 Machos.
- 100 Fémeas.

Bovinae
- 40 Machos.
- 40 Fémeas.

Capra aegagrus hircus
- 40 Machos.
- 40 Fémeas.

Rio de Janeiro, 26 de novembro de 2012.

& ~J e
Octavio Augusto Franga Presgrave -

Coordenador da CEUA/FIOCRUZ
presgr*®
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