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RESUMO

Pequenos mamiferos nao-voadores sdo importantes hospedeiros e/ou reservatdrios de
parasitos do género Trypanosoma. Objetivando conhecer os tripanossomas destes animais no
Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (MG, Brasil), foram capturados 294 animais (117
Rhipidomys macrurus, 54 Hylaeamys megacephalus, 15 Oecomys cleberi, um Rattus rattus,
85 Gracilinanus agilis e 22 Didelphis albiventris). Foram preparados esfregagos sanguineos
para cada animal, sendo o sangue também acondicionado em papel filtro. O DNA extraido do
sangue em papel filtro foi submetido a Nested-PCR com alvo para o gene 18S rRNA de
Trypanosoma spp., sendo as amostras positivas sequenciadas. Adicionalmente, também
buscou-se verificar os efeitos de 7. lainsoni sobre a razdo neutréfilo:linfocito (N:L) e
condicdo corporal de populacdes de G. agilis (n=75) e R. macrurus (n=108). Para tal, dados
de condigdo corporal, aferida pelo indice de massa escalonada, ¢ razdo N:L, obtida pela
contagem diferencial de leucocitos nas extensdes sanguineas, foram utilizados na elaboragao
de modelos lineares generalizados. Foram considerados plausiveis modelos com valores de
AICc>>2. Dos esfregacos sanguineos, 7% (21/294) mostraram formas tripomastigotas,
principalmente os de G. agilis (12/294, 4%), que também exibiram a maior parasitemia. Em
relacdo a Nested-PCR, 32% (68/215) das amostras foram positivas, incluindo as de R.
macrurus, H. megacephalus, D. albiventris ¢ G. agilis. Das sequéncias obtidas, 82% (56/68)
foram semelhantes a 7. lainsoni e 10% (7/68) a T. cruzi Tcl. Este ¢ o primeiro relato de
T. lainsoni parasitando R. macrurus e segundo para H. megacephalus, bem como a primeira
descricao de 7. cruzi Tcl em R. macrurus. A analise de modelos sugere que a presenca de
T. lainsoni nao influencia na condi¢do corporal de G. agilis € R. macrurus (AICc=4,99 e 2,05,
respectivamente), ndo afetando também a razdao N:L de G. agilis (AICc=3,56) e exibindo
efeitos discretos sobre este parametro em R. macrurus (AICc=2). Com tais achados, conclui-
se que 7. lainsoni ¢ um parasito generalista ndo-patogénico e com distribui¢cdo mais ampla do
que se conhecia. Além disso, a baixa diversidade de espécies e/ou abundancia de reservatorios
altamente competentes (como D. albiventris) contribuem para manutencao do ciclo silvestre

de T. cruzi Tcl.

Palavras-chave: Trypanosoma lainsoni; roedores; marsupiais; condi¢ao corporal; razao N:L;

T. cruzi.



ABSTRACT

Non-volant small mammals are important hosts and/or reservoirs of parasites of the genus
Trypanosoma. Aiming to know the trypanosomes of these animals in Tridngulo Mineiro and
Alto Paranaiba (MG, Brazil), 294 animals were captured (117 Rhipidomys macrurus, 54
Hylaeamys megacephalus, 15 Oecomys cleberi, one Rattus rattus, 85 Gracilinanus agilis and
22 Didelphis albiventris). Blood smears were prepared for each animal, and the blood was
also placed on filter paper. The DNA extracted from blood on filter paper was submitted to
Nested-PCR targeting the 18S rRNA gene of Trypanosoma spp., and the positive samples
were sequenced. Additionally, we also sought to verify the effects of 7. lainsoni on the
neutrophil:lymphocyte ratio (N:L) and body condition of populations of G. agilis (n=75) and
R. macrurus (n=108). For this, body condition data, measured by the scaled mass index, and
the N:L ratio, obtained by the differential count of leukocytes in blood smears, were used in
the elaboration of generalized linear models. Models with AICc>>2 values were considered
plausible. The blood smears showed 7% (21/294) of trypomastigotes forms, mainly those of
G. agilis (12/294, 4%), which also exhibited the greatest parasitemia. Regarding Nested-PCR,
32% (68/215) of the samples were positive, including R. macrurus, H. megacephalus,
D. albiventris and G. agilis. Of the sequences obtained, 82% (56/68) were similar to 7.
lainsoni and 10% (7/68) to T. cruzi Tcl. This is the first report of 7. lainsoni parasitizing R.
macrurus and the second for H. megacephalus, as well as the first description of 7. cruzi Tcl
in R. macrurus. Model analysis suggests that the presence of 7. lainsoni does not influence
the body condition of G. agilis and R. macrurus (AICc=4.99 and 2.05, respectively), also not
affecting the N:L ratio of G. agilis (AICc=3.56) and showing discrete effects on this
parameter in R. macrurus (AICc=2). With these findings, we concluded that 7. lainsoni is a
non-pathogenic generalist parasite with a wider distribution than previously known.
Furthermore, the low species diversity and/or abundance of highly competent reservoirs (such

as D. albiventris) contribute to the maintenance of the sylvatic cycle of 7. cruzi Tcl.

Keywords: Trypanosoma lainsoni; rodents; marsupials; body-condition; N:L ratio; 7. cruzi.
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1. INTRODUCAO

Conhecido por sua rica biodiversidade, o Brasil tem vivido retrocessos politicos e
econdmicos que contribuiram para o avango da fronteira agricola e urbana sobre as areas
naturais (BARBOSA; ALVES; GRELLE, 2021; WINCK et al., 2022). O Cerrado brasileiro,
por exemplo, ¢ uma das savanas tropicais mais ameagadas do mundo e, atualmente, restam
menos de 20% de sua vegetacao nativa (MYERS et al., 2000; SOARES-FILHO et al., 2014;
STRASSBURG et al., 2017). Sabendo que o desmatamento, trafico de animais, expansao das
cidades e do agronegocio favorecem um maior contato entre as espécies silvestres com o0s
seres humanos e animais domésticos (direta ou indiretamente), o controle da transmissdo de
agentes zoonoticos e antropozoondticos desponta como um grande desafio (TAYLOR;
LATHAM; WOOLHOUSE, 2001; KARESH et al., 2012; ALLEN et al, 2017;
CUNNINGHAM; DASZAK; WOOD, 2017; AJUWON et al., 2022; WYATT et al., 2022).
Aproximadamente 60% das moléstias que acometem seres humanos sdo de origem zoondtica
e 71% dos agentes patogénicos apresentam origem na vida silvestre (DASZAK;
CUNNINGHAM; HYATT, 2000; CUTLER; FOOKS; VAN DER POEL, 2010).

Considerando que perturbacdes nos ambientes naturais levam a alteracdes na
composicao das espécies envolvidas nos ciclos de transmissdo de patdégenos, ndo surpreende
que 58% das infeccdes que acometem pessoas € animais estejam ligadas a estes distirbios
(PATZ et al., 2000; TAYLOR; LATHAM; WOOLHOUSE, 2001; FOLEY et al., 2005;
PAGE et al., 2011). Assim, sabendo da relagdo entre saide animal, humana e ecossistémica, o
conhecimento da biodiversidade de patdgenos e a dindmica envolvendo seus hospedeiros e/ou
reservatorios animais tem sido estimulado, principalmente por ser capaz de prever o risco de
infeccdes humanas (KARESH et al.,, 2012). Se por um lado o declinio de determinadas
populagdes de hospedeiros e/ou reservatorios em fungdo das perturbagdes pode atuar
reduzindo taxas de parasitismo, em virtude das menores chances de transmissdo-encontro,
alguns parasitos geralmente tendem a experimentar uma explosdo ap0s tais eventos, isso em
virtude da proliferagcdo de espécies de hospedeiros e/ou reservatorios generalistas e
potencialmente susceptiveis (YATES et al., 2002; KARESH et al., 2012; HOSSACK et al.,
2013; KEESING; YOUNG, 2014; LADIN et al., 2016).

Embora os parasitos e vetores também sejam afetados por desequilibrios ambientais,
visto que tais distarbios podem atuar como barreira ecologica, alguns tém demonstrado a
capacidade de se adaptar a estrutura biotica e abidtica do peridomicilio e cidades, como ja

demonstrado para Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) e seus vetores (DE NOYA et al., 2010;
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FOLEY et al., 2013; LEVY et al., 2014; NEIDERUD, 2015; KHATCHIKIAN et al., 2015;
GASPE et al., 2020). Basicamente, frente a retirada das fontes naturais de alimento (sangue
animal), os vetores generalistas de 7. cruzi tendem a se aproximar de areas peridomiciliares e
domésticas em busca de alimento, podendo inclusive realizar hematofagia no ser humano
(COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014). Quanto aos potenciais reservatorios deste
protozodrio, populacdes de pequenos mamiferos ndo-voadores (roedores e marsupiais)
sinantrépicos também tendem a atingir densidades altas em &reas antropizadas, atuando na
manutengdo do ciclo bioldgico de 7. cruzi (REPERANT et al., 2009; NEIDERUD, 2015;
BEZERRA-SANTOS et al., 2021).

Embora a discussdo sobre a conceituacao de hospedeiros e reservatdrios ainda esteja em
aberto, atualmente tém-se adotado que o primeiro termo esteja relacionado a espécie que
abriga o parasito e pode ou ndo ter sua sobrevivéncia comprometida, enquanto o segundo
corresponde a um sistema ecoldgico formado por uma ou mais espécies responsaveis por
manter a circulacdo do parasito em um determinada escala espago-temporal (ASHFORD,
2003; ROQUE; JANSEN, 2014a, 2014b). Além disso, para uma espécie ser categorizada
como reservatorio, ela deve preencher alguns requisitos, como: superpor-se geograficamente
em um intervalo de tempo como o vetor e parasito, apresentar alta prevaléncia de infeccdo em
distintas categorias demograficas (machos, fémeas, adultos e jovens) e ter a capacidade de
manter uma carga parasitaria na pele ou no sangue em quantidade suficiente para infectar o
vetor (SILVA et al., 2005; ROQUE; JANSEN, 2014a, 2014b). Vale ressaltar que em cada
sistema ecoldgico o papel de cada componente do ciclo bioldgico do parasito € inico, ou seja,
o papel de uma mesma espécie pode diferir entre areas.

Do ponto de vista sanitario, roedores (Ordem Rodentia, representados pelos ratos,
ratazanas ¢ camundongos) compreendem os mamiferos que mais frequentemente
acompanharam o ser humano em sua dispersao global, carreando consigo patdogenos que, por
vezes, ocasionaram epidemias e epizootias (DAHMANA et al., 2020). Sao importantes
hospedeiros e/ou reservatdrios das tripanossomiases, leishmanioses [cutanea e visceral],
toxoplasmose, neosporose, criptosporidiose, hepatozoonose e babesiose (TAYLOR et al.,
2008; ROQUE; JANSEN, 2014a; BORDES; BLASDELL; MORAND, 2015; PERLES et al.,
2019). Por comporem a base da cadeia trofica da maioria dos carnivoros neotropicais, atuam
como hospedeiros intermedidrios ou paraténicos de alguns parasitos, transmitindo-os ao
serem predados (HERRERA et al., 2011; DEMONER et al., 2016; DE SOUZA et al., 2017).
Tais animais apresentam grande diversidade morfoldgica (podendo pesar de poucas gramas a

70kg, como no caso das capivaras) e ecologica, bem como elevada abundancia e riqueza de
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espécies, sendo que no Brasil sdo descritas 267 espécies (MUSSER; CARLETON, 2005;
ABREU et al., 2021; CHELLAPPAN, 2021). Hylaeamys megacephalus (Figura 1), por
exemplo, ¢ um roedor pertencente a familia Cricetidac e com habito predominantemente
terrestre (VOSS; LUNDE; SIMMONS, 2001; PATTON; PARDINAS; D’ELIA, 2015). Essa
espécie ocorre em formagdes florestais da Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica, sendo
também encontrado no Paraguai, Venezuela, Guiana e Trindade (MARES; ERNEST;
GENTTIGER, 1986; OCHOA et al, 1993; VOSS et al, 2001). Em oposi¢do,
Rhipidomys macrurus (Cricetidae, Figura 1) ¢ arboricola, sendo encontrado na Caatinga e,
predominantemente, em formacdes florestais do Cerrado (FONSECA et al., 1996; COSTA et
al., 2011; PATTON; PARDINAS; D’ELIA, 2015). Registros de Sancha et al. (2011) também
reportam a ocorréncia de R. macrurus no Paraguai.

Embora menos diversos (67 espécies no Brasil), os marsupiais (Ordem
Didelphiomorphia, representada por gambads ou sarués e cuicas) também sdo animais
sinantropicos tidos como importantes hospedeiros e/ou reservatorios de doengas causadas por
protozoarios, como as leishmanioses (cutdnea e visceral), hepatozoonose, toxoplasmose,
neosporose, sarcocistose e criptosporidiose (POWER, 2010; DUBEY et al., 2015; ABREU et
al., 2021; GONDIM et al, 2021; BITENCOURT; BEZERRA, 2022). O género
Didelphis (familia Didelphidae), foco de grande parte dos estudos de satilde animal, apresenta
alta adaptabilidade a locais com elevado grau de antropiza¢do (comportamento que €
potencializado pela perda de habitat), habito alimentar onivoro e oportunista (JIMENEZ et al.,
2011; CARREIRA et al., 2017; CRUZ-SALAZAR; RUIZ-MONTOYA, 2020). Gambas sdo
frequentemente vistos nos quintais de residéncias situadas nas bordas das matas, visitando
galinheiros e latas de lixo em busca de alimento e colonizando forros das casas ou tocas de
outros animais (OLIFIERS; GENTILE; FISZON, 2005; CARREIRA et al., 2017). Com isso,
estabelecem elos entre os ciclos de transmissdo de patdgenos entre os ambientes silvestres,
periurbanos e urbanos (BEZERRA-SANTOS et al., 2021).

O género Didelphis ¢ composto por seis espécies de marsupiais do Novo Mundo, sendo
elas divididas em dois grandes grupos, com exce¢do de D. virginiana. Sao eles, o grupo
D. marsupialis (D. marsupialis e D. aurita) e grapo D. albiventris (D. albiventris, D. pernigra
e D. imperfecta) (GARDENER, 2008; BEZERRA-SANTOS et al., 2021). D. albiventris
(Figura 1), em particular, ¢ uma das espécies mais abundantes, estando distribuida na
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai, sendo popularmente conhecido como gamba-
de-orelha-branca (GARDNER, 2008). No Brasil, esta espécie pode ser encontrada no
Cerrado, Caatinga, Pampa e Mata Atlantica e pesar mais de 01kg (GARDNER, 2008; MELO;
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SPONCHIADO, 2012). Outro didelfideo que ocorre em formagdes florestais do Cerrado e
Caatinga ¢ Gracilinanus agilis (Figura 1), um pequeno marsupial generalista, que apresenta
comportamento reprodutivo semélparo (espécie com um Unico evento reprodutivo), pesa entre
8 e 40 gramas e ¢ popularmente conhecido como cuica-graciosa (CACERES;
PREVEDELLO; LORETTO, 2012; LOPES; LEINER, 2015). Basicamente, o ciclo de vida de
G. agilis dura cerca de um ano e ndo apresenta sobreposi¢do de geracdes, visto que os machos
morrem apos a atividade reprodutiva e as fémeas persistem somente até o desmame dos
filhotes (LOPES; LEINER, 2015; ROSSI et al., 2020). Considerando os custos deste
comportamento, tais animais tornam-se propensos a infectar-se por parasitos (STRONA;
LEVENHAGEM, LEINER, 2015; HERNANDEZ et al.,, 2018), constituindo, portanto,

interessantes modelos de estudo sobre satde animal.

Figura 1: Individuos de roedores (R. macrurus [A] e H. megacephalus [B]) e marsupiais (G. agilis [C] e D.
albiventris [D]). Fonte: acervo fotografico do Laboratorio de Ecologia de Mamiferos — UFU.

Sabe-se que T. cruzi pode ser mantido por uma centena de espécies de mamiferos (~180
espécies), com destaque para Didelphimorphia, Primates, Chiroptera e Carnivora (HERRERA
et al., 2004; NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009; HAMILTON et al., 2012; OROZCO et
al., 2013; GURTLER; CARDINAL, 2015; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). Dentre os
pequenos mamiferos nao-voadores, Didelphis sp. ¢ considerado um bioacumulador
competente de tripanossomas, como 7. cruzi (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2015, 2018;
ROMAN et al.,, 2018a; NANTES et al.,, 2021). Embora estudos reportando roedores
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infectados por 7. cruzi sejam menos numerosos, a importancia epidemioldgica destes animais
no ciclo biolégico desse protozodrio é pouco explorada, principalmente devido as baixas taxas
de infeccao (RADEMAKER et al., 2009; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018).

T. lainsoni (Naiff & Barret, 2013), por sua vez, foi primeiramente isolado e descrito no
roedor Mesomys hispidus procedente da Floresta Amazonica (Amazonas) (NAIFF;
BARRETT, 2013). Além dessa espécie de roedor, 7. lainsoni também ja foi encontrado
parasitando  Euryoryzomys  russatus  [=Oryzomys  russatus], Calomys sp. e
Hylaeamys megacephalus, os marsupiais G. agilis e D. albiventris, 0os morcegos
Platyrrhinus lineatus e Artibeus planirostris e o felino Leopardus geoffroyi, procedentes da
Mata Atlantica (Espirito Santo e Paraiba), Cerrado (Goias e Mato Grosso do Sul), Pantanal
(Mato Grosso) e regido do Chaco argentino, respectivamente (ORTIZ et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2019; DIAZ et al., 2020; FERREIRA, 2020; NANTES et al., 2021).
Entretanto, a distribui¢do de 7. lainsoni pode ser ainda maior do que se conhece. Além disso,
ainda ndo se sabe os seguintes aspectos relacionados a 7. lainsoni: vetor(es) (i); ciclo
bioldgico (i1); patogenicidade (ii1); se pode infectar outros hospedeiros e/ou reservatérios (iv);
se sua transmissdo esta restrita a algum estrato florestal (v); e se interfere na sorologia de

T. cruzi (vi, DIAZ et al., 2020).

1.1. Trypanosoma spp. parasitos da vida silvestre e de animais domésticos

Trypanosoma (Gruby, 1843) ¢ um género monofilético de euglenozoarios endoparasitos
que possuem apenas um flagelo e pertencem a familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901) e
ordem Trypanosomatida (Kent, 1880) (MEHLHORN, 2016). Atualmente, o género abrange
cerca de 500 espécies de tripanosomas parasitos, aproximadamente 60% de toda a familia
(KOSTYGOV et al., 2021). Esses organismos possuem uma grande massa de &cido
desoxirribonucleico mitocondrial (kDNA) e denominada cinetoplasto (BOGITSH; CARTER;
OELTMANN, 2013; MEHLHORN, 2016). Apresentam ciclo bioldgico heteroxeno (com
raras excegdes), ou seja, requerem hospedeiros e/ou vetores invertebrados hematofagos
(hirudineos, carrapatos, moscas, mosquitos, flebotomineos, pulgas, piolhos e barbeiros),
hospedeiros e/ou reservatorios vertebrados (em sua maioria mamiferos) (HAMILTON;
STEVENS, 2017; MASLOV et al.,, 2018). Embora possam apresentar variagdes em
comprimento, largura e posi¢do das estruturas celulares, em hospedeiros e/ou reservatorios
vertebrados, Trypanosoma sp. € encontrado em duas morfologias bésicas, tripomastigotas
(forma flagelada com extensa membrana ondulante), amastigotas (forma com flagelo

incipiente) e, raramente, como epimastigotas (BARRIAS; ZUMA; DE SOUZA, 2022). No
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trato digestivo ou glandulas salivares dos hospedeiros invertebrados ou vetores, predominam
as formas tripomastigotas e epimastigotas (formas flageladas alongadas com membrana
ondulante incipiente) (BARRIAS; ZUMA; DE SOUZA, 2022). A posi¢ao do cinetoplasto
pode variar conforme a espécie e forma evolutiva do tripanosoma.

Acerca do local de desenvolvimento no sistema digestivo dos invertebrados, os
tripanosomas que possuem hospedeiros e/ou reservatdrios mamiferos foram classicamente
divididos em duas secdes, Salivaria (derivado de saliva) e Stercoraria (derivado de esterco)
(HOARE, 1972). A primeira se¢ao engloba parasitos encontrados nas glandulas salivares do
aparelho bucal, sendo disseminadas durante o repasto sanguineo. S3o exemplos deste grupo:
T. (Duttonella) vivax e T. (Trypanozoon) evansi na América do Sul (adaptados a transmissdo
mecanica), 1. (Pycnomonas) suis, T. (Trypanozoon) brucei, T. (Nannomonas) congolense,
T. (Nannomonas) simiae e T. (Nannomonas) godfreyi nas demais regides (HAMILTON;
STEVENS, 2017; KOSTYGOV et al., 2021). A excegdo ¢ T. (Trypanozoon) equiperdum, que
apresenta transmissdo direta (venérea) entre equinos, sendo um parasito monoxeno (GIZAW;
MEGERSA. FAYERA, 2017). Na se¢do Stercoraria, os tripanosomas desenvolvem-se nas
partes posteriores do trato digestivo, sendo transmitidos pelos excrementos liberados durante
a hematofagia, como ¢ o caso dos subgéneros Schizotrypanum (como T. cruzi) e
Megatrypanum (por exemplo, T. theileri e T. lainsoni) (HAMILTON; STEVENS, 2017).

Em oposigao a Salivaria, Stercoraria apresenta agrupamentos polifiléticos e pouco
consistentes (STEVENS et al., 1999; DA SILVA et al., 2010; ORTIZ et al., 2018; EGAN et
al., 2020; KOSTYGOV et al., 2021; BORGES; ENGSTLER; WOLF, 2021). Tais
nomenclaturas, entretanto, continuam sendo utilizadas do ponto de vista pratico, pois nao
correspondem a diversidade conhecida do género (VOTYPKA et al., 2015). Com isso, os
tripanosomas foram divididos em clados que agrupam espécies e/ou unidades taxondmicas
que compartilham o mesmo ancestral. Anteriormente, as analises filogenéticas apoiavam os
clados: T. brucei, aquatico, crocodilianos, 7. theileri, T. pestanai, aviario, T. lewisi, T. irwnini,
lagarto/serpente/roedor/marsupial (LSRM) e 7. cruzi (HAMILTON; STEVENS, 2017).
Conforme novos alvos génicos foram sequenciados, espécies de Trypanosoma sp. € gendtipos
foram descritos, tais agrupamentos tornaram-se mais complexos e, ainda hoje, sdo foco de
discussoes pela comunidade cientifica.

Em uma revisdo recente, novos subgéneros foram cunhados na tentativa de conciliar
aspectos filogenéticos e morfologicos. Sao eles: Schizotrypanum (clado T. cruzi), Aneza
(criado a partir da divisdo de Herpetosoma), Herpetosoma (integrantes restantes do clado

T. lewisi), Australotrypanum (clado T. pestanai), Avitrypanum, Trypanomorpha (que junto a
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Avitrypanum compunham o clado aviario), Megatrypanum (clado T. theileri, com excecdo de
algumas espécies que passaram a compor Squarmatrypanum), Ornithotrypanum, Pycnomonas
(representado por 7. suis), Nannomonas, Trypanozoon, Duttonella (que junto a Nannomonas
e Trypanozon compde o clado 7. brucei), Squamatrypanum (clado LSRM), Crocotrypanum
(clado crocodilianos), Haematomonas (subdivisdo peixe/tartaruga do antigo clado aquatico,
que também inclui parasitos de outros répteis e ornitorrincos) e Trypanosoma (integrantes
restantes do clado aquético, subgrupo anfibios) (KOSTYGOV et al., 2021; BORGES;
ENGSTLER; WOLF, 2021). Nao se encontram associados a nenhum subgénero, até¢ o
momento, o clado 7. wauwau (procedente de morcegos da América do Sul) e as espécies
T. noyesi (encontrado em marsupiais australianos), 7. [livingstonei (parasita de morcegos
australianos), 7. pestanai (relatado em texugos na Europa), 7. terrestris (descrito em antas no
Brasil) e T. irwnini (descrito em coalas australianos) (KOSTYGOV et al., 2021).

Conforme a classificagdio de clados proposta por Hamilton e Stevens (2017) e
amplamente utilizada, o clado 7. brucei retine T. brucei e seus isolados africanos patogénicos
(T. b. gambiense e T. b. rhodesiense), T. congolense, T. evansi, T. godfreyi, T. simiae, T. suis
e T. vivax, que infectam ungulados silvestres, domésticos e de produ¢do bem como pessoas no
continente africano (STEVENS; RAMBAUT, 2001; HAMILTON et al., 2004; HAMILTON
et al., 2007; HAMILTON et al., 2009; BUSCHER et al., 2017). Tais protozodrios sio
comumente transmitidos biologicamente por vetores do género Glossina (como a mosca tsé-
tsé) e mecanicamente por tabanideos e outros muscideos (por exemplo, Stomoxys calcitrans e
Haematobia irritans) (BATISTA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; CUGLOVICI et al.,
2010; VAN DEN BOSSCHE et al., 2010). Os clados aquatico (composto pelos subclados
anfibios e peixe/tartaruga), crocodiliano (representado por 7. grayi) e aviario (composto pelos
subclados 7. avium e T. corvi) agrupam parasitos de peixes, anfibios, répteis (crocodilos,
camaledes e tartarugas), aves e ornitorrincos, sendo disseminados por moscas € mosquitos
hematofagos, bem como lesmas e sanguessugas nos ambientes aquaticos (STEVENS;
GIBSON, 1999; VOTYPKA; SVOBODOVA, 2004; VIOLA et al., 2009a; VOTYPKA et al.,
2012; FERREIRA et al., 2015; HAMILTON; STEVENS, 2017; SPODAREVA et al., 2018;
FERMINO et al., 2019; GALEN et al., 2020).

O clado T. pestanai agrega parasitos de marsupiais australianos, texugos euroasiaticos e
caes no Brasil (7. caninum), tendo como vetores pulgas e carrapatos (THEKIOSE et al., 2007;
MADEIRA et al., 2009; PINTO et al., 2010; AUSTEN et al., 2011; MCINNES et al., 2011;
LIZUNDIA et al., 2011; BARROS; TOMA; MADEIRA, 2015; AUSTEN et al., 2016). O

clado 7. irwnini contém parasitos de marsupiais australianos (coalas), falcdes americanos e



20

primatas neotropicais (SATO et al., 2008; MCINNES et al., 2009; HAMILTON; STEVENS,
2017; KOSTYGOV et al., 2021). O clado T. theileri integra parasitos de sanguessugas
terrestres, marsupiais € mamiferos placentarios (bovinos, bubalinos, cervideos, ovinos,
antilopes e primatas), sendo transmitidos por carrapatos € moscas das familias Tabanidae e
Hippoboscidae (HOARE, 1972; RODRIGUES et al.,, 2005; GARCIA et al., 2011;
KOSTYGOV et al., 2022). Por fim, parasitos do clado 7. lewisi sdo comumente encontrados
nas ordens Lagomorpha, Rodentia, Primates e Chiroptera, também apresentando como vetores
pulgas e carrapatos (HOARE, 1972; LINARDI; BOTELHO, 2002; DA SILVA et al., 2010;
HAMILTON; STEVENS, 2017; ORTIZ et al., 2018).

O clado LSRM agrupa parasitos de lagartos, lagartixas, serpentes, roedores e
marsupiais, sendo 7. varani, T. cascavelli, T. serpentis, T. scelopori, Trypanosoma sp. Gecko
comumente transmitidos por flebotomineos (AYALA 1970; PESSOA; DE BIASI, 1972;
MINTER-GOEDBLED et al.,, 1993; HAMILTON et al., 2004; VIOLA et al., 2009b;
KOSTYGOV et al., 2021). Para T. gennari, T. freitasi e T. lainsoni, parasitos de roedores e
marsupiais, os vetores ainda sao desconhecidos (ROCHA E SILVA; PATTOLI; CAMARGO,
1976; NAIFF; BARRETT, 2013; FERREIRA et al., 2017; DIAZ et al., 2020). T. gennari, em
particular, foi isolado de Monodelphis domestica e G. agilis procedentes do Cerrado (no
estado de Minas Gerais - MG) (FERREIRA et al., 2017). T. freitasi foi relatado em D. azarae
(= D. albiventris) no estado de Sao Paulo (ROCHA E SILVA; PATTOLI;, CAMARGO,
1976). Embora descrito como pertencente a Megatrypanum, Kostygov et al. (2021) propoe
que 7. lainsoni componha o subgénero Squamatrypanum junto aos tripanossomas do clado
LSRM. Garcia et al. (2020), por sua vez propds que Megatrypanum agrupe apenas parasitos
de ruminantes. Aqui trataremos 7. lainsoni como um megatripanosoma, conforme sua
descri¢do por Naiff e Barrett (2013).

O clado T. cruzi agrupa tripanosomas pertencentes ao subgénero Schizotrypanum que
sdao parasitos de mamiferos (CAVAZZANA et al., 2010; HAMILTON; STEVENS, 2017).
Sao eles: T. cruzi e T. rangeli (capazes de infectar o ser humano, porém o segundo nao ¢
patogénico), parasitos de morcegos (7. livingstonei, T. cruzi marinkellei, T. wauwau,
T. erneyi, T. madeirae, T. dionisii, T. vespertilionis, Trypanosoma spp. Neobats), ratos e
primatas nao humanos (7. conorhini), marsupiais do Novo Mundo (7. janseni) e Velho
Mundo (HAMILTON et al., 2009; LIMA et al., 2012, 2013, 2015; CAVAZZANA JUNIOR
et al., 2010; HAMILTON; STEVENS, 2017; LOPES et al., 2018; DARIO et al., 2021;
ALVES et al., 2021; KOSTYGOV et al., 2022). Seus vetores sdo em grande parte insetos
hematofagos pertencentes a ordem Hemiptera (HAMILTON; STEVENS, 2017). No ciclo de
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T. cruzi, por exemplo, ¢ transmitido por triatomineos (Reduviidae: Triatominae) em toda a
regido entre o sul dos Estados Unidos da América (EUA) ao norte da Argentina e Chile
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Infecgdes humanas atipicas por tripanosomatideos de origem animal tem sido cada vez
mais reportadas. Elas envolvem principalmente 7. vivax, T. congolense, T. brucei, T. evansi,
T. lewisi ou T. lewisi-like, T. rangeli e T. dionisii bem como outros integrantes monoxenos da
familia Trypanosomatidaec (D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1992; COURA et al., 1996;
TRUC et al., 2013; DARIO et al., 2016; IBRAHIM et al., 2021; BOUCINHA et al., 2022).
Por mais que esses achados ainda sejam motivo de discussdo na comunidade cientifica, eles
rompem com certos paradigmas estabelecidos para Trypanosomatidae e nos alertam sobre a

(re)emergéncia de patégenos com potencial zoonotico.

1.2. Patogenicidade de Megatrypanum ¢ saide animal

Embora os efeitos do parasitismo em espécies silvestres sejam em grande parte
desconhecidos, sabe-se que essa interacdo apresenta diferentes gradientes de dependéncia
metabolica ao longo do tempo (VANNIER-SANTOS; LENZI, 2005). Essa relagdo depende
do agente etioldgico (inoculo, cepa, viruléncia, patogenicidade etc.) e hospedeiro (histéria de
vida, estado nutricional e sanitario, idade, sexo, condi¢do reprodutiva, resposta imunoldgica
etc.) (POULIN; COMBES, 1999; BORDES; MORAND, 2011; STRANDIN; BABAYAN;
FORBES, 2018). Além disso, em um contexto de alteragdes ambientais, quando os
hospedeiros sdo privados dos seus recursos, os parasitos tendem a influenciar sua aptidao
negativamente (POULIN; COMBES, 1999; TOMPKINS et al., 2011).

Estudos sobre a influéncia de Trypanosoma sp. na saude de mamiferos de vida livre sdo
escassos, principalmente pelo fato de que estes enfocam principalmente as taxas de infecgao
e, raramente, trazem os efeitos do parasitismo sobre parametros hematoldgicos e bioquimicos,
condi¢do corporal e reprodutiva (REGLERO et al., 2007, BELDOMENICO et al., 2009;
RADEMAKER et al., 2009; MONTEIRO; DIETZ; JANSEN, 2010; BOTTO-MAHAM et al.,
2012; OLIFIERS et al., 2015; SANTOS et al., 2018; NANTES et al., 2019; SANTOS et al.,
2022). De forma geral, o trabalho com tais animais ¢ dispendioso e algumas dindmicas podem
ser imprevisiveis, dado que processos ecologicos em grande parte sdao estocasticos (POULIN,
2007). Além disso, ainda nao ha parametros hematoldgicos e bioquimicos estabelecidos para
algumas espécies silvestres, sequer marcadores imunologicos de susceptibilidade ou

resisténcia.
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As medidas de condigdo corporal sdo parametros utilizados como indicadores da satde
animal, podendo ser baseadas em métricas moleculares, bioquimicas, morfologicas e
fisiologicas (STEVENSON; WOODS, 2006). A condigao corporal (métrica morfoldgica), por
exemplo, reflete o estado nutricional e as reservas energéticas mantidas pelos individuos e que
influenciam em sua aptiddo (SCHULTE-HOSTEDDE et al., 2001; PEIG; GREEN, 2009).
Dessa forma, animais com maiores reservas energéticas estdo mais aptos a suportar periodos
de escassez de recursos e apresentam maior capacidade de lidar com patdgenos (SANCHES et
al., 2018). Sabendo da influéncia negativa dos parasitos sobre a saude dos seus hospedeiros,
assume-se a existéncia de uma relagdo negativa entre a presenca da infecgdo com a condi¢ao
corporal (WATSON, 2013). Apesar de alguns estudos apontarem a auséncia de relagdo entre
essas variaveis, entendé-las ¢ essencial para explicar a relagdo parasito-hospedeiro, prever a
aptiddo e viabilidade das populagdes infectadas (BELDOMENICO; BEGON, 2010).

Uma medida fisioldgica que pode ser facilmente mensurada em extensdes sanguineas ¢
o perfil leucocitario, especificamente a razdo neutrdfilo/linfocito (N:L), a qual tem sido
amplamente empregada para se verificar o estresse cronico (dada sua relagdo tardia com os
hormdnios do estresse) e indicar a resposta frente a infecgdoes (DAVIS; MANEY; MAERZ,
2008; DAVIS; MANEY, 2018). Basicamente, os organismos podem reagir a infecgdes com
respostas inatas (neutrofilia e linfopenia, ou seja, elevacdo no quantitativo de neutrofilos e
diminui¢do de linfocitos circulantes) ou investindo em respostas adaptativas (neutropenia e
linfocitose, com prevaléncia de linfocitos em comparagdo a neutrofilos circulantes) (DAVIS;
MANEY; MAERZ, 2008). Tal medida, entretanto, ainda tem sido pouco explorada para
pequenos mamiferos nao-voadores em condi¢des de campo (GOSH; SAHU; MAITI, 1983;
ZURI; GOTTREIRCH; TERKEL, 1998; VERA; ZENUTO; ANTENUCCI, 2008, 2011,
2012; DAVIS; MANEY, 2018).

Megatrypanum (Hoare, 1964) compreendem os grandes tripanosomas, que infectam
artiodactilos, morcegos, roedores, primatas ¢ marsupiais (HOARE, 1972). O estudo desses
parasitos por muito tempo esteve restrito a sua morfologia e morfometria. Apresentam
tripomastigotas com até¢ 100 uM, com a extremidade posterior pontiaguda e alongada,
cinetoplasto perinuclear e distante da extremidade posterior do corpo celular, flagelo livre e
longo, bem como multiplicagdo sendo realizada por formas epimastigotas, mesmo no
hospedeiro vertebrado (NAIFF; BARRETT, 2013; KOSTYGOV et al., 2021). Geralmente sao
hospedeiro-especificos e ndo patogénicos (LAINSON; DA SILVA. FRANCO, 2008;
COIMBRA et al., 2020). A espécie tipo, T. theileri, por exemplo, apresenta patogenicidade

apenas quando os ruminantes hospedeiros se encontram sob estresse fisico, ma condigao
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nutricional, em gesta¢ao ou infectados por outros hemoparasitos, sendo a perda de peso e
aborto os sinais clinicos mais comuns (HUSSAIN; BRODIE; OTT; MONTEALEDRE, 1985;
DOHERTY et al., 1993; SEIFIL, 1995; BRAUN et al., 2002; VILLA et al., 2008; JAIMES-
DUENEZ et al., 2018; AMATO et al., 2019; SHARMA et al., 2022).

1.3. T. cruzi e a eco-epidemiologia da doenga de Chagas

A Doenca de Chagas (DC ou tripanossomiase americana) ¢, segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), uma das 20 doengas tropicais negligenciadas (DTN), constituindo
um grave problema de satde publica nas Américas (MONCAYO; SILVEIRA, 2017). Possui
como agente etiologico 7. cruzi, como ja mencionado anteriormente. A transmissao ocorre
principalmente de forma vetorial, ou seja, o ciclo bioldégico de 7. cruzi conta com a
participagdo de triatomineos hematdfagos que, apds o repasto sanguineo, defecam préximo ao
local da picada (BOGITSH; CARTER; OELTMANN, 2013; MEHLHORN, 2016). Dada a
essa proximidade, as tripomastigotas metaciclicas (forma infectante ao hospedeiro e/ou
reservatorio vertebrado) eliminadas junto aos excrementos podem adentrar a lesdo e corrente
sanguinea e, chegando aos tecidos, evoluem para amastigotas intracelulares (BARRIAS;
ZUMA; DE SOUZA, 2022). As tripomastigotas sanguineas (estdgio ndo proliferativo)
constituem as formas infectantes para os triatomineos. No intestino do vetor, predominam as
formas epimastigotas (intestino médio) e tripomastigotas (intestino posterior e reto) em
processo de metaciclogénese (Figura 2) (BOGITSH; CARTER; OELTMANN, 2013;
GONCALVES et al., 2018). Além desta forma de transmissdo vetorial, 7. cruzi também pode
infectar individuos por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos, pelas vias oral (ingestao
de alimentos contaminados com excrementos de triatomineos) e vertical (SANCHEZ;
RAMIREZ, 2012; NOYA; GONZALEZ, 2015; VELASQUEZ-ORTIZ; RAMIREZ, 2020). A
via oral (predagdo do vetor), inclusive, configura a rota de transmissao tréfica de 7. cruzi em
animais (MAYER, 1961; HERRERA et al., 2011; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020).

Sdo conhecidas 157 espécies de triatomineos (popularmente conhecidos como
barbeiros, sendo 154 espécies vivas e trés fosseis) amplamente distribuidas nas Américas,
menos de dez adaptadas para prosperar em ambientes domésticos e alimentar-se de sangue
humano e menos de 20 capazes de transmitir eficientemente 7. cruzi (GOURBIERE et al.,
2012; GURTLER; FERNANDEZ; CARDINAL, 2021; COSTA et al., 2021). Basicamente, os
géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus figuram entre os principais vetores (GUHL;

PINTO; AGUILERA, 2009; RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Na Argentina,
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Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru, 7. cruzi ¢ em grande parte transmitido pelo
T. infestans, enquanto R. prolixus predomina na Colombia, Venezuela e América Central,
T. dimidiata no Equador e América Central, R. pallescens no Panamd, bem como
T. gerstaeckeri, T. lencticularia e T. sanguisuga no sul dos EUA (GARCIA et al., 2016;
LINDANTI et al., 2019). Das 15 espécies de triatomineos encontrados no estado de MG,
P. megistus tem sido a principal espécie capturada apds a eliminag¢do de 7. infestans, sendo
frequentemente encontrado no ambiente domiciliar, embora sua colonizacdo seja no
peridomicilio (FORATTINI, 1980; VILLELA et al., 2010). Curiosamente, foi no trato
digestivo de P. megistus que Carlos Chagas observou 7. cruzi pela primeira vez (CHAGAS,
1909).

Apesar da efetiva eliminacdo do 7. infestans, certificada pela Organiza¢do Pan-
Americana da Saude (OPAS) em 2006, a transmissdo do agente parasitario causador da DC
persiste no Brasil (DE SOUZA et al., 2022). T. infestans ainda apresenta importantes focos na
regido do Chaco na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil, mais precisamente em focos
residuais na Bahia e Rio Grande do Sul (CECERE et al., 2006; DIAS, 2009; BRASIL, 2017;
BACIGALUPO et al., 2010). O uso de inseticidas com acdo residual apresenta excelente
impacto nas populagdes de triatomineos domésticos, porém ¢ transitoria para populagdes
peridomésticas nativas, que podem invadir residéncias humanas sem coloniza-las, como o
caso de T. tibiamaculata e T. vitticeps (CARCAVALHO et al., 1997; DIAS-LIMA;
SHERLOCK, 2000; DOS SANTOS et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008; DE SOUZA et al.,
2022). Quando em associagdo com marsupiais e roedores, estas duas espécies podem
apresentar taxas de infec¢do pelo 7. cruzi superiores a 60% (DIAS-LIMA; SHERLOCK,
2000; DOS SANTOS et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008). No Brasil, ainda chamam
atencdo os comportamentos de 7. pseudomaculata, T. sordida e T. brasiliensis, que sdo
frequentemente encontrados no domicilio e peridomicilio, bem como de R. pictipes,
R. robustos, R. neglectus, P. geniculatus e P. megistus (FORATTINI et al.,, 1977;
FORRATINI, 1980; DIOTAIUTI et al., 1993; BRITO et al., 2017). Em resumo, ambiente,
clima, disponibilidade de recursos e presenga de reservatorios influenciam consideravelmente

em tal invasao (FORATTINI et al., 1977; BRITO et al., 2017; DE SOUZA et al., 2022).
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Figura 2: Ciclo bioldgico do protozoario digenético T. cruzi. Ao realizar o repasto sanguineo, o triatomineo
vetor elimina tripomastigotas metaciclicas junto a seus excrementos (1). Ao entrar em contato com a lesdo, tais
formas adentram a pele e chegam a corrente sanguinea (2). Apds isso, as tripomastigotas penetram nas células da
musculatura lisa do coragdo ou parede do trato gastrointestinal ou musculatura esquelética (3). No interior das
células, as tripomastigotas modificam-se em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria (4).
Ocasionalmente, amastigotas diferenciam-se novamente em tripomastigotas, que ficam disponiveis na corrente
sanguinea (5). O triatomineo infecta-se ao ingerir sangue contaminado com tripomastigotas sanguineas (6). Em
seu intestino médio ocorre a diferenciagdo para epimastigota, que também se multiplicam por divisdo binaria (7).
Apos algumas semanas, as epimastigotas migram para as por¢des posteriores do intestino e diferenciam-se em
formas tripomastigotas metaciclicas. Adaptado de Nabarro, Morris-Jones, Moore (2022).

A DC como um todo ¢ endémica em 21 paises latino-americanos, onde afeta cerca de 6-

8 milhdes de pessoas (70 milhdes vivem em areas de risco de infec¢do), sendo registrados em
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média 50 mil o6bitos e 30 mil novas infecgdes a cada ano (LINDANI et al., 2019; WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2020). Anualmente, a DC gera um gasto de
aproximadamente US$627 milhdes em todo o mundo (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).
Dado a migracdes de pessoas infectadas para paises ndo endémicos, a DC tem se tornado uma
doenga emergente em regides como Canada, EUA, Europa, Australia e Japdo (RODRIGUEZ
et al., 2022; WHO, 2022). Globalmente foram perdidos cerca de 29 milhdes de anos de vida
ajustados por incapacidade (DALYs, disability-adjusted life years) (LEE et al., 2013).
Embora o nimero de casos tenha diminuido nos ultimos anos, devido ao controle vetorial,
estima-se que no Brasil 1,2-4,6 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo 7. cruzi
(MARTINS-MELO et al., 2012; MARTINS-MELO et al., 2014; SANTOS et al., 2020).
Somente em 2016, no Brasil foram perdidos 141 mil DALYs (MARTINS-MELO et al.,
2019). Além disso, em uma estimativa de DALYs entre 2000 ¢ 2010, a cardiomiopatia
chagasica cronica (CCC) ocasionou cerca de 674 mil anos de vida perdidos (YLL, years of
life lost) e 6 milhdes de anos vividos com comorbidades (YLD, years lived with disability)
(DA NOBREGA; DE ARAUJO. VASCONCELOS, 2014).

Para o ser humano, a infec¢do pelo 7. cruzi apresenta trés principais formas: aguda,
indeterminada e cronica, as quais divergem em termos de morbidade e sintomatologia
(BRASIL, 2017; BONNEY et al., 2019). A DC aguda (DCA) ocorre logo apos a infecgao,
apresenta duragdo de quatro a oito semanas e o paciente desenvolve um quadro clinico
oligosintomatico (febre, anorexia e taquicardia, cefaleia, mialgia, lifadenite, hepatomegalia e
esplenomegalia como principais sintomas, quando presentes), muitas vezes confundidos com
infec¢des de etiologia viral (VELASCO; MORILLO, 2020; LINDANI et al., 2019). Caso
T. cruzi ndo seja detectado, a doenca evolui para a forma indeterminada (60-70% dos casos),
que pode durar entre anos e décadas sem sintomas (VAGO et al., 2000; NUNES et al., 2013;
PEREIRA; NAVARRO, 2013; BONEY et al., 2019). Cerca de 30-40% dos individuos
evoluem para a fase cronica, desenvolvendo anormalidades cardiacas, quadros neuroldgicos,
gastrointestinais (sindromes do megac6lon e/ou megaesdfago) ou cardiodigestivos (VAGO et
al., 2000; BONEY et al., 2019; LINDANI et al., 2019; BRASIL, 2020). A DC crénica (DCC)
¢ considerada uma enfermidade incapacitante, sendo responsavel pela maior morbidade e
mortalidade dentre as afec¢des parasitarias (BONNEY, 2014). A CCC ¢ a manifestacdo mais
grave da DCC, sendo caracterizada por miocardite difusa, fibrose e anormalidade da
movimentagdo da parede do coragdo (PRATA, 2001; MARIN-NETO et al., 2007; BONEY et

al., 2019). As sindromes digestivas (DIG), por sua vez, decorrem da denervagdo do sistema
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nervoso entérico, comprometendo suas fungdes motoras e levando a disfagia e constipacao
maci¢a (PINAZO et al., 2010; OLIVEIRA; DA SILVEIRA; LUQUETTI, 2019).

Em 2020, o Brasil registrou 146 casos de DCA (com 2% de letalidade), sendo a maioria
dos casos concentrados no estado do Pard (1,49 casos/100 mil habitantes) (BRASIL, 2021).
Estima-se que da média de casos de DCA registrados entre 2008 e 2012, 64% deram-se por
transmissdo oral, 10% pela via vetorial e 13% de forma nao identificada (BRASIL, 2017). Em
2020, o Ministério da Saude apontou que havia 819.351 pessoas na forma indeterminada da
DC, 409.676 com CCC e 136.559 com DIG, em pessoas acima de 25 anos (BRASIL, 2020).
Tais registros estavam distribuidos em todo o territério nacional, concentrando-se em areas
urbanas, o que se justifica dado ao contingente expressivo de migrantes da zona rural para as
cidades. Somente em trés décadas, o éxodo rural foi responsédvel pelo deslocamento de 500
mil individuos infectados pelo 7. cruzi (LEE et al., 2013). No estado de MG, em particular, de
2000 a 2019 foram registrados 30.046 o6bitos (7,07 6bitos/100.000 habitantes) (MARTINS-
MELO; CASTRO; WERNECK, 2021), estando o estado historicamente entre as arecas com
altas taxas de soroprevaléncia e incidéncia de 7. infestans (SILVEIRA et al.,, 2011;
SILVEIRA; SILVA; PRATA, 2011).

Dado ao fato dos isolados de 7. cruzi apresentarem caracteristicas biologicas,
ecologicas, imunologicas e clinicas distintas, ao longo dos anos algumas tentativas de
classificagdo foram propostas. Anteriormente divididos em Biodeme 1, II, I e,
posteriormente, em zimodemas (Z1, Z2 e Z3), recentemente 7. cruzi apresenta genotipos
classificados em sete Unidades Discretas de Tipagem (DTUs, Discrete Typing Units), sendo
elas: Tcl a TcVI e TcBat (ANDRADE; CARVALHO; FIGUEIRA, 1970; ANDRADE,;
MAGALHAES, 1997; MILES et al, 1977, ZINGALES et al, 2012; ZINGALES;
BARTHOLOMEU, 2021). H4, entretanto, dois grupos principais, Tcl (Z1) e Tcll (Z2), sendo
o primeiro classicamente atribuido a ciclos enzodticos e o segundo a ciclos domésticos
(ZINGALES et al., 1998; JANSEN; XAVIE; ROQUE, 2020). Atualmente sabe-se que ambos
podem ocorrer na natureza, contando com a participacao de mamiferos silvestres (LISBOA et
al., 2015; JANSEN et al., 2015). Tcl ¢, entretanto, o DTU mais difundido (seguido de Tcll e
Tclll), podendo ser detectado em todas as areas de transmissdo do parasito (JANSEN;
XAVIE; ROQUE, 2020). Presume-se que Tclll e TcIV sejam menos encontradas devido a
ocorrerem em taxas infimas e, provavelmente em parasitemias também baixas, o que dificulta
sua deteccao (BARROS et al., 2017; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2015).

A infecc¢do por 7. cruzi em mamiferos silvestres pode ocorrer em todos os biomas do

Brasil. Alguns grupos, como as ordens Cingulata (tatus), Pilosa (tamanduas e preguicas) e
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Didelphimorphia figuram entre os primeiros reservatérios de 7. cruzi na América do Sul
(NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009). Didelfideos sdo comumente encontrados
parasitados pelas DTUs Tcl e Tcll, embora ja tenham sido encontrados parasitados por TcllIl,
TclV, TcV, TcVI, isoladamente ou associadas entre si ou a outros tripanosomas,
principalmente do clado 7. cruzi (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018; BRANDAO et al.,
2019; RODRIGUES et al., 2019). Curiosamente, algumas espécies de marsupiais podem
exercer pressoes seletivas distintas para subpopulagdes de 7. cruzi, como demonstrado em
infeccdes experimentais onde D. aurita foi capaz de controlar a parasitemia e eliminar
isolados de 7. cruzi Tcll e, em oposicao, Philander opossum manteve uma parasitemia alta e
duradora da cepa Y (Tcll) (JANSEN et al., 1991; JANSEN; MADEIRA; DEANE, 1994;
LEGEY et al., 1999; LEGEY et al.,, 2003). Com isso, presume-se que esses animais
desempenhem papéis diferentes na manutencao do ciclo de transmissdo de 7. cruzi nos
ambientes naturais. O protagonismo, contudo, depende da composi¢ao faunistica de cada area
e da competéncia para atuar como reservatorio (NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009).
Além destas espécies, j4 foram descritas parasitadas por 7. cruzi: M. domestica,
Caluromys lanatus, Lutreolina crassicaudata, Marmosa sp., Metachiurus nudicaudatu e
Monodelphis brevicaudata (ROQUE et al., 2008; ROQUE; JANSEN, 2014b).

Jansen, Xavier e Roque (2018) apontam que no Cerrado as baixas taxas de infeccdo de
roedores indicam que este grupo desempenha um papel secundario como reservatérios de
T. cruzi, mesmo que estes tenham sido os animais mais capturados e examinados no bioma. O
levantamento realizado pelos autores ainda destaca a infec¢do de Akodon sp. pela DTU Tecl,
Calomys tener e Calomys sp. por Tcl, Cerradomys subflavus e Cerradomys sp. por Tcl,
Oligoryzomys sp. por Tcll, bem como demonstra a positividade de H. megacephalus,
Oecomys bicolor, Rattus rattus e Rhipidomys sp. por hemocultura e Cerradomys marinhus,
Necromys lasiurus, Necromys sp., Nectomys rattus, Oecomys sp., Oryzomys megacephalus
(=H. megacephalus), O. scotti (=Cerradomys scotti), Oryzomys sp., Oxymycterus sp.,
Proechimys roberti, Proechimys sp., Thrichomys inermis e Thrichomys sp. por reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Tais animais também sdo capazes de abrigar multiplas
DTUs de T. cruzi, associadas ou individualmente (MARCILI et al., 2009; BARROS et al.
2017; PRONOVOST et al., 2018). Assim como demonstradas as pressdes seletivas exercidas
por marsupiais, 7. laurentius e T. fosteri também exibem formas distintas de controlar a
infeccdo por 7. cruzi (ROQUE et al., 2005). Consequentemente, ambos apresentam papéis
distintos na manuten¢do do ciclo biolégico de 7. cruzi, mesmo sendo espécies cripticas

(HERRERA et al., 2005; RADEMAKER et al., 2009). Além destas espécies, ja foram
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descritas parasitadas por 7. cruzi em outros ambientes: Agouti paca, Calomys expulsus,
Calomys callosus, Cavia sp., Clyomys laticeps, Dasyprocta sp., Echymis chrysurus,
E. dasytrix, Galea spixii, Holochilus brasiliensis, Kerodon rupestris, Nectomys squamipes,
Octodon degus, Octodontomys sp., Oecomys mamorae, Oligoryzomys stramineus, O. capito,

Sigmodon hispidus e Tylomys mirae (ROQUE; JANSEN, 2014b).

1.4. Metodologias para estudo da tripanossomiase em mamiferos de vida livre

Dentre as ferramentas disponiveis para o diagnostico da tripanossomiase animal,
destacam-se a microscopia direta de esfregacos sanguineos (frescos ou fixados e corados), a
centrifugacdo de microhematocrito (MHCT, para observacao de formas flageladas na camada
leuco-plaquetaria), inoculagdo em modelos experimentais (inoculagdo intraperitoneal de
sangue em ratos, camundongos etc.), o xenodiagndstico, a hemocultura, a sorologia e as
analises moleculares (MOLYNEUX, 1975; DESQUESNES; DAVILA 2002; DESQUESNES
et al.,, 2022a, 2022b). Convém ressaltar, entretanto, que cada uma dessas metodologias
apresenta vantagens e desvantagens, sobretudo em condi¢des de campo, e variam em
sensibilidade e especificidade (DESQUESNES et al., 2022a, 2022b). Por exemplo, a
avaliagdo de esfregagos sanguineos frescos ¢ a observacdo de MHCT requerem o uso de
microscopio e centrifuga em campo, porém a técnica de concentracdo apresenta maior
sensibilidade (WOO 1970; DESQUESNES et al., 2011; CHAGAS et al., 2020).

Em laboratorio, amostras de sangue coletadas em campo podem ser adicionadas a meios
de cultura, possibilitando o crescimento de tripanosomas cultivaveis. Mesmo que seja uma
metodologia de enriquecimento, a hemocultura apresenta baixa sensibilidade, exige meios de
cultura especificos, infraestrutura dispendiosa e tempo (até meses) para obtengdo dos
resultados (RODRIGUES et al., 2019; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020). Assim como a
infeccdo em modelos experimentais, a hemocultura também tende a sujeitar os parasitos a
pressoes seletivas, minimizando a diversidade de espécies, bem como de DTUs de 7. cruzi
(JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020). Jansen, Xavier ¢ Roque (2020) ainda destacam que o
trabalho em campo com hemoculturas mostra-se mais seguro do que o xenodiagnostico, pois
inclui um menor tempo de manipulagdo do animal e descarta a possibilidade da fuga de
triatomineos. O xenodiagnostico, além de requerer a manutencdo de triatomineos em
laboratorio, em alguns casos demanda a contencdo do animal até que o inseto esteja
ingurgitado (MEISER; SCHAUB, 2011; STADLER; KARL; SHAUB, 2011). Apos isso, 0s

triatomineos ainda sdo mantidos 30 dias em incubagdo, sendo posteriormente dissecados e/ou
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tendo seu conteudo retal analisado por microscopia (MEISER; SCHAUB, 2011; MEIS;
CASTRO, 2017).

Dentre todas as técnicas, a analise de esfregagos sanguineos fixados e corados ¢
consideravelmente mais barata e facil de executar, exigindo apenas a experiéncia do
observador e possibilitando, inclusive, a identificagdo do parasito ao nivel de subgénero
(MEIS; CASTRO, 2017; DESQUESNES et al.,, 2022a). Sua sensibilidade, entretanto,
depende do estagio da infeccdo, parasitemia e volume de sangue analisado. Desquesnes et al.
(2022b) aponta que o limiar de positividade dos esfregagos sanguineos corados e fixados ¢ de
10* parasitos/mL de sangue. Dado ao fato de que na natureza a maioria das infecgdes por
T. cruzi apresentam parasitemias subpatentes, a deteccdo desse parasito raramente ¢ realizada
pela extensdo sanguinea e hemocultura (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018, 2020). Em
detrimento disso, a sorologia desponta como possibilidade, mesmo que requeira adaptacao e
produgdo dos insumos, como anticorpos secundarios (JANSEN et al., 1985; JANSEN et al.,
1991). A especificidade e possibilidade de reagdo cruzada entre Trypanosomatidae,
entretanto, deve ser cuidadosamente ponderada (DESQUESNES et al., 2022a).

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular — por exemplo, o uso de enzimas
de restri¢do, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA —, contribuiu
significativamente para o estudo de Trypanosomatidae, incluindo seu diagnostico em
amostras biologicas, caracterizacdo em varios niveis taxondmicos, o estabelecimento das
relagdes filogenéticas na familia e em seus géneros (DESQUESNES; DAVILA 2002). Tais
técnicas possibilitaram inclusive a descri¢do das biodemas, zimodemas, DTUs e de novas
Unidades Taxondmicas Moleculares Operacionais (MOTUs). Além disso, a utilizagdo de
genes ribossomicos, bem como do gene da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
glicossomal (gGAPDH) figuram entre os principais alvos em estudos que objetivam inferir a
historia evolutiva de Trypanosomatidae (BORGES et al., 2021). Ambos, gGAPDH e SSU
rRNA (18S ou subunidade menor do RNA ribossomal) correspondem a sequéncias
conservadas capazes de produzir relacdes filogenéticas semelhantes e com extraordindria
harmonia (HAMILTON et al., 2004; HAMILTON; GIBSON; STEVENS, 2007; BORGES et
al., 2021). Também podem ser utilizados os genes de microssatélites, regido intergénica dos
genes de mini-exon (SL-IR), kKDNA, proteinas de choque térmico (HSP), subunidade 2 do
citocromo C oxidase (COII), citocromo b (Cytb), glicosilfosfatidilinositol (GPI) e
subunidades 24Sa rDNA/rDNA (24Sa) (VELASQUEZ-ORTIZ et al., 2022).

Assim, tendo em vista as dificuldades na coleta de amostras biologicas de pequenos

mamiferos ndo-voadores em condi¢des de campo, neste trabalho foi utilizado um método
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parasitoldgico (esfregagos sanguineos corados) e, em laboratorio, a Nested-PCR (PCR de um
produto previamente amplificado) para o alvo 18S rRNA conforme proposto por Noyes et al.

(1999) e Smith et al. (2008).
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2. JUSTIFICATIVA

A exploracdo predatoria dos recursos naturais configura uma grande ameaga a
persisténcia de populagdes animais. A perda de habitat e escassez de recursos faz com que
algumas espécies silvestres busquem alimento e abrigo no peridomicilio e, em alguns casos,
no domicilio. Assim, com o aumento de sua proximidade com o ser humano e seus animais
domésticos e/ou de producdo, a transmissdo de agentes zoonéticos e/ou antropozoonodticos
ganha grande importancia na epidemiologia das doengas. Dessa forma, monitorar a presenca
de parasitos de importancia na satde publica animal ¢ primordial para compreender seus
padrdes de transmissdo, estabelecer o potencial de transmissibilidade para outros hospedeiros
e/ou reservatorios, além de auxiliar na elaboragdo de estratégias de vigilancia e controle.

Diversos estudos ja reportaram mamiferos silvestres naturalmente infectados por
T. cruzi, sendo o papel dos pequenos mamiferos (principalmente, morcegos e marsupiais)
reconhecido e bem documentado. Entretanto, ainda ha lacunas quanto a questdes
epidemioldgicas, filogenéticas e ecoldgicas. Ademais, o interesse dos pesquisadores nas
demais espécies de tripanosomas, que dado a uma visao antropocéntrica de Ciéncia por muito
tempo foram vistas como “inferiores”, tem crescido conforme o avanco das ferramentas
moleculares. Tal relevancia se amplia conforme surgem evidéncias de que outros
cinetoplastideos, além de Trypanosoma sp. e Leishmania sp. podem parasitar mamiferos.

Em resumo, a descricio de novos genotipos de parasitos, hospedeiros e/ou
reservatorios, atenta para a diversidade de areas sob processo de degradacgao e ainda nos alerta
sobre parasitos com potencial zoonotico ainda desconhecidos. Além disso, pouco conhecemos
sobre as implicagdes do parasitismo sobre as populagdes de pequenos mamiferos nao-
voadores e, sequer, a patogenicidade de todos os tripanosomas. Dessa maneira, fora o avango
tedrico alcancado ao responder tais perguntas, tais respostas também poderdo futuramente
auxiliar no desenvolvimento de estratégias de conserva¢do das populagdes animais

vulnerdveis e alertar para novas cadeias de transmissao de patdgenos para o homem.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Determinar a prevaléncia de Trypanosoma spp. em pequenos mamiferos nao-voadores
procedentes do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (MG), bem como os efeitos de 7. lainsoni

sobre a razdo N:L e condi¢do corporal de populacdes de roedores e marsupiais.

3.2. Objetivos especificos
v’ Estabelecer a prevaléncia de Trypanosoma spp. em diferentes espécies de roedores e
marsupiais por meio da analise de extensdes sanguineas e Nested-PCR,;
v’ Testar os efeitos do parasitismo por 7. lainsoni sobre a razdo N:L e condi¢do corporal
de populagdes de G. agilis e R. macrurus;

v' Caracterizar o gendtipo T. cruzi encontrado nos animais ao nivel de DTU.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos éticos

Os procedimentos aqui descritos foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais (CEUA) da UFU, sob numero de protocolo 041/19 (Anexo 01). A licenga para
captura dos pequenos mamiferos ndo-voadores foi expedida pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) pelo Sistema de Autorizacdo e
Informagao em Biodiversidade (SISBIO), sob nimero de protocolo 22692-1 (Anexo 02). A
autorizagdao para condu¢do do estudo na Reserva Particular do Patrimdénio Natural (RPPN)
Estacdo de Pesquisa e Desenvolvimento Ambiental Galheiros, propriedade da Companhia
Energética de Minas Gerais (CEMIG), encontra-se no Oficio MG/TR — 02337/2018 (Anexo
03).

4.2. Areas de trabalho

As campanhas de campo foram realizadas em quatro localidades no Tridngulo Mineiro
—RPPN Estagio Ecolégica do Panga (PAG), Fazenda Agua Fria (AGF), Fazenda
Experimental do Gloria (GLO) e Fazenda Sao José (SJO) — e uma no Alto Paranaiba — RPPN
Estacdo de Pesquisa e Desenvolvimento Ambiental Galheiros (GAL) (Figura 3 e Quadro 1).
Todas as areas estdo sob dominio do bioma Cerrado, cujo clima ¢ do tipo Aw (sazonal com
estacdes secas e chuvosas, segundo classificacdo de Koppen-Geiger) com pluviosidade e
temperatura média anual de aproximadamente 1.500mm e 22°C, respectivamente (ROSA et
al., 1991; KOTTEK et al., 2006).

A PAG e GLO pertencem a UFU, estando a primeira localizada a 30km do centro
urbano e a segunda no limite da zona urbana de Uberlandia. A SJO ¢ uma propriedade
particular e possui entorno composto por pastagens, plantagdes e zona urbana (LOPES, 2010).
AGF esta localizada no distrito de Piracaiba, na regido de Araguari (MG). Por fim, a GAL

esta localizada na zona rural do municipio de Perdizes (MG).

Quadro 1: Coordenadas e caracteristicas dos remanescentes de mata estacional semidecidua onde a captura dos

pequenos mamiferos ndo-voadores ocorreu.

Sigla Municipio Coordenadas Tamanho (hectares) Tipo de propriedade
EEP Uberlandia 19°11'S - 48°24'0O 409,5 Area de reserva
AGF  Araguari 18°29'S - 48°22'0 200 Fazenda

GLO Uberlandia 18°57°S - 48°12°0 30 Fazenda

SJO  Uberlandia 18°51'S - 48° 03'0 20 Fazenda

GAL  Perdizes 19°14°S - 47°08'0 2.847 Area de reserva
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EEP ¢ constituida por distintas fitofisionomias do Cerrado, como: florestas (cerradao,
matas de galeria e mata semidecidua, essa ultima com 30ha), savanas (cerrado sensu stricto,
campo cerrado e campo sujo) e vegetacoes campestres (campos umidos e veredas)
(MORENO; SCHIAVINI, 2001; CARDOSO et al., 2009; GONCALVES et al., 2021). AGF ¢
composta principalmente por formagdes florestais (mata de galeria e florestas estacionais
decidual e semidecidual) (VALE et al., 2009). SJO, por sua vez, possui um fragmento de
vegetacao nativa composto por floresta estacional semidecidual e floresta de galeria (LOPES,
2010). GLO contém formagdes naturais de floresta estacional semidecidual e floresta de
galeria (LOPES, 2010). Por fim, GAL apresenta formagdes vegetacionais florestais (mata
mesofila semidecidua, mata de galeria e cerraddo) e savanicas (cerrado denso, cerrado tipico,
cerrado ralo e cerrado rupestre (SABATO et al,, 2006). As campanhas de captura dos
pequenos mamiferos nao-voadores foram todas realizadas em florestas estacionais

semideciduais (Figura 4).
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Figura 3: Mapa das regides geograficas do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba (MQ), representando as

localidades onde as campanhas de captura dos pequenos mamiferos ndo-voadores foram realizadas.
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Figura 4: Caracteristicas da vegetacdo nos locais de captura dos pequenos mamiferos ndo-voadores. Trilha de
acesso as matas da AGF (A); GAL (B); PAG (C); GLO (D); SJO (E); e entorno da GLO (F), evidenciando sua
proximidade com o bairro Elisson Prieto (ponta de seta, antigo assentamento do Gloria, Uberlandia). Fonte:
acervo fotografico do Laboratério de Ecologia de Mamiferos - UFU.

4.3. Captura dos pequenos mamiferos ndo-voadores, coleta de sangue e avaliagao
das extensdes sanguineas

A captura dos pequenos mamiferos nao-voadores foi realizada entre os anos de 2019 e
2020 em duas campanhas durante a estacdo seca e duas na chuvosa em cada area. Para tal,
foram utilizadas armadilhas do tipo Sherman (Figura 5) que foram dispostas ao longo de
cinco transectos equidistantes 20 metros. Em cada transecto foram dispostos oito pontos de
captura, também equidistantes 20 metros (total de 80 armadilhas). Em cada ponto de captura
foram colocadas duas armadilhas: uma armadilha de tamanho menor (25x8%9cm) afixada a
1.5-2 metros de altura, presa na arvore e outra no solo, onde foram intercaladas armadilhas
médias (31x8x9cm) e grandes (43x12,5x14,5cm) ao longo do transecto. Para atrair os
animais, foi utilizada uma isca composta de doce de amendoim (pagoca), banana e aveia, com
reposicdo didria durante quatro noites (TEIXEIRA et al., 2014).

Os animais capturados foram retirados das armadilhas com auxilio de sacos e luvas de
contenc¢do, sendo anestesiados por via intraperitoneal com uma subdose de associagdao entre
Cetamina (35 a 10mg/kg) e Xilazina (15 a 5Smg/kg), calculada a depender do peso e taxon do
animal (JANSEN, 2002; MARES-GUIA et al., 2014). Os individuos foram identificados ao



37

nivel de espécie com base em seus caracteres morfologicos externos (BONVICINO, DE
OLIVEIRA, D’ANDRADE, 2008). Para os roedores, um individuo de cada espécie foi
eutanasiado com uma sobredose de Cetamina e Xilazina seguida de deslocamento cervical.
Tais individuos foram posteriormente encaminhados para o Laboratério de Zoologia de
Vertebrados da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) da Universidade de
Sao Paulo (USP), onde um taxonomista confirmou as identificagdes com base nas descri¢des
de Weksler e Percequillo (2011), Costa et al. (2011), Patton, Pardifias e D’Elia (2015).
Posteriormente, foram registrados os pontos de captura e sexos dos animais. As massas
corporais foram mensuradas com auxilio de dinamémetro de mio (Pesola®). A idade dos
marsupiais foi estimada com base no padrao de erupgdes dos molares superiores (MACEDO
et al., 2006), sendo os individuos categorizados em: “jovens”, “subadultos” e “adultos”. Os
comprimentos das tibias foram aferidos com paquimetro, sendo tal medida utilizada na
avaliagdo da condig¢do corporal por meio do indice de massa escalonada (SMI — relagdo
alométrica entre massa corporal e tamanho do corpo).

O SMI produz valores de massa corporal padronizados pela média da medida de
tamanho do corpo de todos os individuos da populacdo (PEIG; GREEN, 2009). Conforme
recomendado por Peig e Green (2009), o tamanho da tibia apresenta alta correlacdo com
massa corporal. Brevemente, o indice foi calculado pela formula: SMIi = Mi (TLO/TLi)"SMA,
onde Mi € a massa corporal, TLi o tamanho da tibia, TLO a média aritmética do tamanho da

tibia para a populagdo estudada e ®™*

a inclinagdo da reta de regressdo entre massa corporal e
tamanho da tibia, valor que foi obtido no software Reduced Major Axis Regression (RMA —
BOHONAK; VAN DER LINDE, 2004).

Para a coleta de sangue, ap0s a antissepsia da cauda, realizou-se a pung¢do da veia caudal
e/ou tarsal (JOSLIN, 2009; PARASURAMAN, RAVEENDRAN, KESAVAN, 2010). A gota
formada foi coletada com auxilio de um tubo capilar (Figura 6) e usada na confec¢do dos
esfregacos sanguineos, sendo o restante do sangue acondicionado em papel filtro. Para
confeccdo dos esfregacos sanguineos, o tubo capilar foi colocado sobre a lamina e, apos isso,
outra lamina foi colocada em um angulo de 45° em relacdo a primeira, aproximada da gota e
deslizada rapidamente em movimento uniforme (DE CARLI, 2001). As extensdes foram
feitas em triplicata, secas a temperatura ambiente e fixadas com metanol em campo. O papel
filtro foi seco em campo e armazenado em sacos plasticos contendo silica gel.

Finalizados os procedimentos, a cauda ou tarso foi limpa com algoddo e levemente

pressionadas. Por fim, os animais foram marcados com brincos de latdo numerados e soltos

no mesmo ponto de captura. A coleta de sangue ndo foi realizada em animais recapturados.
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Figura 5: Armadilhas dispostas em uma estagdo de captura (A). Armadilha grande disposta no solo (C) e
pequena fixada em cip6 (C) com fita adesiva. Fonte: acervo fotografico do Laboratorio de Ecologia de
Mamiferos - UFU.

Figura 6: Puncdo da veia caudal de roedor sob efeito do anestésico (A), formagdo da gota de sangue (ponta de
seta, B), coleta em tubo capilar (C) e acondicionamento em papel filtro (D). Fonte: acervo fotografico do

Laboratorio de Ecologia de Mamiferos - UFU.

As laminas fixadas foram encaminhadas para coloracdo no Laboratorio de Bioensaios
em Leishmania da UFU. A coloragdo foi realizada com Panético Rapido® (Laborclin, Brasil)
em cuba de coloragdo. As extensdes sanguineas foram analisadas em triplicata por dois
examinadores para minimizar erros, sendo observados no minimo 200 campos em objetiva de
imersdo. Para se estimar a parasitemia (parasitos por uL de sangue), as formas tripomastigotas
foram quantificadas em 100 desses campos, sendo esse numero posteriormente multiplicado
por cinco, conforme Brasil (2009). Também foi realizada a contagem diferencial de 100

leucdcitos para se estabelecer a razdo N:L (quantidade total de neutrofilos/linfocitos), sendo
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os tipos celulares identificados conforme Voigt e Swist (2000) e o célculo realizado conforme
Zuri, Gottreich e Terkel (1998). Por fim, fotomicrografias das formas tripomastigotas foram
obtidas no microscopio optico Leica DMS500 (EUA) do Laboratério de Ecologia de
Mamiferos, sendo os parametros morfoldgicos avaliados no software ImageJ (versao 1.6.0)

conforme Hoare (1972).

4.4. Analises moleculares

4.4.1. Extracao de DNA

Entre trés e cinco fragmentos de papel filtro foram recortados com auxilio de um
perfurador e submetidos a extracdo de DNA com o kit Purelink® Genomic DNA (Invitrogen,
EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. Apos isso, 0 DNA extraido foi eluido em 50uL
de 4gua livre de nucleases, tendo sua qualidade ¢ quantidade aferida por espectrofotometria
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Fischer Scientific, EUA). As amostras foram

mantidas a -20°C até o momento das demais analises.

4.4.2. Reacdo em cadeia da polimerase e eletroforese

O DNA extraido foi submetido a analise molecular com os iniciadores listados no
Quadro 2, que tem como alvo o gene 18S (SSU) do RNA ribossomal (rRNA) de
Trypanosoma spp. (NOYES et al, 1999). As Nested-PCRs foram realizadas utilizando
GoTaq® Green Master Mix (Promega, EUA) e 16pmol de cada iniciador, em um volume final
de 25uL. As condi¢des também se encontram descritas no Quadro 2. A segunda reagdo foi
realizada com o produto amplificado da primeira reacdo diluido dez vezes (1:10) em agua
livre de nucleases (SMITH et al., 2008). O DNA de culturas axénicas de 7. cruzi (cepa Y,
Tcl) foi usado como controle positivo e 0 DNA de sangue de camundongo (Mus musculus)

ndo infectado como controle negativo.

Quadro 2: Descrigdo dos iniciadores descritos por Noyes et al. (1999), tamanhos dos produtos amplificados e

condicdes da reagdo de Nested-PCR Trypanosoma spp.

Iniciadores Sequéncias (forward e reverse) Reacido Amplicon Condicoes da reacao
TRY927F 5-GAAACAAGAAACACGGGAG-3’
1* ~900pb 30 ciclos (94°C por
TRY927R 5'- CTACTGGGCAGCTTGGA-3'

30seg, 55°C por Imin.
2° ~700pb e 72°C por 90seg).

SSUS61F 5'- TGGGATAACAAAGGAGCA-3’
SSUS61R 5'- CTGAGACTGTAACCTCAAAGC- 3'
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%,
juntamente com o padrdo de peso molecular de 100 pares de bases (pb, Ludiwig Biotec,
Brasil) ¢ tampdo TBE 1X (TRIS 89mM, Acido Boérico 89mM e EDTA 2mM). Para
visualiza¢ao das bandas, os produtos amplificados foram corados com intercalante de DNA
(Safer Dye - Kasvi, Brasil), de acordo com as especifica¢des do fabricante. As bandas foram

visualizadas sobre a incidéncia de luz ultravioleta em fotodocumentador.

4.4.3. Sequenciamento

Os produtos amplificados foram encaminhados para sequenciamento da fita foward na
ATCGene Analises Moleculares (Brasil), conforme recomendagdes da empresa para amostras
ndo purificadas. O percentual de identidade e E-valor das sequéncias obtidas foram analisadas
na plataforma BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, ALTSCHUL et al., 1990) do NIH
(National Institutes of Health, EUA). Os cromatogramas foram analisados no software
Geneious Prime (versdo 2022.0.1), sendo as bases nao identificadas corrigidas conforme e
tabela da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, EUA). O alinhamento,
por sua vez, foi realizado com a ferramenta Clustal Omega (versdo 1.2.2), usando as
sequéncias obtidas e sequéncias recuperadas do GenBank™ do NIH (Quadro 3). No software
MEGA X (versao 10.0.5, KUMAR et al, 2018) foram selecionados os modelos de
substituicdo que melhor se adequavam aos dados, sendo também elaborada uma arvore pelo
método Neighbor-Joining (NJ, SAITOU; NEI, 1987) usando o modelo Tamura-Nei
(TAMURA; NEI, 1993) com distribuicdo gama (TN93+G) e com 1000 replicatas (Bootstrap,
FELSENSTEIN, 1985).

4.5. Andlises estatisticas

Os resultados das extensdes sanguineas e andlises moleculares foram expressos por
meio das prevaléncias de Trypanosoma sp. em cada espécie hospedeira. Para avaliar o papel
da infec¢do por 7. lainsoni na condi¢do corporal e razdo N:L de G. agilis € R. macrurus foram
construidos modelos lineares generalizados (GLMs) para cada uma das populagdes estudadas.
Condicao corporal e razdo N:L foram utilizados como variaveis resposta (em modelos
separados para cada espécie e entre espécies), enquanto o sexo (macho x fémea), idade
(apenas para G. agilis — juvenil, subadulto e adulto), estagdo climatica seca e chuvosa) e
infeccdo por 7. lainsoni foram incluidos como varidveis preditoras, assim como as interagdes

entre estas. As analises foram realizadas no ambiente R, seguindo uma distribui¢cdo gaussiana.
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A selecdo de modelos foi baseada no Critério de Informacdo de Akaike's para amostras
pequenas (AICc) usando o pacote MuMIn (versao 1.46.0). Assim, modelos que apresentaram

valores de AICc>>2 foram selecionados e considerados igualmente plausiveis.

Quadro 3: Sequéncias recuperadas/depositadas no GenBank™,

Ordem do . Caédigo de
. ~ . Hospedeiro/ .
Identificacao hospedeiro/ .. Parasito acesso no
. reservatorio/vetor
reservatorio/vetor GenBank™
EM1 Malpighiales Euphorbia pinea Phytomonas sp. AF016322
Tc3014 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. cruzi Tcl AY785565
LBCE17685B Didelphimorphia Marmosa paraguayana T. cruzi Tcl MZ221940
Mogi Hemiptera Panstrongylus megistus T. cruzi Tcl KF788250
GLO01091966 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. cruzi Tcl OP183331
GLO30011921 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. cruzi Tcl OP183333
SJO09081925 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. cruzi Tcl OP183335
GLO03051841 Rodentia Rhipidomys macrurus T. cruzi Tcl OP183343
SJO12031917 Rodentia Rhipidomys macrurus T. cruzi Tcl OP183347
GLO140520128 Rodentia Rhipidomys macrurus T. cruzi Tcl OP183344
LBCE 19675* Didelphimorphia Didelphis marsupialis T. cruzi Tell MH411635
LBCE 19687 Didelphimorphia Philander sp. T. cruzi Tell MH411636
EM 693 Chiroptera Carollia perspicillata T. cruzi Telll MH411642
EM 712 Chiroptera Artibeus lituratus T. cruzi Telll MH558661
PCE 384 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. cascavelli MH411653
PCE 395 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. cascavelli MH411655
V54 Squamata Varanus exanthematicus T. varani AJ005279
Gecko Squamata Tarentola annularis T. sp. Gecko AJ620548
TCC09 (M-4591) Didelphimorphia ~ Monodelphis brevicaudata T. freitasi MF401951
LBCE 18599 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni MH411673
LBCE 18614 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni MH411675
AGF17041933 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni OP183336*
GAL22071907 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni OP183337*
GLO04091973 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni OP183338*
PAG09072025 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni OP183339*
SJO07091046 Didelphimorphia Gracilinanus agilis T. lainsoni OP183340*
GAL12022014 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. lainsoni OP183329*
GLO30011919 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. lainsoni OP183332*
AGF12111801 Didelphimorphia Didelphis albiventris T. lainsoni OP183330*
GLO31081964 Rodentia Hylaeamys megacephalus T. lainsoni OP183334*
AGF17041923 Rodentia Rhipidomys macrurus T. lainsoni OP183341*
GLO01051925 Rodentia Rhipidomys macrurus T. lainsoni OP183342*
PAG28012011 Rodentia Rhipidomys macrurus T. lainsoni OP183345*
SJO1612011 Rodentia Rhipidomys macrurus T. lainsoni OP183348*

*Sequéncias obtidas no presente estudo e depositadas no GenBank ™.
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5. RESULTADOS

Foram capturados um total de 294 pequenos mamiferos ndo-voadores nas 20 campanhas
de campo realizadas, sendo estes pertencentes a quatro espécies de roedores (117 individuos
de R. macrurus, 15 de O. cf. cleberi, 54 de H. megacephalus ¢ um de R. rattus) e duas
espécies de didelfideos (22 individuos de D. albiventris e 85 de G. agilis). Ao todo, o esfor¢o
amostral foi de 1600 armadilha/noite/area. GAL (indice de diversidade de Shannon-Wiener
[H’] = 1,1, calculos realizados por Aratjjo L. M. G. e ainda ndo publicados) ¢ SJO (H’= 0,9)
apresentaram a menor riqueza de espécies, embora a primeira tenha apresentado um sucesso
de captura baixo, enquanto a segunda foi dominada principalmente por duas espécies (G.
agilis e R. macrurus). Por outro lado, PAG (H’ = 1,7), AGF (H’ = 1,3) e GLO (H’ = 1,2)
apresentaram maior riqueza e diversidade de espécies (Tabela 1).

Cerca de 7% (21/294) dos animais capturados apresentaram formas tripomastigotas nas
extensoes sanguineas (Tabela 1 e Figura 7). As amostras de G. agilis, em particular, exibiram
mais formas tripomastigotas do que as demais espécies positivas por microscopia oOptica,
sendo que um individuo procedente da AGF exibiu 25 parasitos/ul. de sangue, a maior
parasitemia observada entre todos os individuos (Quadro 4). Dentre as fotomicrografias das
tripomastigotas obtidas, o comprimento médio do corpo celular, bem como sua largura foram
de 35,6+1,8uM e 5,8+0,5uM, respectivamente. O comprimento total incluindo o flagelo livre
foi de 40,9+1,5uM. Os tamanhos médios do flagelo e seu segmento livre foram de 42+3,1uM
e 5,9+0,4uM. Nao houve coinfec¢des entre Trypanosoma sp. e outros hemoparasitos.

Das amostras de H. megacephalus (somente amostras positivas por microscopia),
R. macrurus, G. agilis e D. albiventris submetidas a Nested-PCR para Trypanosoma spp., 32
(68/215) foram positivas (Tabela 2). Nas analises obtidas do sequenciamento, sete destas
sequéncias apresentaram percentuais de identidade semelhantes a 7. cruzi (10%) e 56 a
T. lainsoni (82%). As cinco sequéncias restantes ndo apresentaram identidade semelhante a
Trypanosoma spp., embora tenham sido amplificadas na Nested-PCR. Destas sete sequéncias,
todas foram agrupadas junto a DTU Tcl de 7. cruzi, sendo essas amostras provenientes de
dois individuos de D. albiventris e dois de R. macrurus capturados em GLO, um G. agilis e
dois R. macrurus capturados em SJO (Figura 8). As outras 56 sequéncias foram agrupadas
junto a 7. lainsoni, no clado LRSM, sendo cinco amostras provenientes de D. albiventris, 19
de G. agilis, 31 de R. macrurus e uma de H. megacephalus em diferentes areas (Figura 8). As
sequéncias representativas dos dados aqui relatados estdo disponiveis no banco de dados
GenBank™ sob os seguintes ntimeros de identificagdo: OP183331, OP183333, OP183335,
OP183343, OP183344 e OP183347 para T. cruzi (Tcl) e OP183336, OP183329, OP183330,
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OP183332, OP383334, OP183337, OP18338, OP18338, OP18337, OP183337 OP183339,
OP183340, OP183341, OP183342, OP183345 e OP183348 para T. lainsoni (Quadro 03,

disponivel na sec¢do anterior).

Figura 7: Formas tripomastigotas em extensdes sanguineas de R. macrurus (A e B), G. agilis (C) e H.

megacephalus (d). Aumento 1.000x, barra 20pm.



Tabela 1: Deteccao de Trypanosoma spp. em extensdes sanguineas de pequenos mamiferos ndo-voadores de

acordo com as areas de estudo.

Ordem Espécie Capturados/Positivos Total/Positivos na
(Familia) na microscopia (%) microscopia (%)
50/3 (6%)*
30/1 (3%)°
R. macrurus
. 117/6 (5%
(Cricetidae) 28/1 (4%)° (5%)
9/1 (11%)4
5/0
b
O. ¢f. cleberi 2/0 15/0
(Cricetidae) 4/0¢
Rodentia
4/0°
46/2 (4%)"
b
H. megacephalus 4/1(25%) 54/3 (6%)
(Cricetidae) 2/0d °
2/0¢
R. rattus q
(Muridae) 1o 1o
11/0
5/0°
D. albiventris .
(Didelphidac) 10 22/0
3/04
2/0°
Didelphimorphia
21/2 (10%)?
26/7 (27%)°
(Dg'eﬁﬁﬁae) 23/1 (4%)¢ 85/12 (14%)

7/04

8/2 (25%)°

Total (%)

294/21 (7%)

sGLO; "AGF; °SJO; PAG; e °GAL.
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Quadro 4: Amostras de pequenos mamiferos ndo-voadores positivas na microscopia, parasitemia e identificacao

molecular das sequéncias amplificadas na Nested-PCR para Trypanosoma sp. de acordo com as areas de estudo.

. .. Parasitos/u.  Nested-PCR Identificacio

Ordem Familia Espécie de sangul:! (18S rRNA) molecul:r
R. macrurus® 5/uL - -

R. macrurus® 5/uL + T. lainsoni

R. macrurus® 5/uL + T. lainsoni

R. macrurus® 5/uL + T. lainsoni

Rodentia Cricetidae R. macrurus® 5/uL + T. lainsoni
R. macrurus® 5/uL - -
H. megacephalus® 5/uL + -

H. megacephalus® 5/uL + T. lainsoni
H. megacephalus® 5/uL - -

G. agilis® 5/uL + T. lainsoni

G. agilis® 5/uL + T. lainsoni

G. agilis® 25/uL + T. lainsoni

G. agilis® 15/uL + T. lainsoni

G. agilis® 5/uL + T. lainsoni

. . . . . G. agilis® 5/uL + T. lainsoni
Didelphimorphia Didelphidae G. agilis® S/uL ) )
G. agilis® 5/uL - -
G. agilis® 5/uL - -

G. agilis® 20/uL + T. lainsoni
G. agilis® 5/uL - -
G. agilis® 5/uL - -

3GLO; PAGF; °SJO; ‘PAG; °GAL.
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Tabela 2: Deteccdo de Trypanosoma spp. por Nested-PCR no sangue de roedores (R. macrurus e

H. megacephalus) e marsupiais (D. albiventris ¢ G. agilis) de acordo com as areas de estudo.

Ordem Espécie Analisados/Positivos Testados/Positivos na
(Familia) na Nested-PCR (%) Nested-PCR (%)
48/10 (21%)*
R. macrurus 27/11 (41%)°
(Cricetidae) 109/35 (32%)
27/12 (44%)°
Rodentia
7/2 (29%)¢
H. megacephalus 2/1 (50%)* 3t/ (67%)
. . (V]
(Cricetidae) 1/1 (100%)?
11/3 (27%)*
5/2 (40%)?
éé;iﬁ?ﬁiiﬁ; 1/0¢ 2217 (32%)
3/0¢
2/2 (100%)°
Didelphimorphia
19/3 (16%)*
26/9 (35%)°
(Dﬁ@ﬁiﬁ;@ 21/6 (29%)° 81/24 (30%)

7/1 (14%)°

8/5 (63%)°

Total (%)

215/68 (32%)

3GLO; YAGF; °SJO; PAG; °GAL; e fPositivos na microscopia.
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87, T. lainsoni | G. agilis | AGF17041933 (OP183336) @
T. lainsoni | G. agilis | GAL22071907 (OP183337) @
T. lainsoni | LBCE18614 (MH411675)
T. lainsoni | LBCE18599 (MH411673)
T. lainsoni | R. macrurus | SJO16121801 (OP183348) @
T. lainsoni | R. macrurus | PAG28012011 (OP183345) @
6| T- lainsoni | R. macrurus | GLO01051925 (OP183342) @
T. lainsoni | R. macrurus | AGF17041923 (OP183341) @
T. lainsoni | H. megacephalus | GLO31081964 (OP183334) @
T. lainsoni | G. agilis | SJO07091946 (OP183340) @
100} T. lainsoni | G. agilis | PAG09072025 (OP183339) @
T. lainsoni | G. agilis | GLO04091973 (OP183338) @
T. lainsoni | D. albiventis | GAL12022014 (OP183329)
97 T. lainsoni | D. albiventris | GLO30011919 (OP183332) @
- T. lainsoni | D. albiventris | AGF12111801 (OP183330) @
100 - T. varani | V54 (AJ0O05279)
L— Trypanosoma sp. Gecko | (AJ620548)
59 T freitasi | TCCO09 (MF401951)
|- T. cascavelli | PCE384 (MH411653)

= 100 ' T. cascavelli | PCE395 (MH411655)

99| T. cruzi Tcll | LBCE19675 (MH411635)
—| T. cruzi Tcll | LBCE 19687 (MH411636)
69 T. cruzi Tclll | EMB93 (MH411642)
T. cruzi Tclil | EM712 (MH558661)
T. cruzi Tel | R. macrurus | GLO03051941 (OP183343) @
T. cruzi Tcl | R. macrurus | SJO12031917 (OP183347) @
T. cruzi Tcl | D. albiventris | GLO01091966 (OP183331) @
T. cruzi Tel | Tc3014 (AY785565)
T. cruzi Tcl | R. macrurus | SJO08091949 (OP183346) @
T. cruzi Tcl | D. albivetris | GLO30011921 (OP183333) @
T. cruzi Tel | R. macrurus | GLO140520128 (OP183344) @
“|| T. cruzi Tcl | LBCE17685 (MZ221940)
T. cruzi Tcl | G. agilis | SJO09081925 (OP183335) @
T. cruzi Tel | Mogi (KF788250)
Phytomonas sp. | (AF016322)

98

—_—

0.050

Figura 8: Arvore obtida pelo método NJ com modelo de distribuigdo TN93 + G com as sequéncias do gene 18S
rRNA de 7. cruzi, sequéncias (18S rRNA) representativas de 7. lainsoni e sequéncias (18S rRNA) de outros
tripanosomas recuperadas do GenBank™. Boostrap obtido a partir de 1000 replicatas. Sequéncias obtidas no

presente estudo (e®).

Para se verificar os efeitos de 7. lainsoni sobre a saude das populagdes de G. agilis,
dados de 75 individuos (Quadro 5) foram usados na construcao de sete modelos seguindo uma
distribuicdo gaussiana (Tabela 3). Do total, foram usados dados de 23 individuos de G. agilis
capturados na AGF, bem como 19 na SJO, 18 na GLO, oito na GLO e sete na PAG. Dentre
todas as areas de estudo, 70 individuos foram capturados na estacdo seca e cinco na chuvosa,

destes 40 eram machos e 35 fémeas, um individuo era jovem, 22 subadultos e 52 adultos. Do
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total, 56 individuos foram negativos na Nested-PCR e 19 positivos, com sequéncias
apresentando alta similaridade com 7. lainsoni. Os dados de condicdo corporal e razdo N:L
para esta espécie de marsupial também sao mostrados no Quadro 5.

Dados de 108 individuos de R. macrurus (Quadro 6) também foram usados para se
verificar os efeitos de 7. lainsoni sobre a saide de populacdes destes animais, sendo
construidos cinco modelos seguindo uma distribuicdo gaussiana (Tabela 3). Do total, foram
utilizados dados de 48 individuos de R. macrurus procedentes da GLO, bem como 27 da
AGF, 26 da SJO e sete da PAG. Dentre todas as areas de estudo, 63 individuos foram
capturados na estacdo chuvosa e 45 na seca. Do total, 61 eram machos ¢ 47 fémeas, 29
individuos foram negativos na Nested-PCR e 79 positivos, com sequéncias apresentando alta
similaridade com 7. /ainsoni. Os dados de condi¢do corporal e razdo N:L para esta espécie de
roedor também sao mostrados no Quadro 6.

Os valores de AICc sdo apresentados na Tabela 3, evidenciando que 7. lainsoni nao
apresenta efeitos sobre a condig¢do corporal de ambas as espécies ou na razao N:L de G. agilis,

porém apresenta efeitos discretos na razao N:L de R. macrurus.
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Quadro 5: Dados de G. agilis utilizados para elaboracdo dos GLMs de acordo com as areas de estudo.

Area  Estaciio Sexo Idade Razie Condi¢ao T. lainsoni .C()d-igro do
N:L corporal individuo
Chuvosa Fémea Adulto 0,32 23,73 Negativo AGF13111805¢
Chuvosa Fémea Jovem 0,19 18,57 Negativo AGF15111817¢
Chuvosa Fémea Adulto 0,52 21,50 Negativo ~ AGF16111825¢
Seca Fémea Subadulto 0,96 15,39 Positivo AGF17041933s
Seca Macho Subadulto 0,52 23,49 Negativo AGF10071940s
Seca Fémea Subadulto 0,22 19,33 Negativo ~ AGF10071941s
Seca Fémea Subadulto 0,50 17,15 Positivo AGF10071942s
Seca Fémea Subadulto 0,20 16,94 Negativo AGF11071943s
Seca Macho Subadulto 0,23 23,35 Positivo AGF11071944s
Seca Macho Subadulto 0,09 22,40 Negativo AGF11071945s
Seca Fémea Subadulto 0,39 13,96 Negativo AGF11071946s
AGF Seca Fémea Subadulto 0,41 14,96 Negativo AGF11071947s
Seca Macho Subadulto 0,39 19,80 Negativo AGF11071948s
Seca Fémea Subadulto 0,30 14,66 Negativo AGF11071949s
Seca Macho Subadulto 0,08 22,01 Positivo AGF11071950s
Seca Macho Subadulto 0,35 33,77 Negativo AGF11071951s
Seca Fémea Adulto 0,27 15,06 Negativo  AGF121071954s
Seca Fémea Subadulto 0,21 23,93 Negativo  AGF121071955s
Seca Macho Subadulto 0,72 32,74 Positivo AGF13071958s
Seca Macho Subadulto 0,20 25,27 Positivo AGF13071959s
Seca Fémea Subadulto 0,06 17,10 Negativo AGF13071960s
Seca Fémea Adulto 0,44 24,55 Negativo AGF17111965s
Seca Fémea Adulto 0,85 24,74 Positivo AGF19111975s
Chuvosa Fémea Adulto 0,98 54,01 Negativo SJO18121804¢
Chuvosa Fémea Subadulto 0,46 32,79 Positivo SJO11031912¢
Seca Macho Adulto 0,61 54,63 Negativo SJO09081926s
Seca Macho Adulto 0,87 48,73 Negativo SJO09081927s
Seca Fémea Adulto 0,92 35,14 Negativo SJO10081928s
Seca Fémea Adulto 0,31 39,24 Negativo SJO10081929s
Seca Fémea Adulto 0,43 38,14 Negativo SJO10081930s
Seca Fémea Adulto 0,14 46,92 Negativo SJO11081933s
Seca Fémea Adulto 0,58 39,70 Negativo SJO11081934s
SJO Seca Macho Adulto 0,24 62,41 Negativo SJO11081935s
Seca Macho Adulto 2,63 38,97 Negativo SJO12081937s
Seca Fémea Adulto 0,90 42,76 Negativo SJO12081938s
Seca Fémea Adulto 0,63 34,83 Positivo SJO12081942s
Seca Macho Adulto 0,43 57,55 Negativo SJO13081943s
Seca Macho Adulto 0,60 55,28 Negativo SJO07091945s
Seca Fémea Adulto 0,30 43,13 Positivo SJO07091946s
Seca Macho Adulto 0,46 56,43 Negativo SJO08091950s
Seca Macho Adulto 0,92 52,14 Positivo SJO08091951s
Seca Macho Adulto 1,02 53,82 Negativo SJO08091952s

Continua na proxima pagina.
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Quadro 5 (continuacio): Dados de G. agilis utilizados para elaboragdo dos GLMs de acordo com as areas de

estudo.
Area  Estaciio Sexo Idade Razie Condi¢ao T. lainsoni .C()d-igro do
N:L corporal individuo

Seca Macho Adulto 0,52 18,68 Negativo GLO31081962s
Seca Fémea Adulto 0,16 19,06 Positivo GLO04091972s
Seca Macho Adulto 1,00 21,71 Positivo GLO04091973s
Seca Fémea Subadulto 0,27 15,41 Negativo  GLO120520104s
Seca Fémea Subadulto 0,79 22,10 Negativo  GLO130520105s
Seca Macho Subadulto 0,61 17,88 Negativo  GLO130520106s
Seca Macho Adulto 0,37 15,96 Negativo  GLO140520108s
Seca Macho Adulto 0,69 19,43 Negativo  GLO150720133s

GLO Seca Macho Adulto 0,27 20,44 Negativo  GLO150720134s
Seca Macho Adulto 0,19 17,09 Negativo  GLO150720135s
Seca Macho Adulto 0,74 17,44 Negativo  GLO150720136s
Seca Macho Adulto 0,48 19,85 Negativo  GLO160720137s
Seca Fémea Adulto 0,30 13,85 Negativo  GLO160720138s
Seca Macho Adulto 1,27 15,88 Negativo  GLO170720140s
Seca Macho Adulto 1,50 26,14 Negativo  GLO170720141s
Seca Fémea Adulto 0,65 19,63 Negativo GLO180720142
Seca Macho Adulto 0,43 18,17 Negativo  GLO180720143s
Seca Macho Adulto 0,47 20,02 Negativo  GLO180720144s
Seca Fémea Subadulto 0,30 18,08 Positivo GAL20071902s
Seca Fémea Adulto 0,94 23,10 Negativo GAL21071905s
Seca Macho Adulto 0,19 19,65 Negativo GAL22071906s

GAL Seca Macho Adulto 0,09 20,67 Positivo GAL22071907s
Seca Fémea Adulto 0,18 14,89 Positivo GAL22071908s
Seca Macho Adulto 0,59 20,85 Negativo GAL22071909s
Seca Macho Adulto 0,49 18,02 Positivo GAL23071912s
Seca Macho Adulto 0,48 23,25 Positivo GAL23071913s
Seca Macho Adulto 1,06 30,60 Negativo PAG22091906s
Seca Fémea Adulto 0,45 19,63 Negativo PAG07072021s
Seca Macho Adulto 0,46 27,01 Negativo PAG08072024s

PAG Seca Macho Adulto 0,43 17,91 Positivo PAG09072025s
Seca Fémea Adulto 0,43 15,22 Negativo PAG09072026s
Seca Macho Adulto 0,38 21,65 Negativo PAG10072027s
Seca Macho Adulto 0,56 22,02 Negativo PAG11072029s




Quadro 6: Dados de R. macrurus utilizados para elaboracdo dos GLMs de acordo com as areas de estudo.

Area Estacao Sexo RIG:ZEO Sg:;l;f.:;) T. lainsoni (ijnoc:liifgi‘:l:(?
Chuvosa Fémea 0,74 40,70 Positivo AGF13111803¢
Chuvosa Macho 0,43 54,69 Negativo AGF13111804c
Chuvosa Macho 0,33 80,42 Negativo AGF14111807¢
Chuvosa Fémea 0,27 93,31 Negativo AGF15111814c¢
Chuvosa Fémea 0,43 49,51 Negativo ~ AGF15111818¢
Chuvosa Macho 0,12 36,18 Negativo  AGF16111821c
Chuvosa Fémea 0,41 110,47 Negativo AGF16111822¢
Chuvosa Macho 0,10 71,03 Negativo AGF16111963c¢
Chuvosa Macho 0,09 44,71 Positivo AGF17111967¢
Chuvosa Fémea 0,23 66,66 Positivo AGF17111968c¢
Chuvosa Macho 1,04 57,56 Negativo AGF17111969c¢
Chuvosa Fémea 0,32 70,55 Negativo AGF18111970c¢
Chuvosa Fémea 0,32 64,68 Negativo AGF18111971c¢

AGF Chuvosa Macho 0,43 62,37 Negativo AGF19111972¢
Chuvosa Fémea 0,25 63,98 Positivo AGF16111824c¢
Chuvosa Macho 0,18 74,96 Positivo AGF16111826¢
Chuvosa Macho 0,03 107,91 Negativo AGF16111827¢
Chuvosa Macho 0,21 54,60 Positivo AGF16111828c¢
Chuvosa Fémea 0,05 34,57 Negativo AGF16111829c¢
Chuvosa Macho 0,06 55,78 Negativo AGF16111831c

Seca Macho 0,39 110,46 Positivo AGF17041923s
Seca Macho 0,56 80,27 Positivo AGF21041935s
Seca Macho 0,19 46,84 Positivo AGF10071936s
Seca Fémea 0,43 116,68 Negativo AGF21041937s
Seca Fémea 0,48 45,88 Positivo AGF09071939s
Seca Fémea 0,23 62,90 Positivo AGF11071952s
Seca Fémea 0,54 63,60 Negativo AGF13071962s
Chuvosa Macho 0,44 59,83 Negativo SJO18121805¢
Chuvosa Fémea 0,70 37,03 Negativo SJO19121806¢
Chuvosa Macho 0,11 4223 Negativo SJO19121807¢
Chuvosa Macho 0,73 32,36 Positivo SJO19121808¢
Chuvosa Fémea 1,20 56,54 Positivo SJO19121809¢
Chuvosa Macho 0,50 107,64 Positivo SJO20121810¢
Chuvosa Macho 0,34 64,91 Negativo SJO11031911c¢c
SJIO Chuvosa Macho 0,23 56,39 Negativo SJO12031914c¢
Chuvosa Fémea 1,26 38,94 Positivo SJO12031915¢
Chuvosa Macho 0,46 47,97 Negativo SJO12031916¢
Chuvosa Macho 0,70 55,68 Negativo SJO12031917¢
Chuvosa Macho 0,12 67,07 Negativo SJO12031918¢
Chuvosa Macho 0,31 53,82 Negativo SJO13031919¢
Chuvosa Fémea 0,21 39,68 Positivo SJO14031920¢
Chuvosa Macho 0,38 46,29 Negativo SJO15031921c¢

Continua na proxima pagina.
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Quadro 6 (continuacdo): Dados de R. macrurus utilizados para elaboragdo dos GLMs de acordo com as areas

de estudo.

Area Estacao Sexo RIG:ZEO Sg:;l;f.:;) T. lainsoni (ijnoc:liifgi‘:l:(?
Seca Fémea 0,22 41,90 Negativo SJO11081936s
Seca Fémea 1,39 50,04 Positivo SJO12081941s
Seca Macho 0,60 49,29 Negativo SJO13081944s
Seca Fémea 0,09 58,08 Negativo SJO07091948s
Seca Fémea 0,34 76,82 Negativo SJO08091949s

SJIO Seca Macho 1,64 42,37 Negativo SJO09091953s
Seca Fémea 1,50 51,93 Positivo SJO09091954s
Seca Macho 0,40 47,19 Positivo SJO10091955s
Seca Fémea 1,33 53,64 Negativo SJO10091956s
Seca Macho 0,46 47,85 Positivo SJO11091958s
Seca Fémea 0,55 47,69 Negativo SJO11091959s

Chuvosa Macho 1,45 47,23 Negativo GLO28011904c¢
Chuvosa Fémea 0,85 4421 Negativo GLO28011905¢
Chuvosa Fémea 0,15 69,34 Negativo GLO28011906¢
Chuvosa Fémea 0,28 53,11 Negativo GLO29011911¢
Chuvosa Fémea 0,83 47,76 Negativo GLO30011917¢
Chuvosa Fémea 2,10 48,41 Negativo GLO30011918¢
Chuvosa Macho 1,17 35,71 Positivo GLO02111978¢
Chuvosa Macho 4,26 32,86 Negativo GLOO03111983c¢
Chuvosa Fémea 1,09 76,69 Negativo GLOO03111984c¢
Chuvosa Macho 0,92 55,69 Negativo GLO03111985¢
Chuvosa Macho 1,18 58,25 Positivo GLO03111986¢
Chuvosa Fémea 1,27 72,98 Negativo GLO04111989¢
Chuvosa Macho 0,59 61,73 Negativo GLO04111990¢
Chuvosa Macho 0,48 51,85 Negativo GLO05111992¢

GLO Seca Macho 0,45 58,45 Negativo GLO01051924s
Seca Macho 0,22 153,69 Positivo GLOO01051925s
Seca Fémea 0,71 42,92 Negativo GLO01051927s
Seca Fémea 0,45 38,98 Negativo GLO01051928s
Seca Macho 0,30 43,85 Negativo GLO01051929s
Seca Macho 0,85 70,64 Negativo GLO02051935s
Seca Fémea 0,44 53,59 Negativo GLO03051941s
Seca Macho 0,09 95,22 Negativo GLO05051950s
Seca Macho 0,66 52,79 Negativo GLO05051954s
Seca Macho 0,69 36,48 Negativo GLO05051955s
Seca Macho 0,22 50,61 Negativo GLO05051957s
Seca Fémea 0,25 104,26 Negativo GLO02091967s
Seca Macho 0,46 71,61 Negativo GLO03091971s
Seca Fémea 0,43 60,91 Negativo GLO04091974s
Seca Macho 1,22 39,40 Negativo GLO04091976s
Seca Macho 3,35 44,54 Negativo GLO04091977s

Continua na proxima pagina.
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Quadro 6 (continuacdo): Dados de R. macrurus utilizados para elaboragdo dos GLMs de acordo com as areas

de estudo.
Area Estacao Sexo RIG:ZEO Sg:;l;f.:;) T. lainsoni (ijnoc:liifgi‘:l:(?
Chuvosa Macho 0,85 65,03 Negativo GLOO05111993¢
Chuvosa Macho 1,13 60,23 Negativo GLOO05111994¢
Chuvosa Fémea 1,94 52,14 Negativo GLOO05111995¢
Chuvosa Fémea 1,00 57,09 Positivo GLOO05111996¢
Chuvosa Macho 2,63 33,66 Negativo GLOO05111997¢
Chuvosa Macho 1,56 167,04 Negativo GLO05119100c¢
Chuvosa Macho 0,75 64,48 Negativo ~ GLOO05119101c
Chuvosa Fémea 0,14 49,59 Negativo  GLO061119102¢
GLO Chuvosa Macho 0,52 52,66 Negativo  GLO061119103¢
Chuvosa Macho 0,85 52,80 Negativo GLO03091970c¢
Seca Fémea 1,02 90,38 Positivo GLO140520126s
Seca Fémea 0,15 46,47 Negativo  GLO140520127s
Seca Fémea 0,10 63,51 Negativo  GLO140520128s
Seca Fémea 0,27 251,12 Negativo  GLO150720130s
Seca Macho 1,27 45,81 Negativo  GLO160720139s
Seca Macho 1,36 44,28 Negativo  GLO180720145s
Seca Fémea 1,41 64,90 Positivo GLO04111987s
Seca Macho 2,23 37,23 Positivo GLOO05111999s
Chuvosa Fémea 1,46 55,28 Positivo PAG28012011c¢
Chuvosa Macho 0,57 39,84 Negativo PAG30012012¢
Chuvosa Macho 0,69 100,64 Negativo PAG30012013c¢
PAG Chuvosa Fémea 0,20 68,14 Negativo PAG30012014c¢
Seca Macho 1,50 37,58 Positivo PAG19091901s
Seca Macho 1,17 31,39 Negativo PAG21091904s
Seca Fémea 2,19 67,20 Negativo PAG22091907s
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Tabela 3: Resultado da sele¢do de GLMs que explicam a variacdo na condi¢do corporal e razdo N:L dos
individuos de G. agilis e R. macrurus.

G. agilis (n =75)

Razio N:L Condic¢ao corporal

Modelos k AICc A w Modelos k AlCc A w

Idade 4 709 0.00 0.42 | Idade 4 596.8 0.00 0.58
Sexo 3 726 174 0.18 T. lainsoni*idade 6 600.0 321 0.12
Nulo 2 72.8 1.92 0.16 | Nulo 2 600.1 335  0.11
T. lainsoni*idade 6 74.3 340  0.08 Sexo 3 600.5 3.70  0.09
T. lainsoni 3 74.5 3.56 0.07 T. lainsoni 3 601.8 499  0.05
Estacao 3 74.9 4.05 0.06 Estacao 3 602.0 5.20  0.04
T. lainsoni*sexo 5 756  4.68 0.04 T. lainsoni*sexo 5 604.2 741  0.01

R. macrurus (n = 108)

Razio N:L Condicao corporal
Modelos k AlCe A w Modelos k AlICc A w
Nulo 2 230.1  0.00 0.42 | Nulo 2 1041.7 0.00 0.40
Sexo 3 231.7 1.68 0.18 | Estacao 3 10433 155 0.19
Estacio 3 2319 1.88 0.16 Sexo 3 10433 156 0.18
T. lainsoni 3 232.1  2.00 0.15 T. lainsoni 3 1043.8 205 0.14
T. lainsoni*sexo 5 2339 3.87 0.06 T. lainsoni*sexo 5 1045.6 3.87 0.06

T. lainsoni*estagdo 5 236.0 5.94 0.02 T. lainsoni*estacdo 5 1047.0 5.30 0.03
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6. DISCUSSAO

Na literatura, destacam-se entre os hospedeiros e/ou reservatorios animais de 7. cruzi,
em termos de numero de amostras avaliadas, os grupos Didelphiomorphia, Carnivora,
Rodentia, primatas ndo humanos, Chiroptera, Cingulata, Pilosa e Artiodactyla,
respectivamente (VELASQUEZ-ORTIZ et al., 2022). Ainda conforme levantamento de
Velasquez-Ortiz et al. (2022), o método mais utilizado para a identificacdo da infeccdo foi a
PCR, sendo a identificagdo das DTUs realizada principalmente por metodologias
eletroforéticas ou por sequenciamento. Além disso, em uma revisao sistematica que buscou
verificar a distribuicdo de parasitos em pequenos mamiferos nao-voadores nos biomas
brasileiros, 7. cruzi aparece como o protozoario com o maior numero de hospedeiros e/ou
reservatorios neste grupo (SANTOS; SANO, 2022). Tais apontamentos reafirmam a
relevancia de didelfideos e roedores no ciclo bioldgico de 7. cruzi e das técnicas de biologia
molecular para sua deteccdo. Ademais, vale ressaltar que pequenos mamiferos ndo-voadores
também sdo expressivos componentes dos ciclos bioldgicos de outras espécies de
Trypanosoma sp., algumas das quais ainda desconhecemos a biologia. Conforme os
resultados apresentados anteriormente, este ¢ o primeiro encontro de 7. /ainsoni em amostras
procedentes de R. macrurus e segundo em H. megacephalus (FERREIRA, 2020). E também a
primeira descrigao de 7. cruzi Tcl no sangue periférico de R. macrurus, sendo que individuos
desta espécie ja foram encontrados apresentando sorologia positiva para 7. cruzi (JANSEN;
XAVIER; ROQUE, 2018). Os resultados também agregam informagdes sobre como da-se a
relacdo entre 7. lainsoni e seus hospedeiros e/ou reservatorios.

O uso de coagulos sanguineos de pequenos mamiferos nao voadores foi proposto por
Rodrigues et al. (2019), dado ao baixo volume de sangue obtido destes animais. O codgulo
concentra as formas sanguineas de Trypanosoma sp. na por¢ao celular, sendo uma fonte rica
de DNA de tripanossomas (FITZWATER et al., 2008; RODRIGUES et al., 2019). O peso
total de adultos de G. agilis, por exemplo, ndo ultrapassa 30g, enquanto R. macrurus adultos
também nao ultrapassam 100g, conforme observagdes em campo. Destes animais, ¢ possivel
obter entre 0,5mL e 1,0mL de sangue por via intracardiaca, entretanto, este tipo de coleta ¢
um procedimento terminal (JOSLIN, 2009; PARASURAMAN, RAVEENDRAN,
KESAVAN, 2010). Em oposi¢ao, o volume sanguineo de D. albiventris ¢ maior, visto que
adultos podem chegar a pesar mais de 0lkg (conforme observagdes em campo). O acesso
venoso em gambas pode ser realizado pela veia marginal da cauda ou femoral sob plano
anestésico (JANSEN, 2002). Porém, volumes maiores de sangue também s6 sdo obtidos pela

pungdo intracardiaca. Assim, a coleta de sangue periférico em papel filtro mostrou-se viavel
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para o levantamento de tripanossomas. No geral, foram obtidos menos de 100uL de sangue
periférico de cada animal. Assim, eliminou-se a necessidade de eutanasia de espécies
silvestres e, além disso, o armazenamento da amostra a seco facilita o trabalho em campo ¢ o
torna menos dispendioso (SMITH; BURGOYNE, 2004; AHMED et al, 2011;
HERBRETEAU; CHAVAL; MORAND, 2011; GULAS-WROBLEWSKI et al., 2021). O
sequenciamento convencional (como o método de Sanger) detecta apenas os genotipos de
Trypanosoma sp. dominantes na amostra sanguinea (PRONOVOST et al., 2020). Frente a
isso, estudos sobre a diversidade de tripanosomas priorizam a clonagem das amostras
positivas na PCR para posterior sequenciamento (RODRIGUES et al., 2019; PRONOVOST
et al., 2020).

A descoberta de 7. lainsoni em MG, sudeste do Brasil, amplia sua distribui¢do no
Cerrado, visto que ja foi relatado em Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, no centro-
oeste (RODRIGUES et al., 2019; FERREIRA, 2020; NANTES et al., 2021). Sabendo que
H. megacephalus, G. agilis e D. albiventris ocupam diferentes estratos florestais (PATTON;
PARDINAS; D'ELIA, 2015), T. lainsoni parece ndo apresentar especializagdo por estrato. A
descricdo de 7. lainsoni em P. lineatus ¢ A. planirostris também vai ao encontro desta
afirmacdo (RODRIGUES et al., 2019), embora mais informagdes sobre sua ecologia sejam
necessarias. Além dessas espécies, o parasito também ja foi descrito em M. hispidus,
O. russatus, Calomys sp., H. megacephalus, D. albiventris e L. geoffroyi (NAIFF;
BARRETT, 2013; ORTIZ et al., 2018; DIAZ et al., 2020; FERREIRA, 2020; NANTES et al.,
2021), confirmando que 7. lainsoni € generalista e pode apresentar uma lista de hospedeiros
e/ou reservatorios ainda mais ampla do que se tem registro.

Ainda nao se conhece o vetor de 7. lainsoni, possivelmente sejam flebotomineos, por
serem vetores de outros componentes do clado LSRM (VIOLA et al., 2008). Informagdes
sobre seu ciclo bioldgico, tropismo e consequéncias da infeccdo ainda sdo escassas. Sobre
tropismo, € interessante destacar que G. agilis exibiu as maiores parasitemias nos esfregacos
sanguineos (5 a 25/ulL de sangue), sendo os pardmetros morfométricos das formas
tripomastigotas proximos aos descritos por Naiff e Barrett (2013) e algumas das amostras
identificadas no sequenciamento como 7. lainsoni. Naiff e Barrett (2013) demonstraram a
presenca de 7. lainsoni no sangue periférico de camundongos (M. musculus)
experimentalmente infectados com hemoculturas positivas. Rodrigues et al. (2019), por sua
vez, demonstraram uma alta prevaléncia de 7. lainsoni em G. agilis (70%, 23 amostras de 33)
por PCR, mas utilizando sangue obtido por puncao cardiaca (amostras coletadas por Rocha et

al. [2012]). Ainda neste estudo, G. agilis foi a principal espécie parasitada por 7. lainsoni,
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entretanto, esses tripanossomas nao foram detectados por hemocultura, o que pode ser um
indicativo de baixo numero de parasitos no sangue total (i); ndo adaptacdo ao meio de cultura
(i1); ou cultivo inadequado (iii). Ferreira (2020), por outro lado, descreve o isolamento de
T. lainsoni em hemoculturas (a forma de coleta do sangue nao foi descrita), embora nao tenha
encontrado formas tripomastigotas no esfregaco sanguineo de H. megacephalus. Dias et al.
(2020) isolaram T. lainsoni de L. geoffroyi e Calomys sp. com sangue coletado por pung¢io
cardiaca do roedor e pungdo venosa do felino. Esses estudos indicam que 7. lainsoni pode nao
ter um tropismo especifico, embora tenha sido detectado na Nested-PCR realizada com
sangue periférico obtido da veia caudal ou tarsal da maioria dos pequenos mamiferos nao-
voadores capturados (82%, 56/68).

Considerando que megatripanosomas sdo comumente nao patogénicos (LAINSON; DA
SILVA; FRANCO, 2008), embora ndo seja uma regra, ao avaliar os efeitos de 7. lainsoni
sobre a condi¢do corporal e razdo N:L de G. agilis e R. macrurus, percebe-se que o
parasitismo nao afeta tais parametros. 7. theileri (espécie tipo de Megatrypanum), por
exemplo, induz infecc¢des cripticas, de longa duragdo e que ndo induzem resisténcia em seus
hospedeiros (TOWNSEND; DUFFUS, 1982; BRAUN et al., 2002; RODRIGUES et al.,
2010). Para T. (Schizotrypanum) cruzi, por outro lado, Nantes et al. (2019) demonstrou que o
parasitismo em D. albiventris resulta em linfocitose e atua indiretamente reduzindo a
condi¢do corporal dos animais. Esse achado opde-se ao consenso de que 7. cruzi ocasione
infeccOes subpatentes e assintomaticas em didelfideos (DEANE et al., 1986; CARREIRA et
al., 1996). Ha que se considerar, contudo, que a relacdo entre 7Trypanosoma sp., marsupiais
roedores (especialmente caviomorfos), ¢ muita antiga e resultado de processos coevolutivos
(FLYNN; WYSS, 1998; STEVENS; GIBSON, 1999; NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN,
2009; ROQUE; JANSEN, 2014b). Assim, 7. lainsoni pode ter desenvolvido mecanismos de
evasao imune e ndo comprometa a saude de seus hospedeiros e/ou reservatorios.

A soropositividade de R. macrurus para T. cruzi foi demonstrada na Caatinga e Cerrado
por Jansen, Xavier ¢ Roque (2018), e a infec¢do foi relatada por Branddo et al. (2019),
embora a DTU ndo tenha sido identificada. Jansen, Xavier e Roque (2018) ainda apontam a
baixa taxa de infeccdo de roedores por 7. cruzi no Cerrado, atribuindo-lhes um papel
secundario na transmissdo do parasito. Entretanto, em &reas antropizadas e com baixa
diversidade, estes animais parecem despontar como importantes componentes do ciclo
biolégico de T. cruzi. A diversidade de hospedeiros e/ou reservatérios ja foi anteriormente
associada a maior ou menor transmissao de agentes zoondticos, sendo proposto o “efeito de

diluicao” (KEESING et al.,, 2010; YOUNG et al., 2013). Nesta hipotese, a perda na
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diversidade de espécies explicaria o aumento na prevaléncia e abundancia de patogenos, pois
ocorreria a “dilui¢do” do seu numero nas espécies restantes (SCHMIDT; OSTFELD, 2001;
DOBSON, 2004; KESSING; HOLT; OSTFELD, 2006; KEESING et al., 2010). Tal hip6tese
¢ sustentada pela variacdo na competéncia entre diferentes espécies de hospedeiros (i);
dominancia das espécies mais competente em casos em que ha baixa diversidade (ii);
probabilidade de encontro entre o vetor e hospedeiros, ou seja, transmissdo dependente da
densidade de espécies hospedeiras (iii) (DOBSON, 2004; RUDOLF; ANTONOVICS, 2005;
KESSING; HOLT; OSTFELD, 2006; KEESING et al., 2010). Em adicdo, Noya e Gonzalez
(2015) apontaram que um pequeno e concentrado grupo de hospedeiros e/ou reservatdrios
competentes facilita a exposigao e (re)infeccao de vetores de 7. cruzi. Embora contestado em
alguns estudos, o “efeito de diluicdo” ¢ apontado como um fendomeno local e dependente da
escala temporal (FENOGLIO et al., 2012; RANDOLPH; DOBSON, 2012; WOOD;
LAFFERTY, 2013; ODA; SOLAR; BOTTO-MAHAN, 2014).

Independentemente da diversidade de mamiferos, a ocorréncia e abundancia de
hospedeiros e/ou reservatorios competentes podem ajudar na manutencdo do ciclo bioldgico
de T. cruzi (NOYA; GONZALEZ, 2015; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020) e
indiretamente contribuir em sua transmissdo para outros hospedeiros e/ou reservatorios.
Normalmente, Didelphis sp. ¢ considerado altamente relevante no ciclo biologico de
T. cruzi, principalmente em ambientes antropizados e peridomiciliares, sendo capaz de manter
infecgdes de longa duragao pela DTU Tcl de 7. cruzi, sem comprometimento de sua saude a
curta duracdo (JANSEN et al., 1991; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020; BEZERRA-
SANTOS et al., 2021). Gottdenker et al. (2012), por meio da determinacdo das fontes de
alimentagdes de triatomineos, comprovaram que em 4areas peridomiciliares tais insetos
alimentam-se principalmente do sangue de marsupiais, j& em dareas mais conservadas
preguicas sdo a fonte mais relevante de alimento. Desta forma, a ocorréncia de D. albiventris
e a alta abundancia relativa desta espécie no GLO, podem contribuir para a positividade de
R. macrurus para T. cruzi Tcl. Basicamente, a dieta de ambos os pequenos mamiferos inclui
artropodes e frutas (NANTES et al., 2021; CLARO; HANNIBAL, 2022), apoiando assim a
transmissdo oral de 7. cruzi pelo consumo de triatomineos que anteriormente alimentaram-se
do sangue de D. albiventris parasitado(s). Curiosamente, a presenca de formas infectantes de
T. cruzi nas glandulas odoriferas de D. aurita (URDANETA-MORALES; NIRONI, 1996) e a
recente descoberta de tripomastigotas metaciclicas nessas mesmas estruturas de P. opossum
(BARROS et al., 2020), sugere que tais marsupiais (assim como D. albiventris) possam atuar

como vetores de 7. cruzi. Basicamente, ao liberar secre¢des das glandulas proximo a
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alimentos, esses didelfideos podem contamina-los (VELASQUEZ-ORTIZ; RAMIREZ,
2020).

Dado ao curto ciclo de vida (LOPES; LEINER, 2015), G. agilis pode ser um indicador
de transmissdo recente em SJO. Dado aos comportamentos de G. agilis, a espécie €
predisposta a infec¢do pelo 7. cruzi aos vetores, isso por compartilhar refigios e ninhos
(construidos em buracos de arvores ou rochas) com triatomineos e por sua dieta ser composta
por artropodes, frutos e flores (PIRES et al., 2010; LESSA; GEISE, 2014; VOSS; JANSA,
2021). Brandao et al. (2019) demonstraram por hemocultura que G. agilis infectado por
T. cruzi exibia parasitemia patente, fato que indica sua competéncia para infectar vetores ou
outros mamiferos (por meio da predacdo), tais como canideos silvestres (Cerdocyon thous,
Chrysocyon brachyurus e Lycalopex vetulus). O encontro de 7. cruzi Tcl no sangue periférico
de G. agilis, corrobora com a afirmacdo de que esses animais atuam na transmissao do
parasito aos triatomineos. Assim como GLO, o remanescente florestal de SJO esta
particularmente proximo a um local de recente urbaniza¢do e desmatamento, sugerindo um
potencial aumento no risco de transmissdo vetorial de 7. cruzi para humanos e animais.
Somente na regido de Uberlandia, ja foram capturados P. diasi, P. geniculatus, R. prolixus,
P. megistus, R. neglectus ¢ T. sordida, sendo os trés ultimos registrados invadindo o intra e
peridomicilio (MACEDO; MARCAL JUNIOR, 2004; MENDES et al., 2008; DE PAULA et
al., 2010). Até nosso ultimo levantamento bibliografico (novembro de 2022), ndo ha
levantamentos entomologicos para os municipios de Araguari e Perdizes.

Como anteriormente mencionado, 7. cruzi Tcl estd amplamente distribuido no
ambiente (ZINGALES et al., 2012; VELASQUEZ-ORTIZ et al., 2022). Devido a eventos de
intercambio genético e introgressao, Tcl exibe grande heterogeneidade em seus genotipos
(ROMAN et al., 2018a; ROMAN et al., 2018b; SCHWABL et al., 2019; RUSMAN et al.,
2020), como visto inclusive nas sequéncias obtidas. Ramirez ¢ Hernandez (2013) j4 havia
sugerido anteriormente a subdivisdo de Tcl de acordo com seu ciclo de transmissao, sendo os
genotipos agrupados em domésticos e silvestres. Somente no estado de MG, infec¢des
humanas por 7. cruzi Tcl ja foram reportadas por Luquetti et al. (1986), Murta et al. (1998),
Teston et al. (2013), Llewellyn et al., (2015, infec¢do mista com Tcll), Teston et al. (2016),
Abegg et al. (2017), evidenciado sua relevancia. Visto o risco de infec¢des humanas pelo
T. cruzi, areas periurbanas que estdo em regides de desmatamento recente ou muito proximas

a remanescentes de florestas nativas representam um alto risco para o reemergéncia da DC.
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7. CONCLUSAO
Os resultados aqui apresentados permitem concluir que:

Este ¢ o primeiro relato de 7. lainsoni em R. macrurus ¢ segundo em H.
megacephalus, o que nos permite inferir que este ¢ um parasito generalista ¢ com
ampla distribui¢do nos biomas brasileiros;

T. lainsoni ndo influencia a condigdo corporal de G. agilis € R. macrurus, ndo afetando
também a razao N:L de G. agilis e exibindo efeitos discretos sobre este parametro de
R. macrurus;

Este ¢ o primeiro relato de 7. cruzi Tcl em R. macrurus;

O encontro de 7. cruzi Tcl em D. albiventris, G. agilis e R. macrurus indica a

presenca deste parasito em dois fragmentos de mata no municipio de Uberlandia

(MG).
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Observacbes 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, matenais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Alicenca permanente nao € valida para: a) coleta ou transporte de especies que constem nas listas oficiais de especies ameacadas de extingao; b) manutencao de
2 espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e d) realizagéo de pesquisa em unidade de conservacéo federal
ou em caverna. A restricdo prevista no item d ndo se aplica as categonas Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de
Protecdo Ambiental constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador titular da licenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicdo, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para eventual apresentacgfo a fiscalizag&o;

4 Esta licenca pemmanente ndo exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 Esta licenca permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizagao de atividades integrantes do processo de
licenciamento ambiental de empreendimentos.

Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Macional de Anilhamento de Aves Silvestres.

3

7 | O pesquisador fitular da licenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O érgdo gestor de unidade de conservacio estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autonzacdes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condigbes para a realizacio de pesquisa nessas unidades de conservacao.

O titular de licenga ou autorizagio e os membros da sua equipe deverdo optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
9 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populactes do grupo taxondmico de interesse em condic&o in situ.

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de
emiss&o da licenga permanente.

O ftitular de autorizagéo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quandoe da violacdo da legislacdo vigente, ou quande da inadequacao,
11 | omiss&o ou falsa descri¢do de informactes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacédo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biologico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

12 Alicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitacéo.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacao que dispde sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territério nacional, na
13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimbnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnologico.

14 As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extincdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotacio.

Téaxons autorizados

Nivel taxonémico Taxon(s)

#
1 | ORDEM Didelphimorphia, Rodentia
2

Destino do material biolégico coletado

Nome local destino 1l Tipo Destino

#
|1 [ Museu de Zoologia da Universidade de So Paulo | colegio

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verficar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 52659819 “l‘ |‘H||m|‘|m ““‘
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera 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 licenca permanente com a devida
anotagdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).
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* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugéo MNormmativa n®154/2007. Através do
codigo de autenticacéo abaixo, qualquer cidaddo podera verficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www_icmbio.gov br/sisbio).

Cédigo de autenticagao: 52659819 “l‘ |‘H||m|‘”|‘ ““‘
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ANEXO 02

Universidade Federal de Uberlandia 1
e

— Comisséo de Etica na Utilizagdo de Animais —

g’_

Comissao de Eficana
Utilizagdo de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito da qualidade do ambiente
sobre a satde das populagdes de pequenos mamiferos nio-voadores no
Cerrado brasileiro e suas implicagdes para a conservagdo.”’ protocolo n®
041/19, sob a responsabilidade de Natalia Oliveira Leiner — que envolve a
producio, manutengio e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢
foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA,
em reuniio 31 de Marco de 2020.

(We certify that the project entitled "Efeito da qualidade do ambiente sobre a saude das
populagdes de pequenos mamiferos ndo-voadores no Cerrado brasileiro e suas implicagées para
a conservagdo ."protocol 041/19, under the responsibility of Natalia Oliveira Leiner - involving
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n°®
11.794, of October 8th, 2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for
ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF
UBERLANDIA, in meeting of March 31th, 2020).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/07/2020 Término: 01/07/2022

Espeécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Roedores e marsupiais silvestres

Numero de animais 144 espécimes

Peso / Idade Entre 20 g e 1,5Kg (dependendo da
espécie)

Sexo Nao especificado

Origem / Local Reservas Particulares do Patrimonio
(RPPN), Fazendas e areas periurbanas

Local onde serdo mantidos os animais: Nio se Aplica

Uberlandia, 26 de Junho de 2020.

e

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comiss3o de Etica na Utilizag3o de Animais /UFU
Coordenador da CEUA
Portaria N2 1234 DE 01 DE OUTUBRO DE 2019
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ANEXO 03

CLASSIFICACAD: PUBLICQ

MG

Terago 8 ammindo 1.4

Professora Dra. Natdlia Oliveira Leiner

Instituto de Biologia - Universidade Federal de Uberlandia
Avenida Amazonas, s/n° - Campus Umuarama — Bloco 2D
38400-902 - Uberlandia-MG

Hossa Raterenza. MG/TR — 02337/2018 pata: 30/10/2018
s Reincia.  Oflcio s/n°, de 10/10/2018.

Assunio:

Autorizago para utilizagdo da Estagéo de Pesquisa e Desenvalvimento Ambiental Galheiro.

Prezada Senhora:

Informamos que a Cemig Geragdo e Transmissdo S.A. autoriza a ulilizagio da EPDA Galheiro, localizada na zona
rural do municipio de Perdizes-MG, como drea de estudo para desenvolvimento do projelo “Ocorréncia de
hemoparasitos e Leishmania spp. em pequenos mamiferos ndio voadores procedentes de cinco dreas do Trigngulo
Mineiro, Minas Gerais”, coordenado pela Professora Doutora Natlia Oliveira Leiner, do Instituto de Biologia, e pelo
Protessor Doutor Sydnei Magno da Silva, do Institulo de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Esta aulorizagio se da mediante o cumprimento integral das sequintes condiges:

v
v

Vigéneia da autorizagdo: 01/03/2019 a 01/03/2021.

Cumprimento das observagBes e ressalvas apresentadas na Licenga Permanente para Coleta de Material
Zoolégico n°22629-1, expedida pelo ICMBio, devendo a fitular da mesma apresentar-se em todas as
campanhas de amostragem/coleta.

O acesso da equipe execulora do projeto a EPDA Galheiro esta restrito aos pesquisadoras listados no Oficio
supramencionado.

A autorizagBo para o acesso da equipe executora do projeto 4 EPDA Galheiro, a cada campanha de
amostragem/colela, serd concedida mediante comunicagdo prévia, via email {enderegado a
iara.oliveira @ cemig.com br), com antecedéncia minima de 07 (sete) dias corridos da data desejada. Esta
comunicagao deverd conler o seguinte contetido minimo: Periodo (datas) desejado para coleta, identificagdo
dos pesquisadores participantes (nome, fungéo, RG e CPF), necessidade da utilizagio das dependéncias da
EPDA Galheiro durante o periodo da coleta.

As dependéncias da EPDA Galheiro poderdo ser utilizadas estritamente no periodo de coleta autorizado. A
Esta¢&o conta com alojamento com camas, cozinha, drea de descansa € banheiros. Seré de responsabilidade
integral da equipe executora providenciar mantimentos para alimentagéo durante o periodo de estadia no lacal,
A Cemig Geragdo e Transmissdo S.A. nac se responsabiliza pela perda efou dano a quaisquer materiais
pessoais ou destinados a execugdo da pesquisa nas dependéncias da EPDA Galheiro.

Sera de responsabilidade integral dos pesquisadores a gestao das condigdes de salde e seguranga da equipe
executora, garantindo o aprovisionamento € uso constante de lodos os EPls e EPCs necessdrios ao
desempenho das atividades de pesquisa de forma segura na drea da EPDA Galheira. A Cemig Geragao e
Transmissao poderd solicitar a interrupg&o das atividades caso constatar condigbes inseguras ou inapropriadas
na execug¢ao das coletas/amosiragens.

Por fim, informamos que esta autorizagio poderd ser interrompida caso haja a constatagao de descumprimento de
alguma das condigoes acima apresentadas.

Quaisquer esclarecimentos e tratativas adicionais deverdo ser direcionadas a Engenheira de Meio Ambiente lara de

Castro e Oliveira preferencialmente pelo enderego eletrénico iara.cliveira@cemig.com.br ou, ainda, pelo telefone
(34)3088-4947.
Atenciosamriqte,_ ‘ (r,grr%&uslamnasGmmarAes

:‘(_f. / {/ f
Méreio Gustay I%i/a({%uimaﬁgé g

a Manutengio Alivos
Geragao Tridngulo~MGITR
N? Pessoal: 054034
CREA: MG BB2EQ

Geréncia de;Manutengao d}l(ﬁvos de Geragao Tridngulo — CEMIG GT

Av. Cal,lose Tedllle Carnelio, 2777 - Industrial - CEP 33401.344
Uberandia « MG - Brasd - Tel: (34)3088-4912 — Fax. (34)3083-4821

8275

Em e resoosts, favor char noses refsringa

Revisdo: 09/2012
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