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RESUMO

As espécies do género Trypanosoma sao protozodrios da familia Trypanosomatidae, cujo
ciclo bioldgico se desenvolve alternadamente em mamiferos e insetos reduvideos. Pouco
se sabe sobre quais desses parasitos estdo presentes nos morcegos do Maranhao e qual o
papel destes na manutengdo dos tripanossomatideos em ciclos silvestres e
peridomiciliares. Objetivou-se verificar a presenca de parasitas do género Trypanosoma
que circulam em morcegos dos municipios maranhenses de Turiacu, Godofredo Viana,
Candido Mendes e Carutapera. A captura dos animais foi realizada em duas campanhas,
a primeira em abril/2017 e a segunda em margo/2018, com 07 dias de duragdo cada. Para
as coletas foram utilizadas oito redes de neblina que foram armadas das 18:00 as 00:00h
e vistoriadas em intervalos de 30 minutos, jd o isolamento das espécies de tripanossomas,
as amostras de sangue coletadas foram semeadas em tubos contendo um meio de cultura
bifdsico. O sangue obtido foi utilizado para a confeccdo de trés laminas de esfregagos
sanguineos, por amostra, que foram corados com Giemsa e analisados no microscopio
optico. Para andlises moleculares amostras de sangue, baco e figado dos animais
eutanasiados foram coletadas. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o
protocolo estabelecido pelo Kit GeneJet Genomic DNA Purification e amplificacdo foi
realizada usando os marcadores moleculares V7V8 e o gGAPDH. Um total de 82
morcegos foram capturados. Nao foram identificados parasitos nos esfregagos
sanguineos, porém houve 4 culturas positivas para Trypanosoma, entretanto elas nao se
estabeleceram. 57 amostras de tecido (sangue, bago e figado) dos municipios de Turiacu
e Candido Mendes foram analisadas e destas 25 apresentaram-se positivas para o DNA
barcoding para tripanossomatideo (V7V8) dos genes SSU rDNA. Posteriormente estas 25
amostras foram testadas para o gene gGAPDH e 11 amostras foram positivas. A
diversidade de espécies, a presenca constante de morcegos nas dreas estudadas e o
encontro de animais positivos evidencia a importancia ecolégica dos quirépteros e o fato
de que estes ndo devem ser excluidos como potenciais reservatorios para
tripanossomatideos de interesse médico

Palavras-chaves: Amazonia,quirépteros, tripanossomatideos



ABSTRACT

The species of the genus Trypanosoma are protozoa of the family Trypanosomatidae, whose
biological cycle develops alternately in mammals and reduvideos insects. Little is known about
which of these parasites are present in the bats of Maranhdo and what their role in the
maintenance of trypanosomatids in wild and peridomiciliary cycles. The objective was to verify
the presence of Trypanosoma parasites that circulate in bats from the municipalities of. The
animals were captured in two campaigns, the first in April / 2017 and the second in March /
2018, each of 07 days. For the collections, eight mist networks were used, which were set up
from 6:00 p.m. to 6:00 p.m. and inspected at 30 minute intervals, after isolation of trypanosome
species. Blood samples collected were seeded in tubes containing a culture medium biphasic
The obtained blood was used to make three blood smear blades per sample, which were stained
with Giemsa and analyzed under the light microscope. For molecular analyzes blood, spleen and
liver samples from euthanized animals were collected. DNA extraction was performed
according to the protocol established by the GenelJet Genomic DNA Purification Kit and
amplification was performed using the molecular markers V7V8 and gGAPDH. A total of 82
bats were captured. No parasites were identified in the blood smears, but there were 4 positive
cultures for Trypanosoma, although they did not establish themselves. 57 tissue samples (blood,
spleen and liver) from the municipalities of Turiacu and Candido Mendes were analyzed and of
these 25 were positive for the trypanosomate DNA barcoding (V7V8) of SSU rDNA genes.
Subsequently these 25 samples were tested for the gGAPDH gene and 11 samples were positive.
The diversity of species, the constant presence of bats in the studied areas and the meeting of
positive animals shows the ecological importance of the bats and the fact that they should not
be excluded as potential reservoirs for trypanosomatids of medical interest

Keywords: Amazon,bats,trypanosomatids
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1. INTRODUCAO

Trypanosoma é um protozodrio flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae. Os cinetoplastideos s@o organismos eucariotos e sdo assim
nomeados por possuirem uma mitocondria tnica, rica em DNA (kDNA), denominada
cinetoplasto. Dentro dos cinetoplastideos, os membros da familia Trypanosomatidae
possuem um flagelo tnico, sdo parasitas de vertebrados, invertebrados ou plantas.

O género Trypanosoma é classificado em duas se¢des de acordo com o
desenvolvimento no inseto vetor: Stercoraria, onde o desenvolvimento ocorre no trato
digestdrio posterior do inseto e a transmissdo € contaminativa, através das fezes do vetor
contendo, formas tripomastigostas metaciclicas e Salivaria que inclui espécies de origem
africana em que o desenvolvimento ocorre no tubo digestivo anterior do inseto vetor € nas
glandulas salivares. A transmissdo das formas tripomastigotas metaciclicas ocorre de
forma mecéanica ou inoculativa (HOARE, 1972).

Os morcegos atuam como importantes predadores de grande nimero de insetos,
no processo de polinizacdo, na dispersdo e distribuicdo de sementes ou mesmo, atuando
como transmissores de doengas (THOISY et al., 2016). Nessa perspectiva sio comumente
encontrados infectados por diversos tripanosomatideos, dentre os quais a espécie
Trypanosoma cruzi agente etioldgico da doenca de Chagas, onde estes mamiferos t€ém
sido elencados como importantes reservatorios do parasito, visto que em determinadas
areas sdo abundantes, adaptam-se bem ao domicilio humano e podem apresentar elevadas
prevaléncias de infeccdo representando um potencial para a disseminacdo no ambiente
doméstico e peri- doméstico (ESBEARD et al., 2014).

No Brasil, atualmente sdo conhecidas nove familias de morcegos, com 64 géneros
e 167 espécies. A familia Phyllostomidae € a mais prevalente no Brasil, representando
57% das espécies de morcegos e alta prevaléncia de infec¢do em espécies desta familia
aponta para a importincia destes mamiferos na dispersdo do parasito na natureza.
(PAGLIA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2014).

Poucos estudos foram realizados no Estado do Maranhio. Nesse sentindo, Costa
et al. (2015) trabalhando com animais silvestres em seis municipios, obtiveram, a partir
de mamiferos das ordens Didelphimorphia e Chiroptera, Trypanosoma cruzi marinkellei
e T. cruzi. Entretanto, apesar desse trabalho, os estudos sobre Trypanosoma em animais
silvestres na regido sdo ainda incipientes, ndo se dispondo ainda de um quadro claro e

completo dessas infec¢des e de seu significado.
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Considerando que o Maranhdo compreende um sistema bastante rico, onde as
condi¢des ambientais favorecem o estabelecimento de uma grande variedade de fauna e
flora, o estudo das interagdes entre os organismos € fundamental para o entendimento dos

fendmenos que contribuem para a manutencao desta diversidade.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais dos Morcegos

Os morcegos sao mamiferos placentdrios pertencentes a classe Mammalia, ordem
Chiroptera sendo a ordem com maior diversidade do mundo contado com 18 familias,
202 géneros e 1120 espécies, a qual se dividiam em duas subordens: os morcegos
propriamente ditos (subordem Microchiroptera) e as raposas voadoras, por se
assemelharem a face a coloracdo de seus pelos marrom-avermelhado das raposas
(subordem Megachiroptera) (SIMMONS, 2005). Recentemente, uma visdo alternativa da
classificag@o dos quirdpteros com base em evidéncias morfoldgicas, moleculares e fosseis
dividiu o grupo em duas subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera (MING LEI;
DONG DONG, 2016).

O bioma Amazdnico possui apenas 25% de sua area com registros de quirépteras
disponiveis, sendo considerado por alguns autores como o bioma mais critico devido a
escassez de estudos (BERNARD et al. 2011). A regido tropical abriga a maior diversidade
de morcegos e no Brasil, até o momento, sdo conhecidas nove familias, 64 géneros e 167
espécies, correspondendo a 24,8% das espécies de mamiferos brasileiros (PAGLIA et al.,
2012).

Sdo superados em diversidade de espécies apenas pela Ordem Rodentia
apresentando 235 espécies. A familia Phyllostomidae apresenta a maior diversidade de
espécies com 90 exemplares, seguida por Molossidae (26 espécies), Vespertilionidae (24
espécies), Emballonuridae (15 espécies), Mormoopidae, Thyropteridae e Natalidae (4
espécies cada), Noctilionidae (2 espécies) e Furipteridae (1espécie). Os morcegos habitam
todo o territorio nacional sendo encontrados na Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal, semi-arido nordeste e até nos ambientes urbanos, ocupando estruturas humanas
como sOtdos, caves, espagos apertados entre telhas ou edificios antigos e abandonados,
além de sua grande capacidade de deslocamento, o que fazem deles espécies ideais para
o estudo de respostas evolutivas e adaptativas (REIS et al., 2011).

Como grupo, os morcegos possuem uma grande diversidade de habitos
alimentares. Sua dieta inclui insetos e outros pequenos artrépodes (insetivoros), sangue
de outros vertebrados (hemat6fagos) de ocorréncia restrita no continente americano, carne
de roedores, passaros, anfibios, répteis e outros morcegos, embora ndo sejam canibais,
pois capturam espécies diferentes da sua (carnivoros) peixes (piscivoros), frutas e/ou

flores (frugivoros), polen e/ou néctar (nectarivoros), havendo ainda os que se alimentam
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de diversos produtos de origem animal e vegetal (omnivoros) (HILL; SMITH 1984;
FABIAN et al., 2008; SATO et. al., 2008; NOVAES et al., 2010).

Apenas trés espécies sdo hematéfagas: Diphylla ecaudata e Diaemus youngi que
preferencialmente se alimenta de aves e Desmodus rotundus conhecido popularmente
como “vampiro” que ¢ o mais estudado, por constituir um papel importante na transmissao
de raiva em humanos e animais de produgdo, acarretando grandes prejuizos na pecudria
(REIS et. al., 2011).

Os morcegos albergam intimeros parasitos, sendo observadas populacdes
numerosas de pequenas moscas, carrapatos e dcaros, além de grande diversidade de
endoparasitos em exemplares coletados em campo. No que diz respeito a tripanossomas,
constituem um grupo de grande importancia, ja que muitas espécies foram descritas neste
hospedeiro, nas quais os vetores provavelmente sdo triatomineos que vivem em buracos
de arvores e cavernas, telhados de folhas de palmeiras, tocas de animais silvestres, forros
de residéncias e outros abrigos (DIAS., 1936; DIAS; DEANE , 1967; MARCILI et al.,
2009; MARCILI et al.,2009a; CAVAZZANA et al., 2010; BERNARD et al., 2011;LIMA
etal., 2012; HAMILTON et al., 2012; LIMA et al., 2013).

Do ponto de vista parasitolégico, os morcegos sao espécies importantes a serem
estudadas, uma vez que possuem hdbitos que facilitam a transmissdo e disseminagdo de
parasitas e reservatério de doencas zoonéticas, como a capacidade de voo que permite
uma grande mobilidade, a habilidade de habitar diversos tipos de abrigo, além do
comportamento social, no qual diversas espécies vivem em um mesmo local interagindo

entre si (ROQUE; JANSEN, 2014).

2.2 Trypanosoma

O género Trypanosoma pertence ao filo Euglenozoa, ordem Kinetoplastida por
possuir como principal caracteristica a presengca do cinetoplasto, constituida de DNA
extranuclear condensado localizadas na base do flagelo, onde encontra-se o DNA
mitocondrial (kDNA) (CAVALIER-SMITH, 1981; MOREIRA et al., 2001; BUSSE;
PREISFELD, 2003; BREGLIA et al., 2007).

Os cinetoplastideos foram classificados em duas subordens segundo os parametros
taxondmicos tradicionais: Trypanosomatina, que apresenta apenas a familia

Trypanosomatidae e Bodonina, que contempla parasitas de vida livre, apresentam dois
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flagelos localizados em lados opostos e vida parasitaria (ectoparasitas ou endoparasitas
de animais aquéticos) (HOARE, 1972; MOREIRA et al., 2004; SIMPSON et al., 2006).

Na familia Trypanosomatidae estdo agrupados 19 géneros, diferenciados de
acordo com parametros cldssicos (morfologia, hospedeiro de origem e ciclo de vida) e de
relagdes filogenéticas. Esta familia compreende gé€neros que podem parasitar insetos
(Leptomonas, Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Wallaceina, Angomonas,
Strigomonase, Zelonia, Sergeia, Kentomonas, Blechomonas, Lotmaria, Novymonas,
Paratrypanosoma); plantas (Phytomonas), répteis (Sauroleishmania) e mamiferos
(Endotrypanum, Trypanosoma e Leishmania) (VICKERMAN, 1976; PODLIPAEYV,
1990; CAMARGO, 1998; SVOBODOVA et al., 2007; LEONARD et al., 2011;
VOTYPKA et al., 2013; MASLOV et al., 2013; LUKES et al., 2014; PORCEL et al.,
2014; KAUFER et al., 2017).

Os tripanossomatideos apresentam uma grande diversidade de hospedeiros,
infectando animais invertebrados e vertebrados de praticamente todas as ordens,
apresentando a segunda maior variedade de hospedeiros e distribuicdo geografica depois
dos nematodeos (STEVENS et al., 2001; SIMPSON et al., 2006; MASLOYV et al., 2013;
LUKES et al, 2014). Durante o ciclo de vida, as espécies de tripanossomas podem
apresentar as formas amastigotas, epimastigotas, tripomastigotas e promastigotas. Estas
diferencas formas variam de acordo com a presenca ou auséncia de flagelo livre,
membrana ondulante, e a posi¢ao do cinetoplasto em relacao ao nicleo (HOARE,1972;
WALLACE, 1979; VICKERMAN, 1994).

As espécies do género Trypanosoma infectam além de peixes, répteis, anfibios,
aves e mamiferos os invertebrados como anelideos (sanguessugas) e artropodes
hemato6fagos das ordens Diptera (moscas e mosquitos), Hemiptera (triatomineos),
Siphonaptera (pulgas) e Parasitiforme (carrapatos) com ciclos de vida alternando entre
vertebrados e invertebrados, que atuam respectivamente como reservatorios e vetores. Tal
diversidade de hospedeiros reflete a ampla distribuicdo geografica, a variedade de
ecossistemas e nichos ecoldgicos e os mecanismos de transmissdo descritos para as
diversas espécies de tripanossomas (HOARE 1972; STEVENS et al., 2001; SIMPSON et
al., 2006; HAMILTON et al., 2007).

Estudos buscam compreender eventos evolutivos importantes da histéria dos
tripanossomatideos através de marcadores moleculares, como a origem do parasitismo e
do modo de vida. Esses trabalhos t€ém sugerido a hipdtese de um bodonideo ter sido

ingerido por insetos e se adaptado ao ambiente intestinal, dando origem aos
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tripanossomatideos monoxénicos de insetos. Com o surgimento da hematofagia nos
insetos, esses parasitas podem ter sido inoculados em vertebrados e aqueles que se
adaptaram ao parasitismo no sangue passaram a circular entre insetos hematéfagos e
vertebrados (HAMILTON et al., 2007).

Os critérios tradicionais utilizados na classificacdo de tripanossomas segundo
Hoare (1972), sao em duas sec¢des: Salivaria e Stercoraria, de acordo com as vias de
elimina¢do das formas infectantes pelo vetor e o desenvolvimento no invertebrado.

A seccdo Salivaria compreende os tripanossomas de origem africana os quais
geralmente sdo patogénicos para seus hospedeiros. Nessa secdo estdo os subgéneros
Duttonella (Trypanosoma vivax), Trypanozoon (Trypanosoma brucei), Pycnomonas
(Trypanosoma suis) e Nannomonas (Trypanosoma congolense) com desenvolvimento
ciclico em moscas tsé-tsé (Glossina), com transmissdo por inoculacio da forma
metaciclica (tripomastigota) junto com a saliva, durante o repasto sanguineo do inseto
vetor. Apenas as espécies do subgénero Trypanozoon completam seu desenvolvimento
nas glandulas salivares. Excecdes conhecidas sdo Trypanossoma evansi, Trypanossoma
vivax e Trypanossoma equiperdum que sao mecanicamente transmitidos devido a perda
da habilidade de se desenvolver ciclicamente, através da hematofagia de insetos e pelo
coito respectivamente, devido a esta adaptacio sdo as unicas espécies deste grupo que
ocorrem fora do continente Africano (HOARE, 1972; STEVENS et al., 2001;
HAMILTON et al., 2007; STEVENS, 2008; LUN et al., 2010).

Na sec¢do Stercoraria estdo os tripanossomas cujo desenvolvimento ocorre no
intestino posterior do invertebrado, e a eliminagdo das formas metaciclicas com as fezes
do inseto vetor (transmissdo contaminativa). Na seccdo Stercoraria encontram-se 0S
subgéneros Schizotrypanum, Herpetosoma e Megatrypanum, cujas espécies-tipo sao,
respectivamente, 7. cruzi, Trypanosoma lewisi e Trypanosoma theileri respectivamente
(HOARE, 1972).

A maioria das espécies dessa sec¢cdo ndo € patogé€nica para o ser humano nem para
outros hospedeiros vertebrados, apresentam grande distribui¢do geografica e ampla gama
de hospedeiros, com excecdo do 7. cruzi que € patogénico e também de poucos casos
relatados de infeccdo humana por 7. lewisi e Trypanossoma rangeli (HOARE, 1972;
SARATAPHAN et al., 2007; TRUC et al., 2012).

Com o auxilio do avanco de métodos moleculares e anélises filogenéticas de
espécies dos diferentes grupos de tripanossomatideos baseados em sequéncias dos genes

de SSU rRNA apontaram a polifilia do género Trypanosoma (MASLOV et al., 1996).
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Contudo, inferéncias filogenéticas incluindo um maior nimero de espécies e baseadas em
sequéncias independentes e combinadas dos genes SSU rRNA e gGAPDH comprovam
que todas as espécies de tripanossomas que se tem conhecimento compartilham um
ancestral comum, desta forma, observou-se que os tripanossomas sao monofiléticos
(STEVENS et al., 1998, 1999b; LUKES et al., 2005, 2014).

Estudos reforcam a hipétese de uma origem comum a todas as espécies de
tripanossomas de mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes, e apoiam a existéncia de
clados, que inicialmente eram trés: o clado 7. cruzi, T. brucei e o clado aquético
(HAMILTON et al., 2004, 2007; STEVENS et al., 1998, 1999a, 2001). Com o surgimento
de novos estudos e com o auxilio de analises filogenéticas e biologia molecular foram
descritos 11 clados: 1) clado aquético com tripanossomas de peixes e anuros; 2) clado
Trypanosoma grayi de tripanossomas de crocodilianos; 3) clado Trypanosoma theileri
associado com ruminantes; 4) clado de tripanossomas de lagartos e cobras; 5) clado T.
brucei, tripanossomas de mamiferos de origem africana transmitidos por tsé-tsé; 6) clado
de tripanosomas de aves; 7) clado T. lewisi de tripanossomas, principalmente, de roedores;
8) clado T. rangeli; 9) clado Schizotrypanum (7. cruzi e T. cruzi-like) 10) clado
Trypanosoma cyclops que compreende os tripanossomas de macaco da Maldsia, de um
marsupial Australiano, anuros e sanguessugas terrestres da familia Haemadipsidae,
também da Austrdlia 11) Clado Trypanosoma terrestris que contém isolados de Tapirus
terrestris . (HAMILTON et al., 2005, 2007; RODRIGUES et al., 2003; FERREIRA et al.,
2008; VIOLA et al., 2009 a,b; ACOSTA et al., 2013).

2.3 Clados de Trypanosoma

O clado T. brucei estad constituido por espécies dos subgéneros Trypanozoon (7.
brucei, T. evansi), Duttonella (7. vivax), Pycnomonas (Trypanossoma suis) e
Nannomonas (Trypanossoma congolense e Trypanossoma simiae), todas de origem
africana e pertencentes a sec¢do Salivaria (ADAMS et al., 2010 a, b; HOARE, 1972). Sao
consideradas patogénicas e podem infectar humanos e mamiferos domésticos de interesse
econdmico, sendo seus vetores naturais, as moscas tse-tsé, formando um grupo separado
por alto grau de diferencas das demais espécies de tripanossomas, 0 que sugere uma
histéria evolutiva tnica, provavelmente confinada ao continente Africano (HAMILTON
et al., 2007; STEVENS et al., 2001 PEACOCK et al., 2012).

No clado T. cruzi estdo todas as espécies do subgénero Schizotrypanum como: 7.
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cruzi (espécie-tipo) e outras espécies conhecidas, porém restritas a hospedeiros da ordem
Chiroptera, como 7. cruzi marinkellei, Trypanosoma dionisii e Trypanosoma erneyi.
Dessas espécies, apenas 7. cruzi tem a capacidade de infectar tanto morcegos quanto
outros mamiferos (HOARE, 1972; MARINKELLE, 1982a; STEVENS et al., 2001
CAVAZANNA et al., 2010; HAMILTON et al., 2012a, b; LIMA et al., 2012a, 2013).

Existe a hipétese de que o clado 7. cruzi foi primitivamente um grupo de parasitas
restritos a morcegos. Hamilton et al. (2012) sugerem a hipétese que um tripanossoma
ancestral parasita de morcegos, provavelmente do Velho Mundo, deu origem a todas as
espécies do clado 7. cruzi com espécies limitadas a morcegos, como também espécies
capazes de infectar outras classes de mamiferos. Assim, vérios desses tripanossomas
foram transmitidos dos morcegos para outros mamiferos, onde ocorreu a especializagdo
do parasito para 7. cruzi (HAMILTON et al., 2012a, b). Mais tarde, Lima et al. (2013)
confirmaram essa hipdtese evoluciondria ao descreverem que uma nova espécie de
Trypanosoma de morcegos (Trypanosoma livingstonei) divergiram de um tripanossoma
de morcego ancestral comum que evoluiu exclusivamente em chiropteras ou mudou em
oportunidades independentes para mamiferos de vérias ordens formando o clado 7. cruzi.

A enorme variabilidade genética evidenciada com diferentes marcadores
moleculares levou a divisao de 7. cruzi em seis unidades discretas de tipagem-DTUs (Tcl
a TcVI) e o conhecimento dos padrdes geograficos de distribuicdo dessas DTUs no
ambiente selvagem ainda € insuficiente (MARCILI et al., 2009c; ZINGALES et al., 2009;
LIMA et al., 2014). Além dessas linhagens de 7. cruzi, foram descritas uma linhagem
associada a morcegos (TcBat) (MARCILI, 2008; LIMA et al., 2015).

As DTUs Tcll, TcV e TcVI tem sido associada a transmissao no ciclo doméstico
e peridoméstico causando grandes alteracdes em humanos, com manifestacdes cardiacas
e digestivas que Tcl e TcIV circulam entre primatas silvestres e sdo transmitidos por
espécies de triatomineos do género Rhodnius (RAGONE et al., 2012; VIRREIRA et al.,
2006; ZINGALES et al., 2012; MONTEIRO et al., 2013).

Tcbat estd mais relacionado com TCI, cepa bastante encontrada em marsupiais da
familia Didelphidae, acredita-se que n@o sejam exclusivos desses mamiferos e
recentemente foi encontrado em seres humanos (RAMIREZ et al., 2014). Ji foram
identificados morcegos infectados pelas linhagens Tcl, Tcll, Tclll, TcIV e TcBat, além
da presenca de infec¢Oes mistas (JANSEN et al., 2015).
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2.4 Trypanosoma em morcegos

Os morcegos podem ser infectados por Trypanosoma de diversos subgéneros,
dentre os quais o Subgénero Herpetosoma - onde ja foram encontrados parasitados com
T. rangeli e alguns relatos nao confirmados de formas 7. lewisi-like (MARINKELLE,
1976); Subgénero Megatrypanum onde estdo a maioria dos tripanossomas descritos em
morcegos, porém, as informacdes sobre esses parasitos se restringem ao encontro de
grandes formas tripomastigotas no sangue do hospedeiro, sendo que a apenas uma espécie
de tripanossoma de morcego (7. sp bat) classificada morfologicamente no subgénero
Megatrypanum foi posicionada na arvore filogenética do género Trypanosoma, o que
mostrou que essa espécie ndo pode ser classificada em nenhum dos subgéneros
tradicionalmente estabelecidos (STEVENS et al.,1999) e subgénero Trypanozoon, no
pantanal, onde foi detectado 7. evansi em morcegos frugivoros e insetivoros apenas por
PCR (HERRERA et al, 2004).

Além desses subgéneros, quirOpteros podem ser parasitados com espécies do
subgénero Schizotrypanum que € constituido pelas espécies T. cruzi e tripanossomas
restritas aos quirdpteros: Trypanosoma cruzi marinkellei, Trypanosoma dionisii,
Trypanosoma vespertilionis, Trypanosoma erneyi € Trypanosoma livingstonei, formando
o clado T. cruzi (LIMA et al., 2012)

T. c. marinkellei é a espécie que estd mais filogeneticamente associada com 7.
cruzi, essa espécie se restringe a morcegos da familia Phyllostomidae e € transmitido
apenas por triatomineos do género Cavernicola (MARINKELLE, 1982). Sdo poucos o0s
isolados dessa espécie analisados, existem duvidas sobre o ciclo de vida e ndo se conhece
os mecanismos envolvidos na restricdo de 7. c. marinkellei aos morcegos nem aos
triatomineos do género Cavernicola.

Trypanosoma dionisii € a espécie exclusiva de morcegos, descrita no novo e velho
mundo, distante filogeneticamente de 7. cruzi. Formas amastigotas, similares as de 7.
cruzi, foram encontradas no musculo esquelético de morcegos infectados com essa
espécie (HOARE, 1972; MOLYNEUX, 1991; GARDNER E MOLYNEUX, 1988).

Aproximadamente 80 espécies de morcegos foram encontradas infectadas por
tripanossomas ao redor do mundo e no Brasil existem 40 espécies de morcegos onde foi
registrada a infeccdo e mais de dez espécies de tripanossomas catalogadas, porém pouco
ainda se sabe sobre o desenvolvimento de tripanossomas em quirépteros (MARCILI,

2008; LIMA, 2011; JANSEN et al., 2015).
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No Brasil, em diversas regides, ha inimeros relatos a respeito da infeccao por
parasitos do género Trypanosoma em morcegos. As primeiras descri¢des foram feitas por
Dias, em 1933, na cidade Lassance, estado de Minas Gerais, durante estudos envolvendo
a pesquisa de hemoflagelados em diferentes mamiferos, entre eles, morcegos pertencentes
a familia Phyllostomidae.

Pesquisas sobre a infeccdo por 7. cruzi em mamiferos silvestres, examinaram
morcegos hematéfagos da espécie Desmodus rotundus no estado de Siao Paulo e
observaram a presenca de um tripanosoma em esfregacos sanguineos (DEANE;
SUGAY,1963). Morcegos das espécies Artibeus planirostris, Phyllostomus hastatus e
Phyllostomus discolor foram encontrados infectados por tripanosomas e isolados por

xenodiagndstico no estado do Ceard (FABIAN, 1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

* Verificar a ocorréncia de Trypanosoma spp. que infectam de morcegos capturados

na AmazoOnia Maranhense.

3.2 Especificos

* Isolar parasitas do género Trypanosoma em morcegos capturados na Amazodnia
Maranhense;

* Caracterizar molecular e morfologicamente os isolados obtidos dos morcegos
capturados;

* Diagndstico e caracterizagdo molecular das amostras de sangue e tecidos colhidas

dos morcegos capturados na AmazOonia Maranhense;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal —
(CEEA)/UEMA do Curso de Medicina Veterindria, conforme o protocolo n°01/2016 e
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade-ICMBio (54384-1).

4.2 Areas amostradas

O estudo foi realizado em quatro municipios no Estado do Maranhdo que fazem
parte da Amazonia Maranhense: Turiacu, Candido Mendes, Godofredo Viana e
Carutapera (Figura 1). Estes municipios estdo localizados na microrregiao do Gurupi que

pertencente a mesorregido do Oeste Maranhense.

Candido Mendes

Turiacu
Godofredo \//ianj /
fa>ay v

Carutapera

5

Figura 1. Area de estudo, estado do maranhao, mesorregido do Oeste Maranhense

pt.wikipedia.org
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4.3 Captura e identificacao dos animais

Os periodos de coleta foram selecionados com base no calendario lunar, sendo
dada preferéncia para as fases de lua minguante e nova. As fases de lua crescente e cheia
eram evitadas uma vez que € amplamente conhecido que as atividades de determinadas
espécies, principalmente de D. rotundus, sdo fortemente influenciadas pela presenca do
luar (FLORES; CRESPO et al., 1972; GREENHAL., 1988; UIEDA., 1992; 2008).

As capturas dos morcegos foram realizadas em periodos de 5 dias em cada
municipio ao longo de dois anos. A primeira coleta ocorreu no més de abril /2017 no
municipio de Godofredo Viana e Candido Mendes e a segunda foi executada no més de
mar¢o/2018 no municipio de Turiacu e Carutapera. As coletas foram realizadas das 18:00
as 00:00h (seis horas de captura) utilizando 10 redes/noite de 12m de comprimento x 3m
de altura e malha 25mm. As redes foram armadas entre 0,5 e 2,0 metros de altura nas
trilhas, junto as fontes de alimento (plantas com flores, frutos e animais domésticos) e
foram vistoriadas a cada 30 minutos.

Depois de capturados, os morcegos foram triados e mantidos vivos
individualmente em sacos de pano e levados base de estudo onde foram fotografados e
identificados, feito anotacoes referentes as coletas, tais como: data, local, hora, nimero
de captura e ambiente. Alguns exemplares de cada espécie capturada, além de individuos
mortos durante o manuseio serviram de espécime-testemunho e foram levados ao
Laboratério de Genética e Biologia Molecular do CESC/UEMA GENBIMOL e
posteriormente serdo depositados na Cole¢do de Vertebrados da UFMA, Campus
Chapadinha/MA. Os morcegos foram anestesiados com ketamina para a coleta dos dados
e posteriormente eutanasiados, fixados em formol a 10% e conservados em dlcool 70%.
O numero definitivo de exemplares por espécie a ser depositado em colecdo obedeceu a
licenca de coleta/transporte obtida junto ao Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio).

A identificac@o dos espécimes foi realizada com base em chaves de classificacao

especializada (UIEDA et al., 2006; MIRANDA et al., 2011; REIS et al., 2011).
4.4 Isolamento de Trypanosoma

Para isolamento das espécies de tripanossomas o sangue de cada animal foi
coletado por pun¢do cardiaca e imediatamente inoculadas em tubos com meio bifdsico

constituido por fase sélida BAB (blood agar base suplementada com 15% sangue de
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coelho) e fase liquida de meio LIT (Liver Infusion Tryptose contendo soro fetal bovino e
antibidticos). As hemoculturas foram mantidas em temperatura ambiente de 27°C e foram
analisados semanalmente por 30 dias. Em caso de positividade, eram feitos repliques de

duas a trés hemoculturas novas (MARCILI et al., 2013).
4.5 Esfregaco Sanguineo

O sangue obtido foi utilizado para a confec¢do de esfregacos sanguineos em
triplicata, em camada delgada, por amostra que foram fixados com metanol, corados com
Giemsa e analisados com microscopio 6ptico no aumento de 40x e 100x. As laminas de
esfregaco foram percorridas por completo em busca de formas tripomastigotas dos

parasitos.
4.6 Extracdo de DNA e Reacoes de amplificacao

A extracao dos tecidos de baco, figado e sangue foi realizada de acordo com o
protocolo estabelecido pelo Kit Genejet Genomic DNA purification® (thermo Scientific,
UAB, Lihuania) com a incubagao prévia de 0,5g de tecido e 20uL da enzima proteinase
K (20mg/ml) e 700uL solucdo de lise.

Os oligonucleotideos e condi¢cdes das reacdes que foram utilizadas para a
amplificacio da SSU rDNA, gGAPDH estdo descritos em trabalhos anteriores
(MARCILI et al., 2009; HAMILTON et al., 2004) e o gene que codifica a quitinase de
espécies de Leishmania (Quit224Fow GTTCMACTACGAGGCCTTCTTCA e
Quit1182R CAGATCATTATCCCAGACAAGTT- 3min 94 °C/40x 94°C 30 seg; 64°C
30 seg; 72°C 30 seg/7 min 72°C) e que amplifica um fragmento de 900 pares de bases.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a
1,5%, em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 50 V/100 mA, corado com Syber Safe

(Invitrogen) e a visualizacdo das bandas fotografados em transiluminador de luz U.V.

4.7 Purificacdo e sequenciamento

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o produto comercial
ExoSAP-IT (USB Corporation), que consiste em Exonuclease I (Exo 1) para digerir
excesso de primers e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para degradar excesso de
nucleotideos provenientes da PCR. Depois de purificados foram submetidos a reagcdes de

sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com
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especificagdes do fabricante, em sequenciador automdtico ABI PRISM 3500 (Life

Technologies).

4.8 Analises das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas utilizando o programa SeqMan (Lasergene,
DNAstar, Madison, Wis.) e submetidas a andlise de similaridade através do programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST two sequences analysis) (ALTSCHUL et
al., 1990) para verificar homologia com sequéncias correspondentes disponiveis no

GenBank.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Amostra

Foram capturados 82 quirdpteros (tabela 1), com um esfor¢o de captura de 5
redes-noite, para a pesquisa da infeccao natural por Trypanosoma sp., representando trés
familias (Vespertilionidae., Molossidae, Phyllostomideo). Destes, 24 (28,3%) morcegos
foram oriundos do municipio de Godofredo Viana-MA, sendo, 23 animais da familia
Phyllostomidae e 1 da familia Vespertilionidae. No municipio de Turiagu — MA foram
capturados 14 (16 %) morcegos, todos da familia Phyllostomidae, das seguintes espécies:
Artibeus fimbriatus, Dermanura gnoma e Uroderma bilobatum. No municipio de
Candido Mendes- MA foram capturados 26 (33,3%) morcegos sendo 25 da familia
Molossidae das espécies Molossus sp. e 1 da familia Phyllostomidae. No municipio de
Carutapera- MA foram capturados 18 (20,9%) morcegos, todos da familia Phyllostomidae

das espécies Artibeus sp., Carollia sp., Glossophaga soricina € Dermanura sp.

Tabela 1: Relacdo de familias de morcegos encontradas em quatro municipios do
maranhao entre marco de 2017 e abril de 2018.

Familia Turiacu  Candido Godofredo Carutapera TOTAL
Mendes Viana
Phyllostomidae 14 1 23 18 53
Molossidae 0 25 0 0 25
Vespertilionidae 0 0 1 0 1
Total 14 26 24 18 82

Dentre as espécies de morcegos registradas em todas as dreas destacaram-se, pela
frequéncia com que foram encontradas espécie Molossus molossus representando 29,6%
(24/82) e espécie Artibeus sp. 32% (26/82) do total de amostras capturadas, seus hédbitos
alimentares sdo exclusivamente de insetos para a familia Molossidae e
predominantemente frutivoros para morcegos das espécies Artibeus sp.

A frequéncia de espécies da familia phyllostomidae capturadas é decorrente de
sua grande diversidade presente no Brasil, onde é representando por cerca de 57% das
espécies possuindo diversos hébitos alimentares, sendo apontados na literatura como
cruciais para a dinamica de florestas tropicais, por serem 0s principais dispersores de
sementes de muitas plantas (REIS, 2011).

Um estudo realizado por Dario et al. (2017) 186 morcegos foram capturados no

estado do Espirito Santo sendo Artibeus lituratus e Carollia perspicillata as espécies mais
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frequentemente capturadas e Carollia perspicillata a principal espécie de morcego,
apresentando maior ndmero de individuos infectados por Trypanosoma sp.

Santos et al. (2017) realizou um estudo sobre a Importancia de Chiroptera na
manutencdo de espécies de Trypanosoma no Estado do Acre. Os morcegos foram
coletados em quatro expedicdes realizadas em uma floresta urbana e uma é4rea mais
preservada os municipios de Rio Branco e Xapuri, respectivamente. No total, foram
examinados 367 morcegos de 23 géneros e 32 espécies, sem diferenca significativa entre
o nimero de quirdpteros capturados nas duas dreas. A composicdo da quiropterofauna foi
especifica para cada municipio, embora Artibeus spp. e Carollia spp. tenham prevalecido
em ambas as dreas.

Além disso, trabalhos realizados em diversos biomas corroboram com o padrao
de espécies capturadas, sendo a maioria de animais da familia Phyllostomidae

(LOURENCO et al 2017, CAVAZZANA et al., 2010)

5.2 Hemoculturas e Esfregacos sanguineos

De 81 culturas semeadas em meio de cultura, em 4 (4, 94%) evidenciou-se formas
flagelares similares a Trypanosoma, entretanto, nao foram estabelecidas e mantidas em
laboratdrio, sendo o tempo de sobrevivéncia e crescimento na cultura em LIT insuficiente
para a extracdo de DNA. Para Lemos et al. (2014) varios fatores podem afetar o
crescimento da cultura em meios, dentre eles fatores intrinsecos como a ndo adaptacao
do parasita ao meio, a ocorréncia de cultura mista, ou extrinseco como a contaminagao

por fungos ou bactérias.

Os morcegos que foram positivos na cultura pertenciam as seguintes espécies:
Molossus molossus (familia Molossidae), Dermanura cinerea e Artibeus fimbriatus
(familia Phyllostomidae).

A morfologia das hemoculturas positivas foi compativel com o género
Trypanosoma e com formas tripomastigotas em culturas, semelhante ao subgénero
Schizotrypanum. Szpeiter et al (2017) em estudo realizado no Pard observou uma
prevaléncia dos tripanossomas de morcegos, avaliada por hemocultura de 9% de culturas
para 111 morcegos encontrando amostras semelhantes a parasitos do subgénero
Schizotrypanum de morcegos das familias Emballonuridae, Molossidae e

Phyllostomidae. No Brasil, pelo menos dez espécies ja foram registradas em morcegos,
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especialmente nos subgéneros Herpetosoma e Schizotrypanum (HOARE 1970, MAIA
DA SILVA et al.,, 2009; CAVAZZANA et al., 2010; JANSEN et al., 2015).

Estes resultados diferem de Costa et al. (2015) que trabalhando com animais
silvestres em seis municipios do Estado do Maranhdo, obtiveram, a partir de mamiferos
da ordem Chiroptera, nove hemoculturas positivas, isoladas, criopreservadas e quando
posicionados na filogenia foram agrupados como 7. cruzi marinkellei e T. cruzi. Esta
diferencga pode ter ocorrido porque alguns dos tripanosomatideos detectados pela PCR e
ndo isolados em hemocultura podem ter exigéncias nutricionais ndo contempladas no
meio de cultura empregado. Estudos avaliando os meios de cultura in vitro mais
apropriados para espécies de tripanossomatideos em morcegos sdo necessarios para
otimizar o uso deste método de isolamento, j4 que em estudos realizados em diversas
regides do pais, foram relatados uma frequéncia de 20 a 35% das culturas positivas que
nao geraram isolados (CAVAZZANA et al., 2010; ACOSTA et al., 2014; COSTA et al.,
2014).

Em estudo realizado por Lisboa et al. (2008), 14 amostras de Trypanosoma cruzi
foram isoladas de morcegos nas regides da Amazodnia, Cerrado e Pantanal, demonstrando
a importancia do monitoramento desses animais, principalmente nos ambientes
peridomésticos. Em diferentes regides do Brasil, Trypanosoma cruzi foi isolado de
morcegos com habitos alimentares frugivoros (Artibeus sp.) e misto (Phyllostomus sp.)
(LISBOA et al. 2008).

Ja Lourenco et al (2017 ) trabalhando 138 hemoculturas onde nove (6,5%) foram
positivas para tripanossomatideos, cinco de Carollia perspicillata, duas de Diphylla
ecaudata ,uma de Phyllostomus hastatus e uma de Artibeus planirostris. A andlise dos
parasitas da hemocultura mostrou flagelados morfologicamente semelhantes a
Typanossoma rangeli e Trypanossoma dioniisi, confirmados por métodos moleculares.

O grau de parasitemia que morcegos €, portanto, a capacidade de infectar vetores,
ainda ndo foi bem estudada, entretanto, isolamento via hemocultura de 7. cruzi a partir
de sangue de morcegos da América Central e do Sul mostra seu status como reservatorio
nessas areas (CAVAZZANA et al., 2010; LIMA et al., 2012; PINTO et al., 2015).

Das 246 laminas de esfregaco sanguineo analisadas em nenhuma foi observada
formas que se assemelhasse a tripomastigotas do parasito que era o objetivo da leitura,
assim como Lourenco et al (2017) também nio encontraram parasitas em amostras de

sangue de 146 morcegos.
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A auséncia de tripomastigotas nas laminas de esfregaco sanguineo em individuos
positivos pela PCR pode ser explicada pela baixa parasitemia encontrada nesses
mamiferos (HOARE, 1973; MARCILI, 2008; LIMA, 2011), onde apenas uma gota de
sangue nao foi suficiente para a deteccdo nas laminas. Pesquisas posteriores de
tripanossomas em morcegos utilizaram quase exclusivamente amostras de sangue
periférico e € possivel que o uso da pung¢do cardiaca seja menos sensivel para a deteccao
de espécies de tripanossoma (GORCHAKOV et al., 2016) o que pode ser explicado
também a auséncia das formas tripomastigostas nos esfregacos sanguineos.

Fredy et al. (2018) encontraram a prevaléncia de Trypanosoma sp. e T. cruzi
por microscopia de 37,8% (42/111) e 1,8% (2/111), respectivamente. A frequencia de
Trypanosoma sp. foi semelhante entre morcegos hematéfagos (38,8%, 26/67) e ndo
hemato6fagos (36,3%, 16/44) realizados em Lima-Peru usando a mesma metodologia de
coleta e e coloracdo das laminas.

No Equador, Pinto et al. (2015) capturaram 74 morcegos e o sangue foi retirado
e inoculado em meio bifdsico Novy-Nicolle-MacNeal, que resultou em 27 (36,5%)
positivos para 7. cruzi € um positivo para T. cruzi rangeli. Desses animais, todos os
morcegos positivos foram negativos por microscopia direta, e os tripanossomas foram
detectados apenas por PCR, como ocorreu nesse estudo onde ndo foram detectados
formas tripomastigotas nos esfregacos e achados somente por PCR.

Apesar de ndo ter sido encontrado, tripomastigotas nas laminas de esfregaco,

foram encontradas formas semelhantes as amastigotas em algumas laminas (Figura 2).

Figura 2. Formas amastigotas em esfregacos sanguineos
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5.3 Detec¢ao molecular de tripanossomatideos em diferentes amostras
biolégicas de morcegos

Foram coletadas tecido do bago, figado e sangue de todos os animais eutanasiados
para o procedimento de diagnéstico molecular, perfazendo um total de 198 amostras (58
de figado, 58 de baco, 82 de sangue).

Todas as 198 amostras foram submetidas a extracdo e PCR utilizando o DNA
barcoding para tripanossomatideos (V7V8) dos genes SSU rDNA, onde 44 apresentaram-
se positivas sendo 17 de bagos, 18 figados e 9 sangues, resultando em uma taxa de
infec¢do de aproximadamente 22% e 20 amostras presentando bandas duplas, podendo
ser sugerido uma coinfec¢do, uma vez que o marcado V7V8 € um gene que amplifica
sequencias de DNAs de parasito da familia Trypanosomatidae.

As 44 amostras positivas para o gene SSU rDNA foram amplificadas por PCR
para o gene gGAPDH, onde 27 (61,6%) foram positivas. No geral, das 198 amostras,
13,63% (27) podem ser consideradas positivas para Trypanosoma sp. Estes resultados
encontram-se de acordo com o nivel geral de detec¢cdo de tripanossomas em morcegos,
encontrados em estudos do Brasil, Panam4, Equador e Coldombia que variou de 11 a 37%,
quando utilizados esses genes (CAVAZZANA et al., 2010; COTTONTAIL et al., 2014;
PINTO et al., 2015).

Uma frequéncia menor foi encontrada por Matthew et al. (2018) onde um morcego
foi positivo para 7. cruzi resultando em 0,27% prevaléncia nos 361 morcegos amostrados,
porém usou genes especificos para esta espécie de Trypanosoma que nao amplificam
outras espécies.

Dos 82 morcegos capturados, 17 (20,73 %) apresentaram positivas para o
gGAPDH, sendo todos eles da familia Phyllostomidae, resultados superiores em
comparacdo aos encontrados por Filgueiras et al. (2018) onde 182 morcegos pesquisados
nas reacoes de PCR, em apenas um Carollia perspicilatta (0,5%), espécie pertencente a
familia Phyllostomidae, foi detectado positividade no estado do Acre que faz parte do
Bioma amazodnico.

Um total de 115 morcegos foram capturados em trés dreas amazOnicas de
Provincia de Chapare, Bolivia. Todos 18 tripanossomas isolados neste estudo foram
recuperados de morcegos pertencentes a C. Perspicillata (GARCIA et al., 2012).

As amostras positivas para ambos os genes foram sequenciadas, porém algumas das
sequéncias geradas ndo tiveram qualidade satisfatéria para identificar o parasito, e outras
apesar de ter se obtido sequéncias de boa qualidade, ndo houve similaridade com nada

31



que ja foi depositado no Genbank até o momento, devendo no futuro ser novamente
amplificada e sequenciada para que possa ser feito andlise de similaridade no GenBank e
o posicionamento filogenético das espécies encontradas.

Das amostras que foram encontradas formas semelhantes as amastigotas no
esfregaco sanguineo, foram extraidos o DNA do sangue e tecidos e além de terem sido
testados para a regido V7V8 SSUrDNA e gGAPDH, foram testados também para o gene
da quitinase.

As amostras positivas foram sequenciadas, sendo que no V7V8 das sequéncias
geradas tiveram qualidade ruim, impossibilitando a comparacdo no GenBank ou qualquer
outro banco de dados para sequencias de nucleotideos. O gGAPDH nio teve amostras
positivas e para o gene da quitinase, duas amostras foram positivas e quando sequenciadas
e submetidos a andlise BLAST apresentou 99% de similaridade com Leishmania
infantum e 98% de similaridade com Leishmania amazonensis.

Estudos demonstraram que os morcegos podem ser fontes de alimento para
Lutzomyia longipalpis em cavernas Venezuelanas (LAMPO et al., 2000). No Brasil, duas
espécies de Leishmania foram identificadas em macerados fragmentados de baco e figado
de morcegos usando um nested PCR seguido por sequenciamento dos produtos
amplificados. Molossus molossus e Glossophaga soricina foram infectados com L.
Infantum e L. amazonensis, e este ultimo também foi encontrado em Molossus rufus,
Nyctinomops laticaudatus, Eumops glaucinus, E. auripendulus, Artibeus literatus,
Sturnira lilium e Mpyotis nigricans (SAVANI et al., 2010). Também, Leishmania
(Viannia) sp. foi detectado em uma lesdo de pele Glossophaga soricina e sangue de
Molossus molossus (SHAPIRO et al., 2013).

Berzunza (2015) que encontrou em andlise por PCR dos tecidos retirados do
coragdo, figado, baco e pele de 420 morcegos onde 41 (9,77%) que deram positivo para
o género Leishmania, dos morcegos infectados a maioria deles pertencia a familia
Phyllostomidae.

Os resultados deste estudos indicam que os quirdperos podem ser potenciais
reservatorios para tripanossomatideos, principalmente os de interesse para satude publica
e que podem participam do ciclo silvestres desses parasitos, ajudando a manté-los na
natureza e que existe uma grande possibilidade desses mamiferos servirem como fonte
de infec¢do para humanos ainda mais que na regido de estudo, em 2005 houve um surto
de raiva humana transmitida por morcego hematéfago, onde 22 pessoas foram a ébito

(SINAN NET,2019), evidenciando assim, a presenca dos morcegos préximo a residéncia
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humana e a possibilidade desses mamiferos servirem como fonte de infeccdo de
Leishmania e Trypanosoma para humanos, caso haja a presenca de insetos vetores na
residéncia, trazendo riscos aos moradores. Assim, faz-se necessario pesquisas avaliando
a infeccdo experimental de tripanossomatideos em morcegos e a capacidade de ser
infectante para flebotomineos e triatomineos, o que poderd demonstrar o papel destes
hospedeiros na transmissdo enzodtica desses parasitas.

O presente estudo amplia o conhecimento das espécies de tripanossomatideos
encontradas em morcegos no Estado do Maranh@o e sua continuacgdo ird contribuir para
a andlise da diversidade de tripanossomatideos em morcegos do Nordeste, a qual ainda é
pouco conhecida, visto que a maioria dos estudos relacionados ao tema € focada nas
regides Sudeste e Sudoeste do Brasil (SAVANI et al., 2010; JANSEN et al., 2015; LIMA,
2011;MARCILI et al., 2013; ACOSTA et al., 2014).

33



6. CONCLUSOES

1. As dreas de estudo apresentaram morcegos infectados por Trypanosoma spp. o que
demonstra ampla circulagdo do parasito nessa regido no Estado do Maranhdo e a
participacao desse grupo de mamiferos nos ciclos silvestres desses parasitos.

2. Quatro culturas foram positiva para Trypanosoma spp., porém nao foi estabelecida e
mantidas em laboratdrio.

3- Nao foi possivel a caracterizagdo morfolégica e molecular do parasita, uma vez que
nao houve crescimento do parasita em meio de cultura e ndo se encontrou formas
compativeis com tripomastigotas no esfregaco sanguineo.

4- A caracterizagao molecular realizada através da amplificacdo por PCR do gene SSU
rRNA e gGAPDH revelaram amostras positivas para Trypanosoma sp., confirmando ser
uma técnica eficaz para o diagndstico de tripanossomatideos em morcegos, mesmo
quando apresentam baixa parasitemia, porém a sequéncias geradas ndo tiveram boa
qualidade, impossibilitando a compara¢ao no GenBank ou qualquer outro banco de dados

para sequencias de nucleotideos.
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