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PESQUISA DE PARASITAS DOS GENEROS TRYPANOSSOMA E
LEISHMANIA EM PEQUENOS MAMIFEROS NO MUNICIPIO DE SAO LUIS-
MARANHAO, BRASIL.2022. 88 F. DISSERTACAO (MESTRADO EM
CIENCIA ANIMAL) - UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO, SAO
LUIS, 2022.

RESUMO

As espécies dos géneros Trypanosoma e Leishmania parasitam vertebrados, com ciclos
de vida alternando entre vertebrados (mamiferos, peixes, anfibios , reptéis e aves, no caso
de parasitas do género Trypanossoma , € as espécies de Leishmania, mamiferos do Velho
e Novo Mundo) e invertebrados (triatomineos e dipteros hematéfagos para Trypanossoma
e dipteros hemat6fagos para Leishmania) Considerando a importancia de pequenos
mamiferos silvestres como reservatorios destes parasitos, objetivou-se realizar o
diagnéstico de Trypanosoma e Leishmania nesses hospedeiros na Area de Presenvacio
Ambiental (APA) do Itaqui-Bacanga, APA do Maracana e no campus Paulo VI da
Universidade Estadual do Maranhdao/UEMA do municipio de Sdo Luis-Maranhado. Foram
realizadas 11 coletas, sendo quatro na APA do Maracand (janeiro, junho, setembro e
dezembro de 2018); trés na Area do Itaqui — Bacanga (dezembro de 2020, julho e
dezembro de 2021) e quatro no campus Paulo VI da UEMA (maio, agosto e outubro de
2021), e capturados 36 animais. Os animais foram capturados pelo uso de armadilhas do
tipo Shermman e Tomahawk. Os animais foram anestesiados e alguns espécimes
eutanasiados para colheita de amostras bioldgicas. Foram coletadas amostras de sangue
(pungdo cardiaca ou veia caudal) para hemocultura em meio de cultura bifdsico
(BAB/LIT) em duplicata por animal. Esfregacos sanguineos foram confeccionados, em
triplicata, para a pesquisa dos parasitos, e essas amostras sanguineas foram utilizadas para
o diagnodstico molecular. Dos animais eutanasiados foram colhidas amostras de sangue e
fragmentos de figado e bago para extragdo de DNA e posterior andlise molecular,
totalizando 81 amostras. A extracdo de DNA das amostras foi realizada através Kit
GenelJet Genomic DNA Purification (Thermo Fisher Scientific®) e para amplificagdo
foram utilizados os genes V7V8 de SSU rRNA, gGAPDH e o Catepsina L-like. Todos os
esfregacos e hemoculturas foram negativos, contudo na andlise molecular para o gene
V7V8, oito amostras foram positivas, provenientes de seis animais, sendo trés da espécie
Didelphis marsupialis, da APA do Maracana, e um Rattus rattus, dois Rattus sp. da drea
do Itaqui-Bacanga; e para o gene gGAPDH, nove amostras de sete animais foram
positivas, sendo trés Didelphis marsupialis (APA do Maracand), um Rattus novergicus,
um Rattus rattus e dois Rattus sp. (APA do Itaqui-Bacanga). Nao houve positividade na
andlise molecular para o gene Catepsina L-like. E importante dar continuidade ao
monitoramento dos pequenos mamiferos silvestres nessas dreas, uma vez que Os
resultados confirmam a presenca de Trypanossoma, pois em areas endémicas roedores e
marsupiais sao reservatorios dessas espécies, contribuindo para manuten¢do do ciclo
silvestre e peridoméstico.

PALAVRAS-CHAVE: roedores, Leishmania, Trypanosoma



RESEARCH FOR PARASITES OF THE GENRES TRYPANOSOMA AND
LEISHMANIA IN SMALL MAMMALS IN THE MUNICIPALITY OF SAO LUIS-
MARANHAO, BRAZIL.2022. 88 F. DISSERTATION (MASTER IN ANIMAL
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ABSTRACT

Species of the genera Trypanosoma and Leishmania parasitize vertebrates, with life
cycles alternating between vertebrates (mammals, fish, amphibians, reptiles and birds, in
the case of parasites of the genus Trypanosoma, and the species of Leishmania, mammals
of the Old and New World) and invertebrates (triatomines and blood-sucking dipterans
for Trypanosoma and blood-sucking dipterans for Leishmania) Considering the
importance of small wild mammals as reservoirs of these parasites, the objective was to
carry out the diagnosis of Trypanosoma and Leishmania in these hosts in the
Environmental Protection Area (APA) of Itaqui-Bacanga , APA do Maracana and at the
Paulo VI campus of the State University of Maranhao/UEMA in the municipality of Sao
Luis-Maranhao. Eleven collections were carried out, four in the Maracana APA (January,
June, September and December 2018); three in the Itaqui — Bacanga Area (December
2020, July and December 2021) and four in the Paulo VI campus of UEMA (May, August
and October 2021), and 36 animals were captured. The animals were captured using
Shermman and Tomahawk traps. The animals were anesthetized and some specimens
euthanized for collection of biological samples. Blood samples were collected (cardiac
puncture or caudal vein) for blood culture in biphasic culture medium (BAB/LIT) in
duplicate per animal. Blood smears were prepared, in triplicate, to investigate the
parasites, and these blood samples were used for molecular diagnosis. Blood samples and
liver and spleen fragments were collected from the euthanized animals for DNA
extraction and subsequent molecular analysis, totaling 81 samples. DNA extraction from
the samples was performed using the GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Fisher Scientific®) and the V7V8 genes of SSU rRNA, gGAPDH and Cathepsin L-like
were used for amplification. All smears and blood cultures were negative, however in the
molecular analysis for the V7V8 gene, eight samples were positive, from six animals,
three of the species Didelphis marsupialis, from APA do Maracana, and one Rattus rattus,
two Rattus sp. from the Itaqui-Bacanga area; and for the gene gGAPDH, nine samples
from seven animals were positive, three of which Didelphis marsupialis (APA do
Maracana), one Rattus novergicus, one Rattus rattus and two Rattus sp. (APA of Itaqui-
Bacanga). There was no positivity in the molecular analysis for the Cathepsin L-like gene.
It is important to continue the monitoring of small wild mammals in these areas, since the
results confirm the presence of Trypanosoma, since in endemic areas rodents and
marsupials are reservoirs of these species, contributing to the maintenance of the wild and
peridomestic cycle.

KEYWORDS: rodents, Leishmania, Trypanosoma.



18

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ul Microlitros

0 Infinito

APA Area de Preservacio Ambiental

BAB Blood Agar Base

DNA Acido desoxirribonucleico

¢GAPDH Gene que codifica a enzima Gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase glicossdmica
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IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovdveis

Kg Quilograma

LIT Liver Infusion Triptose

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

Rnase Ribonuclease

SISBIO Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade

SSU rRNA Subunidade menor do RNA ribossdmico

Taq Thermus aquaticus
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1 INTRODUCAO

Animais sinantrépicos sdo aqueles que possuem alta capacidade adaptativa
e reprodutiva, conseguindo habitar regides urbanas, por terem disponibilidade de abrigo,
alimento e dgua, o que acarreta grande incomodo a populagdo, pois esses animais podem
ocupar essas areas, danificar construgdes, transmitir doengas para outros animais, além
do risco de agravos a sadde publica (ZORZENON, 2002). Fatores como degradagdo
ambiental, crescimento desordenado das cidades, invasao de areas verdes, conturbagio,
mudancas nos biomas e ecossistemas, influenciam para que esses animais se adaptem a
viver na zona urbana, promovendo contato com animais domésticos € humanos
(ARAUJO, 2018).

Dentre os animais sinantrépicos, os ratos sao mais comuns nos domicilios,
o que ¢ bastante preocupante, isso porque podem transmitir leptospirose, peste bubdnica,
tifo murino e hantavirose, além de servirem como reservatorios de parasitas como, pulga,
Leishmania sp e Trypanossoma sp. (OLIVEIRA et al., 2009; BASSANI et al., 2014;
FONSECA et al., 2018). Assim como os marsupiais do género Didelphis, que sio
apontados como reservatorios de parasitas como Toxocara sp., Trichuris sp,
Criptosporidium sp, bem como os hemoparasitos Leishmania sp e Trypanosoma sp., €,
os marsupiais sao considerados hospedeiros muito antigos do clado 7. cruzi (CABRERA
et al., 2003; ANTUNES, 2005; SCHALLIG, et al., 2007; ZANETTE, 2007; SILVA et
al.,2016; LOPES et al., 2018).

Os animais silvestres da fauna brasileira sdo encontrados na natureza (vida
silvestre) ou no cativeiro vivendo em parques zooldgicos (z6os), criadouros
conservacionistas, cientificos ou comerciais, institutos de pesquisa, centros de triagem e
reabilitacdo, ou em residéncias de municipes (criados ilegalmente como animais de
estimacdo), e tais animais, seja de vida silvestre ou de cativeiro, podem ser reservatdrios
e portadores de zoonoses (SILVA, 2004).

No Brasil, foram relatadas epidemias urbanas de leishmaniose e doenga de
Chagas, e, portanto, é de fundamental importancia a identificagdo dos animais que servem
de reservatorio para esses protozodrios (WHO, 2019).

A doenca de Chagas é endémica em 21 paises da América Latina e afeta
cerca de 6 milhdes pessoas. Nas Américas, essa doenca apresenta uma incidéncia anual
média de 30.000 novos casos, 12.000 mortes por ano e 8.600 recém-nascidos infectados

durante a gestacdo, enquanto a leishmaniose apresenta mais de 12 milhdes de pessoas
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infectadas, possuindo anualmente entre 20.000 e 30.000 mortes e cerca de 350 milhdes
de pessoas em risco de infeccdo (WHO, 2021).

A leishmaniose é uma das mais importantes doencas parasitarias
emergentes e reermegentes, amplamente distribuida pelo mundo, desde a Asia até 2
América, afetando animais e o homem, sendo, uma doenga zoonética, que apresenta como
principais formas: cutinea, visceral e mucocutanea (ALVARENGA, 2010; WHO, 2019).
Foram reportados casos de leishmaniose cutinea na América, desde o sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina, a cada ano sdo reportados em média 55.000 casos de
leishmaniose cutanea e mucosa e 3.500 casos de leishmaniose visceral, apresentando taxa
de mortalidade de 7%, estd concentrada em 4 paises América do Sul e Central: Brasil,
Colombia, Peru e Nicaragua (WHO, 2022).

Pesquisa recente realizada por por Costa et al., (2021), com caes
domésticos na Area do Itaqui Bacanga, no municipio de Sdo Luis-MA, para pesquisa de
Trypanosma cruzi em 330 amostras, obteveram os seguintes resultados: 105 (31,8%)
foram reativos na RIFI, 46 (13,0%) no ELISA e 20 (6,0%) nos dois testes soroldgicos,
enquanto que na PCR, 58 amostras foram positivas (330/17,5%), e destas, uma (0,3%)
apos o sequenciamento apresentou similaridade com o 7. cruzi.

Na mesma 4rea, Rocha et al., (2020) realizaram pesquisa de Leishmania
em um 330 amostras de cdes co os seguintes resultados: 152 (46,06%) foram
soropositivas para Leishmania amazonensis € destas amostras, 78 (66,67%) também
foram soropositivas para Leishmania infantum. Na PCR 41 (12,42%) estavam positivas,
confirmando em 8 amostras para L. infantum, e em uma amostra, infeccao mista de L.
infantum e L. amazonensis. Obtiveram, também, 21 amostras de gatos domésticos, das
quais 6 (28,57%) foram soropositivas para L. amazonensis, € na PCR, 2 amostras
positivas com perfil de L. infantum. Esses estudos demostram a circulagdo de
Trypanosoma e Leishmania no municipio de Sdo Luis.

A APA € uma categoria de Unidade de Conservacao (UC), voltada para a
producdo de riquezas que estejam dentro de um contexto de ocupacdo humana, e objetiva-
se segurar a sustentabilidade do uso dos recursos naturais, podendo utilizar de um
planejamento turistico sustentdvel (VASCONCELOS, 1995; MENDES et al., 2007).
Localiza-se na zona rural de Sdo Luis, e apresenta caracteristicas rurais na sua
infraestrutura, onde a maioria da populacdo sobrevive através de atividades de
subsisténcia, como a pesca, a caga, criagdo de animais de pequeno porte € ate mesmo de

extrativismo, principalmente o vegetal, como por exemplo, a atividade de producdo da
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jucara, onde acontece o famoso festejo da jugara, que otimiza o uso sustentdvel e cultural
desse recurso, além de ampliar a oferta de lazer, a diversificagdo do produto turistico de
Sdao Luis, e posteriormente, a qualidade de vida dos moradores da comunidade
(MENDONCA, 2012).

A Area de Protecio Ambiental (APA) do Maracana estd localizada no
municipio de Sdo Luis, localizando-se na zona rural de Sdo Luis-MA, e apresenta
caracteristicas rurais na sua infraestrutura, onde a maioria da populacido sobrevive de
atividades de subsisténcia, destacando-se o extrativismo, principalmente o vegetal, como
a producdo da jucara, onde acontece o famoso festejo da jucara, o que otimiza o uso
sustentdvel e cultural desse recurso, diversificando tal produto, bem como a qualidade de
vida dos moradores da comunidade (SOARES, 2010; MENDONCA, 2012). O acai,
conhecido como jucara no estado Maranhdo, € comumente associado a infec¢@o por via
oral de Trypanosoma cruzi, devido a contaminacao do fruto ou da polpa por animais ou
vetores infectados, sendo relatados surtos da Doenca de Chagas nos ultimos anos pelo

consumo do fruto in natura (MATTOS et al., 2017).

A area Itaqui-Bacanga compreende, além de regides residenciais (Anjo da
Guarda, Mauro Fecury I e II, Vila Maranhido, além de outras), grandes atividades na 4rea
do Distrito Industrial (SEMA, 1997), englobando os portos de Itaqui, Ponta da Madeira e
Ponta da Espera (ANDRADE, 2008), pertence a bacia de drenagem do rio Bacanga, que
possui uma superficie da ordem de 11.030 ha, ocupando a por¢do Noroeste de Sao Luis.
Os limites sdo: ao norte, a baia de Sao Marcos; ao sul, o tabuleiro central da ilha na regido
do Tirirical; a leste, o divisor de dguas que separa as bacias dos rios Anil, Paciéncia e
Tibiri e a oeste, pelo divisor de 4guas que separa a Bacia do Bacanga da Bacia Litoranea
Oeste (MARANHAO, 1998)

Além dessas duas dreas, a regido do Campus Paulo VI (localizada no
Bairro da Cidade Operdria) foi escolhida, pois existem muitos casos de leishmaniose
canina e a presenca de animais domésticos positivos pode contribuir para o
estabelecimento do ciclo peridoméstico, uma vez que existem dreas de mata e animais
silvestres nessa localidade, como € o caso da Fazenda Escola situada no proprio Campus.

Considerando a capacidade de Trypanosoma sp. € Leishmania sp. em
infectarem diversas espécies de mamiferos e a possibilidade de pequenos mamiferos
silvestres de desempenharem o papel de reservatério em ambientes peridomiciliares, o

objetivo do presente estudo foi avaliar a infec¢ao natural por estes parasitos em roedores
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e marsupiais presentes nas APAs Maracana, Itaqui-Bacanga e do campus Paulo VI da
UEMA, com a finalidade de apoiar a estratégia de conservagdo das espécies e indicar

potenciais reservatorios de importancia em Sadde Publica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tripanossomatideos

Tripanossomatideos pertencem ao Reino Excavata (HONIGBERG, 1963);
Filo Euglenozoa (CAVALIER-SMITH, 1998), Classe Kinetoplastea (HONIGBERG,
1963), Ordem Trypanosomatida (KENT, 1880) e Familia: Trypanosomatidae
(DOFLEIN, 1901).

O Filo Euglenozoa é formado por organismos eucariontes, unicelulares e
flagelados, com ampla diversidade morfoldgica, genética e ecoldgica, que incluem
organismos de vida livre- autotréficos e heterotréficos. Possuem de um a quatro flagelos,
aparelho de Golgi desenvolvido e grande variedade de organismos com diferentes estilos
de vida, como: vida livre fototréficos, osmotréficos ou fagotréficos, além de parasitas
facultativos ou obrigatorios de plantas, invertebrados e vertebrados (CAVALIER-
SMITH, 1981).

A classe Kinetoplastea € formada por protozodrios flagelados, possuindo
um ou dois flagelos, emergindo de uma bolsa flagelar (WALLACE, 1966), mitocondria
Unica e desenvolvida e na qual apresentam como apomorfia a presenga do cinetoplasto,
que € caracterizado como DNA mitocondrial, conhecido como kDNA e altamente
condensado (VICKERMAN, 1976).

Dentro da classe Kinetoplastea, estavam os organismos cuja ordem era
conhecida como Kinetoplastida, subdividida em duas subordens: Tripanosomatina e
Bodonina (HOARE, 1972). Entretanto, com a evolucao dos estudos filogenéticos,
observou-se novas relacdes de parentesco entre os integrantes destas subordens, sendo
proposto uma revisao taxondmica do grupo, na qual a atual classe Kinetoplastea foi
dividida em duas subclasses: Prokinetoplastina e Metakinetoplastina. A subclasse
Prokinetoplastina tem somente uma ordem: Prokinetoplastida, que, apresenta dois
géneros: Ichthyobodo e Perkinsela. A subclasse Metakinetoplastina apresenta quatro
ordens, das quais trés s@o de bodonideos (Neobodonida, Eubodonida e Parabodonida) e a
ordem Trypanosomatida, representada por uma unica familia (Trypanosomatidae)
(MOREIRA et al. 2004; STEVENS et al., 2008; DESCHAMPS et al., 2011; D’AVILA
LEVY et al., 2015).

O ciclo de vida dos tripanossomatideos pode ser heteroxénico ou
monoxénico. Tripanossomatideos heteroxénicos apresentam ciclo biolégico com dois

hospedeiros, sendo um hospedeiro invertebrado (geralmente insetos, artrépodes
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hemat6fagos ou hirudineo) e um hospedeiro vertebrado de todas as classes (mamiferos,
peixes, anfibios, reptéis e aves) ou plantas. Esse grupo é amplamente conhecido por
conter espécies responsdveis por causar doencas como Leishmaniose, doenga de Chagas
e doenga do sono, em humanos e outros mamiferos (VICKERMAN, 1994; STUART et
al., 2008; RODRIGUES et al., 2014).

Os tripanossomatideos monoxénicos sao caracterizados por completarem
seu ciclo de vida em um hospedeiro e sdo amplamente descritos como parasitos do trato
intestinal de insetos, principalmente das ordens Diptera e Hemiptera (VICKERMAN,
1976; WALLACE, 1966; WALLACE et al., 1983; SIMPSON et al., 2006; STEVENS,
2008).

Além dos patégenos de animais e humanos, espécies do género
Phytomonas representam verdadeiras pragas agricolas, e quando presentes em uma
plantacdo podem ocasionar considerdveis perdas econdmicas aos produtores (DOLLET,

1984; CAMARGQO, 1999; JASKOWSKA et al., 2015).

2.1.1 Género Trypanosoma

O género Trypanosoma € um taxon monogenético, composto de
hematozodrios flagelados, parasitas obrigatorios de invertebrados e todas as classes de
vertebrados: anfibios, aves, mamiferos, peixes e répteis (HOARE, 1972; VIOLA et al.,
2008; LEMOS et al., 2015; COOPER et al., 2017; SPODAREVA et al., 2018). Esse
género tem ampla distribuicdo geografica e uma gama de hospedeiros, constituido de
espécies que se caracterizam pelos seguintes tipos ou formas evolutivas durante ciclo de
vida: amastigota, epimastigota, tripomastigota. Estas formas sdo definidas em funcdo da
posicdo do cinetoplasto em rela¢do ao nicleo e da presenca ou nao de flagelo livre assim
como, a existéncia e grau de desenvolvimento da membrana ondulante (HOARE, 1972;
WALLACE, 1979; VICKERMAN, 1994; REY, 2008; SPODAREVA et al., 2018).

Os tripanossomas de mamiferos sdo divididos nas Seccdes Salivaria e
Stercoraria, levando em consideracao o desenvolvimento no hospedeiro invertebrado e a
via de eliminacdo das formas infectantes pelo vetor, que pode ser com as fezes
(transmissdo contaminativa) ou com saliva (transmissao inoculativa). A Seccao Salivaria,
compreende as espécies que no inseto vetor se desenvolvem no tubo digestivo ou nas
glandulas salivares e sdo transmitidas para o hospedeiro vertebrado, no momento que

ocorre a picada pelo inseto hematéfago (formas metaciclicas geradas nas porcodes
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anteriores do tubo digestivo ou glandulas salivares). Esta Seccdo compreende os
subgéneros Duttonella [composto pela espécie Trypanossoma (Dunotella) vivax];
Trypanozoon [Trypanossoma (Trypanozoon) bruceil; Pycnomonas (subgen. n:
Trypanosoma (Pycnomonas) suis]; Nannomonas que possui a espécie Trypanossoma
(Nannomonas) congolense (HOARE, 1972).

Na Sec¢do Stercoraria, o desenvolvimento do protozodrio ocorre
exclusivamente no tubo digestivo do inseto vetor e a forma de transmissdao ocorre pela
contaminacdo com as fezes do inseto parasitado com as formas tripomastigotas
metaciclicas (formas metaciclicas geradas na ampola retal e eliminados pelas fezes).
Abrange trés subgéneros: Schizotrypanum (espécie-tipo T. cruzi), Herpetosoma (T.
lewisi) e Megatrypanum (T. theileri). A maioria das espécies desta sec¢do ndo infecta o
homem e ndo € patogénica para seus hospedeiros vertebrados, com excecao de 7. cruzi
(SARATAPHAN et al., 2007).

T. cruzi, pertence a familia Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida.
Caracteriza-se como protozodrio flagelado parasita vérias ordens de mamiferos e dezenas
de espécies de triatomineos da familia Reduviidae (KAUFER et al., 2017). Apresenta
distribuicao geografica desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina, englobando
21 paises nas Américas (ROELLIG et al. 2008, PICCINALI et al. 2010, CARRASCO et
al. 2012). Doenga de Chagas, é causada pela infec¢do de 7. cruzi em humanos, sendo
apontada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma das 13 doencas tropicais
maisnegligenciadas no mundo (PAHO, 2022).

Estima-se que 7. cruzi surgiu como espécie hd aproximadamente 100
milhdes de anos atrds no ‘“‘supercontinente” composto pelos atuais continentes da
América do Sul, Antartica e Australia,que permaneceram conectados apds a separagao
da Africa (STEVENS er al, 1999; HAMILTON er al., 2012). Pressupde-se que
antigamente, 7. cruzi era transmitido diretamente entre marsupiais e xenartras, que
equivaliam a fauna autéctone desse supercontinente e, futuramente, por via vetorial para
outros mamiferos, logo apds a aquisicao do habito de hematofagia pelos triatomineos,
por volta de cinco milhdes de anos (SCHOFIELD, 2000).

A infecgdo por T. cruzi ocorre por diferentes vias: contaminativa da pele e
mucosas com fezes de triatomineos infectados, transfusional, congénita e oral pela
ingestdo acidental de triatomienos triturados, ou parte dos mesmos, em alimentos como

acai e cana de acicar (ROQUE; JANSEN, 2008; GALVAO, 2014; TZIZIK et al., 2013).
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Devido as cepas de T. cruzi apresentarem diversidades bioldgica,
bioquimica e genética, com o passar dos anos foram utilizadas diversas abordagens para
caracterizar a populacdo de 7. cruzi, com o intuito de estabelecer o nimero de subgrupos
(ZINGALES et al., 2009). Atualmente, o 7. cruzi é dividido em 7 unidades de tipagem
discretas (DTus), Tcl — TcVI e Tcbat (MARCILI ez al., 2009; ZINGALES, 2018). A
estrutura populacional também foi analisada com base na genealogia de sequéncias
mitocondriais, fundamentado nessa andlise, trés clados que possuem correlagdo com as
DTus foram identificados: o clado A, representado pelo Tcl; clado B agrupando TclIll e
TclV, estirpes TcV e TcVI; e, o clado C, o qual é restrito as cepas do Tcll (MACHADO,
AYALA, 2001).

A literatura tem registrado parasitismo por espécies de Trypanosoma em
marsupiais do género Didelphis e em roedores. A espécie Trypanosoma freitasi, foi
descrita em 1957, por Rego et al. parasitando Didelphis paraguagensis, em Ribeirdo
Preto. Em 2020, FERREIRA et al., identificaram quatro novas espécies de parasitas do
género Trypanosoma, proveniente de pequenos mamiferos silvestres das espécies
Hylaeamys megacephalus (roedor); Phylander opossum e Didelphis albiventris
(marsupiais).

No Brasil, foram relatadas as espécies T. freitasi; T. saloboense; T. cruzi
e T. rangeli parasitando diversas espécies de marsupiais (REGO; MAGALHAES;
SIQUEIRA, 1957; DEANE et al., 1972; MAIA DA SILVA et al., 2004; LAINSON, DA
SILVA; FRANCO 2008).

A infec¢do por parasitas do género Trypanosoma ja foi descrita em
roedores de vdrias espécies. Mello (1982) identificou em Goias, espécies de roedores
(Trychomys apereoides, Zygodontomys lasiurus, Cavia aperea, Oryzomys eliurus,
Nectomys squamipes, Calomys collosus, Holochidus brasiliensis, Oryzomys subflavus,
Oecomys sp., Oxymycterus, Oryzomys lamia) positivas para T. cruzi. Novas espécies
desse parasita também foram idenficadas em roedores, como a Trypanosoma rochasilvai
n. sp., que foi registrada em dois exemplares da espécie Oryzomys laticeps
(RODRIGUES, FERRAZ-FILHO, 1984). Os roedores podem estar infectados com mais
de uma espécie de Trypanosoma, por exemplo Trypanosoma musculi e T. lewisi (HONG
etal.,2017).

Recentemente foram descritas as espécies T. gennarii em Monodelphis

domestica e Gracilinanus agilis (FERREIRA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019) e
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T. janseni parasitando D. aurita e D. albiventris (LOPES et al., 2018; RODRIGUES et
al., 2019) utilizando descricao morfoldgica, caracterizagdo molecular e filogenia.

Hospedeiros importantes para o estabelecimento do ciclo epidemioldgico
peridomiciliar da doencga de Chagas sdo os gambads, popularmente conhecidos no estado
do Maranhdo como mucuras. A Familia Didelphidae, possui 15 géneros: Glironia,
Caluromys, Caluromysiops, Hyladelphys, Marmosa, Monodelphis, Tlacuatzin,
Metachirus, Chironectes, Didelphis, Lutreolina, Philander, Chacodelphys, Cryptonanus,
Gracilinanus, Lestodelphys, Marmosops, Thylamys (GARDNER, 2007). Os marsupiais
do género Didelphis, apresentam ampla distribui¢do, e desse gé€nero, destacam-se trés
espécies: D. virginiana, D. marsupialis e D. albiventris (MONTEIRO FILHO, 1987;
JANSEN et al., 2020).

Os marsupiais do género Didelphis, por apresentarem algumas
caracteristicas como taxas altas de infeccao sem apresentar sintomatologia clinica, sdao
fontes de alimentos a diferentes espécies de triatomineo, possuem hdbitos sinantrpicos,
favorecendo condicdo para a manutencdo do ciclo desse parasito (LOPES et al., 2018;
PAIZ et al.,2018; ZECCA et al, 2020). Além disso, apresentam fundamental importincia
no ciclo de transmissao do 7. cruzi, pois o parasita desenvolve seu ciclo nas glandulas
anais do marsupial, de maneira similar ao que ocorre nos triatomineos (DIAS, 2006).
Deane et al. (1984a) indicaram que essas glandulas de cheiro, como um local de
adaptacdo do T. cruzi nesse hospedeiro mamifero, cujo € considerado por esses
pesquisadores como o hospedeiro mais antigo de 7. cruzi. (JANSEN et al., 2020).

Esses animais (especialmente das espécies D. albiventris e D. marsupialis)
no Brasil apresentam importante peculiaridade na transmissao de tripanossomas através
da ejecdo de liquido das suas glandulas anais, e podem infectar humanos se houver
alguma les@o ou solugdo de continuidade que funciona como porta de entrada para esse
patégeno, ou através da contaminacdo dos alimentos (DIAS, NETO, LUNA, 2011).
Possuem caracteristicas importantes para a transmissdo dos tripanossomas, como
resistirem ao parasitismo por protozodrios do gé€nero Leishmania e Trypanosoma
(JANSEN, 2006; JANSEN et al., 2020).

Jansen et al., (2018), afirmam que esses animais ja foram relatados como
bioacumuladores de espécies de Trypanosoma sp., isso porque possuem a capacidade de
albergar diferentes espécies deste género. Infec¢des por 7. cruzi ja foram descritas em
hospedeiros de diferentes ordens, incluindo a Chiroptera, Carnivora, Rodentia, Pilosa,

entre de outras (ZECCA et al, 2020).
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T. cruzi é considerado comum na espécie Rattus sp. na Venezuela, Brasil,
Equador, México, Peru, Chile e Argentina (PINTO et al., 2006; BRIGADA et al., 2010;
URDANETA-MORALES et al., 2014; PANTI-MAY et al., 2017; ROSAL et al., 2018;
GARCIA et al., 2019). Os roedores sdo importantes elos na transmissdo do 7. cruzi,
devido ao fato de serem sinantrépicos, e, dessa forma, aumentando o contado do ciclo
silvestre com o doméstico, dispersando esses tripanosomatideos (PINTO et al., 2006).

No Brasil, evidéncias indicam que os roedores sdo uns dos principais
mantenedores de 7. cruzi na natureza (KHADEMVATAN et al., 2017). O processo de
desmatamentos e ruralizacao, podem contribuir para o estabelecimento do ciclo zoonético
da doenca de Chagas, principalmente porque os vetores dessas doencas e esses animais
podem adaptar-se a ambientes peridomésticos e domésticos, propiciando um contato
entre a fauna silvestre, animais domésticos e seres humanos, portanto, favorecendo a
transmissao desses tripanossomatideos, com consequente aumento do nimero de casos
dessas enfermidades (COSTA et al., 2013).

Roedores sinantrépicos (Rattus sp.) ja foram evidenciados estando
infectados por T. cruzi e Trypanosoma lewisi, em peridomicilio na Venezuela
(HERRERA E URDANETA-MORALES, 1997; DE LIMA et al., 2006; GARCIA et al.,
2019). Ainda que T. lewisi ndo era antigamente considerada uma espécie infecciosa para
seres humanos, foram descritas infec¢des no homem na Africa e na Asia, sendo posterior,
considerada infecciosa para seres humanos, isso porque € resistente ao soro humano
(JOHNSON 1933; SHRIVASTANA & SHRIVASTANA 1974, apud DA SILVA et al.,
2010; HOWIE et al., 2006; LUN et al., 2015).

E primordial que haja o controle desses animais sinantrépicos, tendo em
vista a preservacdao da Saude Publica, e dessa forma, impossibilita que muitos animais
que sao reservatorios (hospedeiros que albergam parasitas propiciando infeccdo do
ambiente ou de outros seres vivos) como os vertebrados do género Didelphis e Rattus
rattus (reservatdrios de T. cruzi) conclua o ciclo biolégico desses parasitas, com o intuito
de evitar a transmissdo (ACHILLES, 2018; PIMENTEL, 2020).

A transmissdo de 7. cruzi envolve um hospedeiro mamifero e um
hospedeiro invertebrado (hemipetro hematofago) que € o vetor. (SHERLOCK, 2000;
YASUDA-SHIKANAI; CARVALHO, 2012; JURBERG et al., 2014).

Dentre as espécies de triatomineos de importincia médica, salientam-se
Triatoma infestans, Pastrongylus megistus, Rhodnius prolixus, Triatoma brasiliensis,

Triatoma rubrofasciata e Triatoma sordida (SHERLOCK, 2000; JURBERG et al., 2014).
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A espécie T. infestans é a prevalente vetora de 7. cruzi, estando em grande
parte na América do Sul, sul da Argentina e Nordeste do Brasil, e é amplamente
domiciliada; Pastrongylus megistus é apontada como o vetor mais importante no Brasil,
a julgar pela sua extensa distribuicdo no Brasil (encontrada do Nordeste ao Sul do Pafs)
e da alta suspetibilidade ao 7. cruzi; Rhodnius prolixus possui intensa antropofilia, breve
ciclo de desenvolvimento, alta densidade e intensa dispersdo ativa, além de alta
susceptibilidade para conter o 7. cruzi na natureza (SHERLOCK, 2000; JURBERG et al.,
2014).

Triatoma brasiliensis € uma relevante espécie nas zonas secas do Nordeste
do Brasil, adaptada em habita¢des humanas, encontrada no domicilio, peridomicilio e
ambiente silvestre; Triatoma rubrofasciata possui extrema importancia, em consequéncia
de ser a tnica espécie cosmopolita, colonizando em ambiente domiciliar, frequentemente
alberga Trypanosoma conorhiri (parasito de ratos domésticos € ndo patogénico ao
homem), no entanto j4 foi encontrada parasitada por 7. cruzi; Triatoma sordida é oriunda
primativamente dos planaltos centrais brasileiros, distante da faixa litoranea, e
posteriormente se disseminou até chegar na Argentina, e, mesmo sendo encontrada no
domicilio, seu papel € secunddrio na transmissdo do 7. cruzi (SHERLOCK, 2000;
JURBERG et al., 2014).

Considera-se a via oral como via de transmissao de 7. cruzi na natureza
a mais antiga e possivelmente a mais eficaz via de transmissao (ROQUE et al., 2008;
SOUZA 2009; JANSEN et al., 2018). Em mamiferos, a infeccdo por esta via pode
acontecer em vdrias circunstancias: (i) ingestao de fezes contaminadas de triatomineos,
logo apds cocar o local da picada; (ii) consumo de frutos ou sementes contaminados
pelas fezes de triatomineos ou excrecdo da glandula anal de Didelphis spp. que sao
capazes de eliminar formas infectivas do parasito (metaciclicos) (DEANE et al. 1984);
(i11) ingestao de triatomineos infectados; (iv) processos que impliquem em mordeduras
com perfuracdo, possibilitando o contato da mucosa da boca com sangue infectado; ou
(v) predacao de mamiferos infectados (THOMAS et al. 2007; JANSEN & ROQUE
2010, PAHO 2009; ROELLIG et al. 2009). A predacdo pode suceder pela ingestdo de
tripomastigotas sanguicolas, além das formas amastigotas existentes nos tecidos das
presas, uma vez que amastigotas sao infectivas , assim, salientando-se a importancia
das interagdes na rede tréfica nos ciclos de transmissao de 7. cruzi (JANSEN, ROQUE,

2008).
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O ciclo de T. cruzi no hospedeiro invertebrado inicia-se quando o inseto
hematoéfago realiza o repasto sanguineo em mamifero infectado, adquirindo as formas
tripomastigotas sanguineas. No estdmago do vetor, se diferenciam em epimastigotas, se
aderem a superficie do intestino médio e posterior, multiplicando-se intensamente por
divisdo bindria simples longitudinal. Em seguida, as formas epimastigotas migram para o
intestino posterior atingindo o reto, iniciando a metaciclogénese, processo no qual se
transforma em tripomastigotas metaciclicas (fase infectante), e quando esse triatomineo
se alimenta do sangue de um novo hospedeiro, elimina nas suas fezes e urina as formas
infectantes. As formas tripomastigotas metaciclicas, invadem células de defesa,
diferindo-se nas fases amastigotas, e no final da multiplicacdo, diferenciam-se novamente
em tripomastigotas, que ganham a corrente sanguinea, adquirindo, novamente a fase
infectante (Figura 1) (KOLLIEN & SCHAUB, 2000; TYLER ENGMAN, 2001;
MARTINS et al., 2012; YASUDA-SHIKANAI; CARVALHO, 2012).

Trypanosoma cruzi

Triatomine Bug Stages Mammalian Stages QDPDX
Triatomine bug takes a blood meal
(passes metacyelic rypomastigotes in feces, Metacyelic trypomastigotes
trypomastigates enter bite wound o 4 .
,ﬁ\ mucosal membranes, such as the conjunctiva) penetrate various cells at bite

wound site. Inside cells they
transform into amastigotes.

- ;

o Multiply in midgut

e Triatomine bug takes
a blood meal

e e
Trypomastigotes Amastigotes multiply
can infect other cells by binary fissionin celly
fid fransionm into of infected tissues.
intracellular amastigotes
in new infection sites.
. (trypomastigotes ingested) z
o Epimastigotes i J L

g \ ’%T% e
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é Diagnostic stage Many mammalian species have been
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Figura 1- Ciclo biolégico do Trypanossoma cruzi.

o Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,
ﬁ then burst out of the cell
and enter the bloodstream.

Fonte:https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html
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2.1.2 Género Leishmania

O género Leishmania foi descrito primeiramente por Ross em 1903, ap6s
observacao de laminas, foram visualizadas estruturas ovais, denominadas de corpusculos
Leishman-Donovan e, posteriormente, tais corpdsculos foram nomeados como
Leishmania  donovani (CONCEICAO—SILVA; ALVES, 2014). Abrange
aproximadamente 22 espécies conhecidas, destas 15 s@o potencialmente patogé€nicas a
humanos (WHO, 2019). No novo mundo, principalmente na América Latina, as espécies
incluem L. infantum, L. mexicana, L. pifanoi, L. venezuelensis L. garnhami, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. shawi, L. naiffi, L. lainsoni,
L. lindenbergi, L. peruviana e L. colombiensis (OPAS, 2019).

Os parasitas do género Leishmania possuem duas formas, a forma
amastigota que é arredondada, intracelular, com flagelo internalizado, e presente no
hospedeiro vertebrado; e a forma promastigota, alongada, com flagelo evidente,
encontrada no inseto hematéfago vetor (HOARE, 1972; OPAS, 2019; WHO, 2019).

Compreende parasitas que apresentam ciclo de vida heteroxeno,
apresentando um hospedeiro definitivo vertebrado e um vetor invertebrado, responséavel
pela transmissdo do parasita. Nos mamiferos, apresentam-se como amastigotas
intracelulares (sistema macrofagico celular) e no vetor, como promastigotas (NEVEZ,
2011; ROCHA, 2011; AKHOUNDI et al., 2016; MEDKOUR, et al., 2019).

As espécies de Leishmania que infectam mamiferos classificadas em dois
subgéneros L. (Leishmania) que se desenvolvem intraluminal no intestino médio do vetor,
e que estdo presentes tanto no Novo quanto no Velho Mundo e L. (Viannia) que se
desenvolvem no intestino posterior do inseto vetor, compreendendo espécies que sao
limitadas ao neotrépico (LAINSON, SHAWN, 1987, 2005; BOITE, 2014; SANTOS,
2020).

No Brasil foram registradas oito espécies de Leishmania, incluindo L.
(Leishmania) infantum, causador da Leishmaniose Visceral, do mesmo modo que as
principais espécies associadas a ocorréncia das formas dermotrépicas: L. (Viannia)
braziliensis (Vianna, 1911), L. (Viannia) guyanensis (Floch, 1954) e L. (Leishmania)
amazonensis (Lainson & Shaw, 1972), e as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
shawi e L. (V.) lindenberg (FARIAS, 2015; GALVIS-OVALLOS et al., 2020). O
subgénero Viannia abrange os complexos “Leishmania braziliensis” e “Leishmania

guyanensis”, conhecidas apenas no Novo Mundo, enquanto que os protozoarios que
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pertencem ao subgénero Leishmania estdo classificados em seis complexos denominados
“Leishmania mexicana”, “Leishmania donovani”, “Leishmania major”, “Leishmania
tropica” ¢ “Leishmania aethiopica” (SILVA et al., 2015; SANTOS, 2020).

Na epidemiologia da enfermidade, existem animais que sdo considerados
como sentinelas, que é um animal cujo sistema imunoldgico € capaz de manter
populacdes do parasito que consigam sobreviver indefinidamente, com alta carga do
microrganismo. Para que um animal seja classificado sentinela, sdo necessarios alguns
aspectos, como fatores determinantes da susceptibilidade de um hospedeiro: densidade
populacional, a duracdo da infec¢do, a localizagdo do parasito no seu interior € o seu
estado imunolégico apds a cura. Além disso, o hospedeiro € capaz de albergar o parasito
em seu corpo, no entanto nido consegue transmiti-lo diretamente a outros animais
(ASHFORD, 1996).

Dentre os animais considerados sentinelas, os mais pesquisadas para
infec¢do por Leishmania sp. sao os marsupiais do género Didelphis, principalmente a
espécie D. marsupialis (SCHALLIG, et al., 2007; SILVA et al., 2016). Algumas
caracteristicas fazem com que esses animais sejam considerados bons indicadores
epidemioldgicos no ciclo biolégico da leishmaniose, como dieta onivora, fazendo com
que esses animais se adaptem tanto aos ambientes silvestres quanto modificados pelo
homem, apresentaram taxas altas de infec¢do sem apresentar sintomatologia clinica, sdo
fontes de alimentos para diferentes espécies de flebotomineos, além de apresentarem
habitos sinantropicos, tornando-se o elo perfeito entre o ciclo silvestre e periurbano
(CUTOLO et al., 2014; PAIZ et al., 2018).

Além dos marsupiais, outros hospedeiros silvestres tém sido relatados
parasitados com Leishmania como: Proechimys sp. (rato-soid), Oryzomys sp., Neacomys
sp., Nectomys sp e Dasyprocta sp.;os marsupiais Metachirus sp., Philander sp.,
Didelphis sp. e Marmosa sp.; raposa Cerdocyon thous, xenartros (tatu, tamandud e
preguica), primatas e morcegos (QUINTAL et al., 2010; DA COSTA et al., 2015; SILVA
etal., 2016).

Os roedores domésticos sdo importantes reservatorios de patdgenos
causadores de zoonoses como peste, tifo murino, lepstospirose, angiostrongiliase,
toxoplasmose e as tripanossomiases (leishmanioses e doenga de Chagas) (BEGON, 2003;
MEERBURG et al., 2009).

Esses roedores ja foram identificados parasitados por Leishmania sp. No Brasil

ja foram relatadas infec¢des naturais por Leishmania braziliensis, em diversas espécies



36

de roedores, incluindo o género Rattus (LAINSON; SHAW, 1979; BRANDAO-FILHO
et al., 1994; VASCONCELLOS et al., 1994). Segundo Brandao-Filho et al., (2003),
existem poucos reservatorios comprovados como reservatorios primérios e secundarios
de Leishmania braziliensis, destacandam-se Necromys lasiurus, Nectomys squamipes €
Rattus rattus.

A espécie Rattus rattus estd provavelmente envolvida no ciclo
epidemiolégico doméstico zoondtico de transmissdo, estabelecido no intra e
peridomicilio (MARINHO-JUNIOR, 2010). Marinho-Jinior (2010), afirma que essa
espécie apresenta indicios de infec¢do por Leishmania sp., € tem comportamento tipico
no ambiente doméstico, no entanto, € muito comum em dreas de endemia para
Leishmaniose Tegumentar Americana, tendo potencial para possuir relacio com o ciclo
zoondtico de transmissdo. Estudos apontam que, espécies como Didelphis albiventris,
Mus musculus, Rattus rattus e Rattus novergicus sao encontradas no peridomicilio, € isso
favorece a ocorréncia do ciclo peridoméstico (BRANDAO-FILHO et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2005; MELO, 2008; QUARESMA et al., 2011; LIMA et al., 2013;
LARA-SILVA et al., 2014; NAVEA-PEREZ, et al., 2015; DE CASTRO FERREIRA et
al., 2015; PEREIRA et al., 2017).

Os dnicos vetores comprovados de Leishmania sp. sdo espécies e
subespécies do género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo
(MOTA, MIRANDA, 2011; TONELLI et al., 2017).

A disseminagdo do agente da Leishmaniose Visceral entre animais
silvestres ou domésticos e 0o homem, em paises do Velho Mundo (causada por Leishmania
donovani), acontece pela picada do flebétomo das espécies Phlebotomus perniciosus, P.
ariasi, P. perfiliewi e P. neglectus, ao passo que no Novo Mundo (causada por
Leishmania infantum) decorre especialmente através da picada do fleb6tomo das espécies
L. longipalpis ou L. cruzi (GRIMALDI JR et al., 1989; DOS SANTOS et al., 1998; WHO,
1990; MISSAWA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2015; OLIVEIRA, et al., 2017; DE
PITA-PEREIRA, et al., 2018).

Os flebotomineos sdo dipteros hematofagos da familia Psychodidae que
tem atividade crepuscular e noturna ainda que possam estar ativas durante o dia. As
principais espécies encontradas infectadas no Brasil sdo Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
anduzei, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia intermedia,
Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia complexa, Lutzomyia neivai, Lutzomyia edwardsi,

Lutzomyia migonei, Lutzomyia almerio, Lutzomyia salesi, Lutzomyia ubiquitalis,
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Lutzomyia squamiventris Lutzomyia paraenses, Lutzomyia amazonenses, Lutzomyia
ayrozai (HASHIGUCHI et al., 2018; OPAS,2019).

Os vetores do género Lutzomyia, sdo insetos da ordem Diptera, . L.
longipalpis tem caracteristica antropofilica, vastamente distribuido pelo pais, enquanto
Lutzomyia cruzi que € predominante em alguns municipios da regido centro—oeste
(VILELA, 2013; GUIMARAES-SILVA et al., 2017).

Sdo flebotomineos bastante comuns habitando os locais com grande
quantidade de matéria organica e baixa luminosidade, particularmente galinheiros,
chiqueiros e também residéncias, e apenas a fémea se alimenta de sangue para
desenvolver os ovos (WHO, 2004). A espécie L. cruzi estd relacionada, também com a
transmissao da leishmaniose visceral em algumas regides do Brasil, em destaque para as
regides de Cerrado, que é o ambiente de preferéncia, onde a espécie L. longipalpis ocorre
nas regides norte, nordeste, centro oeste e sudeste e L. cruzi ocorre nas mesmas regides
com excecdo da regido norte (MISSAWA et al., 2011).

Lutzomyia longipalpis é apontado como o principal vetor da LV no Brasil
(causada por L. infantum), retratado inicialmente por Lutz & Neiva (1912). Tem
prevaléncia na fauna flebotominica de dreas endémicas para LV nas Américas. Em
regides onde ndo existia a presenca de L. longipalpis, Lutzomyia cruzi foi atribuida como
vetor da LV, e ocorréncias da doecas eram notificadas (GALATI et al., 1997; DOS
SANTOS et al., 1998).

A capacidade de adequacao de L. longipalpis a locais modificados e sua
competéncia de infeccdo e transmissdo de Leshimania infantum, torna-o vetor
predominante nas regides Norte, Nordeste, Centro Oeste e Sudeste do Brasil (FELIX,
2013).

O ciclo bioldgico de Leishmania sp. ocorre quando o vetor realiza o
repasto sanguineo pela ingestdo de formas amastigotas de Leishmania sp. existentes no
interior de células do Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado.
O desenvolvimento de Leishmania sp. no tubo digestivo dos flebotomineos ocorre através
de diversas mudangas morfoldgicas e fisioldgicas, até se diferenciarem, em formas
infectantes para o hospedeiro mamifero, denominadas promastigotas metaciclicas
(ROGERS et al., 2002; MOTA, MIRANDA, 2011).

Através de um novo repasto sanguineo, as fémeas dipteras inoculam as
formas promastigotas metaciclicas infectantes em um novo hospedeiro e ao serem

fagocitadas pelos macrofagos, retornam a forma amastigota, multiplicam-se até rompé-
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los, sendo entdo, fagocitadas por novos macréfagos. Desta forma, ocorre a disseminagao
hematogénica para os tecidos ricos em células do SFM, como, linfonodos, figado, baco e

medula 6ssea (Figura 2) (CAMARGO-NEVES et al., 2006; MOTA, MIRANDA, 2011).
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Figura 2- Ciclo bioldgico de Leishmania sp.

Fonte: https://labvet.com.br/laboratorio-veterinario/41/2/19/Leishmaniose-canina-
%E2%80%93-desafios-diagnosticos,-tratamento-e-prevencao

2.2 Genes tradicionalmente utilizados em analises filogenéticas de

tripanossomatideos: SSUrRNA, gGAPDH e Catepsina L-/ike

O reconhecimento e classificacdo dos tripanossomatideos basearam-se
inicialmente em principios bioldgicos e morfoldgicos das diversas espécies. Apesar disso,
com o desenvolvimento e uso de uma diversidade de marcadores moleculares desses
parasitas, incontdveis erros de classificacdo e identificacio t€m sidos relatados. Mesmo
com 0 uso criterioso de técnicas moleculares para caracteriza¢des mais confidveis, dados
bioldgicos, morfolégicos e comportamentais ainda sdo utilizados para a averiguagdo de
diversas espécies de tripanossomatideos (SOGIN et al., 1986; FERNANDES et al.,1993.,
VARGAS, 2014; BARBOSA et al., 2016).

Ampla variedade de genes, sequéncias e marcadores moleculares tém sido
utilizados por diversos grupos, a fim da obtencdo do diagndstico molecular e
genotipagem, assim como pressupostos taxondmicos e filogenéticos. No entanto,
marcadores essenciais, cuja finalidade € adquirir boas andlises comparativas entre os

tdxons da familia Tripanossomatidae sdo numericamente limitados, destacando-se os
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genes Ribossomicos (preferentemente a regiao SSUrRNA), gGAPDH e o Catepsina L-
like (LIMA, 2011; VARGAS, 2014).

2.2.1 Gene que codifica a subunidade menor do RNA Ribossémico (SSU
rRNA)

Os genes nucleares de rDNA dispdem de uma estrutura complexa e
caracteristica, com um dos mais relevantes padroes de moléculas maduras de DNA. As
sequéncias do gene ribossdmico tém sido largamente empregadas para inferir ligacdes
filogenéticas entre tripanossomatideos, e outros organismos do Filo Euglenozoa. Os
genes que codificam as moléculas de RNA ribossdomico (rRNA) constituem em unidades
de repeticdo, que sdo formadas por unidades de transcricdo (cistrons ribossdmicos)
intercaladas por um espaco intergénico (IGS), que determinam cada unidade de repeticao,
isso porque o rDNA se repete em tandem mais de 100 vezes no genoma dos
tripanossomatideos. Cada gene ribossomico € processado em uma Unica unidade de
transcricdo conhecida como pré-rRNA, que dd origem aos rRNAs maduros 18S (SSU,
subunidade menor), 5.8S e 24 S (LSU), subunidade maior que nestes organismos €
constituida por dois fragmentos de alto peso molecular, 24Sa e 24Sb e quatro subunidades
de peso molecular baixo (S1, S2, S4 e S6). Ademais, as subunidades SSU e LSU
(codificadas por sequéncias altamente conservadas) sio alternadas por regides transcritas
mais polimorficas que equivalem aos espagadores internos transcritos (ITS) e externos
transcritos (ETS) do gene (SOGIN et al., 1986; HERNANDEZ et al., 1990).

Esses genes estdo completamente distribuidos e sdo funcionalmente
equivalentes em todos os organismos conhecidos sendo os mais utilizados para
pressupostos de relacionamentos filogenéticos entre tripanossomatédeos. A presencga de
vdrias regioes, transcritas ou nao, apontam diferentes graus de variabilidade, ocasionando
um alto grau de polimorfismo dos citrons ribossdomicos e, por este motivo, t€ém se revelam
excelentes como ferramentas na identificacio e em estudos filogenéticos de
tripanossomatideos (SOGIN et al., 1986; HERNANDEZ et al., 1990; SOUTO et al.,
1996; RODRIGUES et al., 2006; VIOLA et al., 2008).

Diversas caracteristicas fazem com que o uso do SSUrRNA seja
prosseguido, como o tamanho e, por seguinte, a facilidade de amplificacdo do PCR e
sequenciamento, assim como a presenca de dominios com diferentes graus de
polimorfismo e conservacdo, possui regides conservadas que permitem alinhamentos

altamente confidveis. Além do que, esse gene € o que tem o maior ndmero de sequéncias,
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de diferentes espécies de tripanossomatideos, disponiveis em bancos de dados,

proporcionando comparacdes simples e abrangentes entre organismos conhecidos ou

recentemente descobertos (VARGAS, 2014; LIMA, 2011).

2.2.2 Gene Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase glicosomal (gGAPDH)

Os parasitas da familia Tripanossomatidae contém uma organela
denominada de glicosoma, que apresentam um grande nimero de enzimas glicoliticas
que estdo envolvidas no metabolismo de glicose e glicerol, participando da conversao de
glicose e glicerol em 3-fosfoglicerato. Essa enzima € codificada por dois genes acoplados
de sequéncia idéntica havendo apenas um unico gene para GAPDH citosdlica, e a
compartimentalizagdo dos tripanossomatideos difere dos outros eucariontes onde a
glicolise ocorre no citosol (HANNAERTH et al., 1992).

Os genes de gGAPDH tém uma baixa taxa de evolu¢cdo molecular, dessa
forma, sdo adequados para estudos evolutivos compreendo grandes escalas de tempo. De
maneira semelhante ao que ocorre com sequéncias de da SSUrRNA, sequéncias do gene
g¢GAPDH sdo indicadas para andlises filogenéticas e posicionamento taxondmico dos
tripanossomatideos e tém-se apresentadas tteis para determinar o “bacording” desses
organismos (LIMA et al., 2013; FERMINO et al., 2015).

Esses genes codificam proteinas e estdo predispostos a pressoes seletivas,
exibindo taxas de evolugdes menores quando comparadas as de genes nao codificadores.
Devido a esse fato, genes de gGAPDH tém se revelados como excelentes marcadores
para estudos filogenéticos dos tripanossomatideos, possibilitando alinhamentos
confidveis de sequéncias de organismos geneticamente distantes, em andlises de
sequéncias independentes ou combinadas com sequéncias de SSU rRNA (HAMILTON
et al.,2004; VIOLA et al., 2009a; LIMA et al., 2015a).

2.2.3 Gene Catepsina L- like

A Catepsina L. € uma importante cisteina protease encontrada nos
lisossomos, sendo vastamente difundida na maioria dos animais (TURK e al., 2000;
ZHOU et al., 2015). As catepsinas possuem aproximadamente 30 Kda de tamanho,
compondo-se de cadeias pesadas e leves ligadas de dissulfeto. A maior parte das
pesquisas protedmicas e pesquisas relacionadas com catepsinas cisteinas, centralizou-se
em vertebrados, principalmente em mamiferos, com enfoque em primatas e roedores

(SHAHINIAN et al., 2013; FONOVIC, 2014).
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Essas proteases estdo envolvidas em vdarios processos fisioldgicos e
patologicos, degeneracdo de tecidos por macréfagos e reabsor¢do Ossea e infeccdes
parasitdrias (SCHORLEMNER et al., 1976; DELAISSE et al., 1984; SLOANE et al.,
1987; MCKERROW, 1989). Essas proteases hé bastante tempo sao apontadas como alvos
potenciais do controle de parasitas devido aos seus comportamentos propostos na
alimentacdo do parasita, mutacdo e invasdao imune (COX et al., 1990; CARMONA et al.,
1993; LUSTIGMAN et al., 1996).

As cisteino-proteases sdo apontadas como a familia de proteases mais
numerosas nos protozodrios do género Leishmania, sucedendo-se em maiores
quantidades nos megassomos que se constituem a volumosos lisossomos particularmente
considerdveis nas formas amastigotas (DUBOISE et al., 1994). Possuem aplicabilidade
na manuten¢cdo de rota metabdlica de fins regulatérios, diferenciacdo celular nos
vertebrados e vetores, aspectos de patogenia e viruléncia como invasao celular, evasdo da
resposta imune do hospedeiro, colonizacdo de macréfagos, morte celular programada,
além de outras finalidades (PASCALIS et al, 2013; SILVA-ALMEIDA et al., 2012;
AGALLOU et al., 2017).

Dessa forma, destaca-se a catepsina L-like, que € resultado da expressao

multigénica, possuindo cépias dispostas em tandem, cujos se observam SNP’s
polimérficos (MOTTRAM et al., 2004; JULIANO et al., 2014). Segundo Mundodi et al
(2005), sobre a espécie Leishmania infantum, ha andlises sobre knohockout e
transcriptomica pela enzima mRNA antitenso apontam um perfil especifico de expressao
dessa enzima, onde a isoforma CPA ndo t€ém expressdo construtiva, dessa forma,
ocorrendo especificadamente na forma amastigota, por outro lado, acontece a expressao
proteica da isoforma CPB na forma promastigota.
Logo, as sequéncias de catepsina L-like, tétm sido utilizadas para compreender
relacionamentos filogenéticos de diversas espécies de tripanossomatideos sendo capaz de
reproduzir de forma l6gica as deducdes existidas feitas com base nas sequéncias se SSU
rRNA e gGAPDH (STEVENS et al., 2001; CORTEZ et al., 2006; HAMILTON et al.,
2007). No género Leishmania os estudos de variedade e entendimento génico ja foram
realizados nas espécies L. mexicana, L. major, L. aethipoica e L. infantum (SAKANARI
etal.,1997; ALVES et al., 2001; RAFATI et al.,2001; MUNDODI et al., 2002; ONISHI,
et al., 2004.; JULIANO et al., 2004; MUNDODI et al., 2005; KURU et al., 2007,
PIMENTEL-ELARDO et al., 2011; DA SILVA, 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

. Determinar a ocorréncia de Trypanosoma sp. € Leishmania sp. em
pequenos mamiferos silvestres na Area de Preservagio Ambiental do Maracani, Itaqui-
Bacanga e no campus Paulo VI da Universidade Estadual do Maranhao — UEMA do

municipio de Sdo Luis-Maranhao.

3.2 Objetivos Especificos:

. Isolar parasitas dos géneros Trypanosoma e Leishmania em
pequenos mamiferos silvestres no peridomicilio e no ambiente silvestre;

. Caracterizar molecularmente e morfologicamente os isolados de
Trypanosoma sp. e Leishmania sp. obtidos de pequenos mamiferos silvestres no
peridomicilio e no ambiente silvestre;

. Caracterizar molecularmente Trypanosoma sp. € Leishmania sp.
em amostras de tecidos colhidos dos mamiferos silvestres no peridomicilio e no ambiente

silvestre.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Licencas e Comité de Etica

A captura e coleta de amostras biolégicas de marsupiais e pequenos
roedores foram autorizadas por meio das licengas n° 60972/1 e n°® 64649/1 do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), e pelo Comité de Etica da

Universidade Estadual do Maranhdo com os nimeros dos protocolos 06/2018 e n°

09/2018.

4.2 Areas de estudo

Na APA Itaqui-Bacanga, no oeste de Sdo Luis, a pesquisa foi realizada nos
bairros do Fumacé (2° 33 36.4°’S; 44° 20° 23.9” W) e Mauro Fecury (2°32° 32.5” S
44° 19’ 54.2>> W) (Figura 3) e no Campus Paulo VI da Universidade Estadual do
Maranhdo- UEMA (2°35'06.6"S 44°12'30.9"W), conforme a figura 3. A drea do Itaqui-
Bacanga estd centrada na maior reentrancia do litoral do estado - o Golfao Maranhense -
na parte oeste da capital, precisamente, entre 0 Rio Bacanga (leste), Oceano Atlantico
(norte) e a baia de Sao Marcos (oeste) (CONCEI(;AO; CARVALHO; BOUCAS, 2012).

A APA do Maracana esté localizada no municipio de Sdo Luis, distante 18
km do centro da capital, abrangendo 1.813 hectares, encontra-se localizada entre as
coordenadas 02° 24°0977e 02° 46"13"" S e 44° 01720"" e 44° 29747 W de Greenwich e
possui como limites geograficos a Baia de Sao Marcos a oeste; a Baia de Sdo José, a leste;
o Estreito dos Mosquitos, ao sul e o Oceano Atlantico, ao norte (SOARES, 2010).
Delimita-se, ao Norte pelo parque Estadual do Bacanga, ao Sul pela localidade do Rio
Grande, ao Leste pela BR-135 e a Oeste pelo Distrito Industrial de Sao Luis.

A fazenda escola da Universidade estadual do maranhao, localiza-se no
campus Paulo VI (Sao Luis-Maranhao), localizada nas coordenadas (02° 35 04,0” S e
44° 12° 33,37 W). A Fazenda Escola Sao Luis (FESL) possui uma drea de 25ha,
apresentando um ambiente que é composto por um mosaico de floresta natural, Floresta

Ombrofila, espécies exodticas e campo de pesquisa experimental do Centro de Ciéncias

Agrarias -UEMA (CAVALCANTE et al., 2007).
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Figura 3- Mapa do Estado do Maranhdo demonstrando as dreas de coleta.

Fonte: Acervo Pessoal.

4.3 Captura e identificacio dos animais

Para a captura de pequenos mamiferos silvestres, foram utilizadas
armadilhas, 30 tipos Shermman e 10 Tomahawk, com diferentes atrativos como iscas
(mortadela e uma mistura de fubd, sardinha e pasta de amendoim) (Figuras 4 e 5) que
foram distribuidas de forma equidistantes em trilhas distintas e marcadas com uso de fitas

de identificacdo, além do uso no peridomicilio (Figura 6).
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Figura 4- Armadilha do tipo
Shermman.

Figura 5- Armadilha do tipo
Tomahawk.

Fonte: Acervo Pessoal. Fonte: Acervo Pessoal.

'“-,.-‘\ .. A ./""‘,-‘: X X{\\ b
Figura 6- Fita de identificacdo,
indicando a trilha e armadilha
correspondente.

Fonte: Acervo pessoal.

As armadilhas foram vistoriadas diariamente pelo periodo da manha, entre
7:00 e 8:00 horas. Os animais capturados foram transportados dentro da propria gaiola
até o laboratdrio onde foram identificados, pesados com uma balanca Pesola® (Linha
Light), medidos com uma régua graduada em centimetros, sexados, obtidas as medidas
morfométricas (comprimento tordcico, comprimento da cauda, comprimento da orelha,
comprimento da pata com garra e sem garra, tais medidas utilizadas para identificacdao
das espécies) (Figuras 7 e 8) e anotagOes referentes as coletas, tais como: data, local, hora,

nimero de captura e ambiente. A identificacdo dos espécimes de marsupiais ocorreu por
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meio da chave de ROSSI ef al. (2012), e a de roedores por meio da chave de identificacao

de BONVICIVO et al., (2008).

Figura 7- Pesagem de marsupial‘ Figura 8- Medidas morfométricas.

Fonte: Acervo Pessoal. Fonte: Acervo Pessoal.

Foram realizadas 11 coletas, sendo quatro na APA do Maracana, onde
primeira foi realizada no més de janeiro/2018, a segunda em junho/2018, a terceira em
setembro/2018 e a tltima em dezembro/2018; trés na Area do Itaqui — Bacanga, em
dezembro/2020, julho/2021 e dezembro/2021) e quatro no campus Paulo VI da UEMA,

duas em maio, uma em agosto e a tltima em outubro/2021.

4.4 Coleta de amostras biologicas

Os animais capturados foram anestesiados com cloridrato de cetamina (8 mg/kg)
e cloridrato de xilazina (0,8 mg/kg) em uma tunica dose por via intramuscular. Nos
roedores também foi realizada contencdo quimica com associacdo de cetamina (22-
40mg/Kg) e xilazina (1mg/Kg) por via intramuscular (BATISTA et al., 2022). Apds
confirmacao do efeito anestésico, foram colhidas amostras de sangue por pun¢ao cardiaca
ou pela veia caudal, e quando possivel, foi eutanasiado um casal de cada espécie para
servir de espécie-testemunho. Os roedores foram todos eutanasiados. Dos animais
capturados foram colhidas amostras de sangue e dos eutanasiados foram colhidos
fragmentos de figado e baco.

As amostras de sangue colhidas dos animais foram utilizadas para confeccao de

esfregacos sanguineos e tentativa de isolamento do parasita em meio de cultura bifésico.
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Para andlises moleculares amostras de sangue e tecidos (figado e baco) foram coletadas

e preservadas em microtubos com etanol absoluto.

4.5 Isolamento de parasitas dos géneros Trypanosoma e Leishmania

Para o isolamento de espécies de Leishmania sp e Trypanosoma sp.,
amostras de sangue colhidas dos 36 animais capturados foram semeadas (duplicata por
animal) em tubos contendo um meio de cultura biféasico constituido por fase s6lida BAB
(blood agar base com 15% sangue de carneiro desfibrinado) e fase liquida de meio LIT
(contendo soro fetal bovino e antibidticos, mantidas a 28°C, totalizando 72 amostras de
hemocultura. As leituras foram realizadas com a utilizacdo da microscopia éptica comum
com objetiva de 40X uma vez por semana, durante 30 dias (DA SILVA et al., 2004;
LIMA et al., 2015).

4.6 Esfregacos sanguineos

Esfregacos sanguineos foram cofeccionados em triplicata, fixados com
metanol, corados com Giemsa (2:30 por 15 min), analisados no microscopio Optico no
aumento de 40 X e 100X (LYNCH, 1969) para a pesquisa de formas amastigotas de

Leshmania sp e tripomastigotas de Trypanosoma sp.

4.7 Extracao de DNA genomico
O DNA das amostras (sangue, e tecidos de figado e bago) foi extraido seguindo

as recomendacdes do fabricante com o protocolo estabelecido pelo Kit GeneJet Genomic

DNA Purification (Thermo Fisher Scientific®).

4.8 Reaciao em cadeia pela polimerase (PCR)

A caracteriza¢do molecular foi realizada através dos genes ribossdmicos,
V7V8 da subunidade menor do rDNA (LIMA et al., 2012, 2013, 2015a; MAIA DA
SILVA et al., 2004; STEVENS, 2008; MARCILI et al., 2009 a, b e ¢), gGAPDH
(HAMILTON et al., 2004, HAMILTON et al., 2007; MARCILI e? al., 2014), e Catepsina
L-like (DA SILVA, 2018; DA SILVA et al., 2019). A utilizacdo desses dois genes foi
realizada, e para o gene V7V8 SSU rRNA o tamanho esperado foi de 800 pb
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(BORGHESAN et al.,2013; LEMOS et al., 2015) e de 600 pb para o gGAPDH (LEMOS
etal.,2015).
Com o volume final de 25 pl foram utilizados os seguintes componentes
para a amplificacdo do gene V7V8 SSU rRNA: 8 ul de Taq Polimerase, 13 ul de H20, 1
ul do oligonucleotideo 609F, 1 ul do 706R e 2 ul do DNA gendmico. Para o gene
g¢GAPDH, foram utilizadas a mesma quantidade do gene anterior, modificados os
oligonucleotideos (GAPTRY-mod-F e GAPTRY-R).
As sequéncias de nucleotideos do V7V8 SSU rRNA sao:
» Foward (609F): 5> — CAC CCG CGG TAATTCCAGC-3’,¢
» Reverse (706R): 5°- TCT GAG ACT GTA ACCTCA A-3".

As sequéncias de nucleotideos do gGAPDH sao:
» Foward (GAPTRY-mod-F): 5’ - GGB CGC ATG GTS TTC CAG - 3’
» Reverse (GAPTRY-R): 5’- CCC CAC TCG TTR TCR TAC C -3°.

O volume de 25 pl também foi utilizado para a amplificacdo do gene
Catepsina L-like; mudando os oligonucleotideos (CatLeishF e CatLeishR). As sequéncias
do CatLeishF sdo: 5- GAC AAC GGC ACC GTC GGC GCC AAA ATA AAAG-3’,¢
do CatLeishR: 5’ - CAG TAC GGC GGT TTC GCT TGT CTG TTG AAG C - 3.

4.9 Purificacido e Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados seguindo o protocolo estabelecido
pelo Kit de extracdo GenelJet Genomic DNA Purification (Thermo Fisher Scientific®).
As sequéncias obtidas no estudo serdo submetidas a andlise de similaridade através do
programa BLAST para verificar homologia com sequéncias correspondentes disponiveis

no GenBank. O sequenciamento das amostras positivas ainda serd realizado.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram capturados 36 animais, sendo 14 da APA do Maracanai, sete na drea
do Itaqui-Bacanga e 15 na drea do campus da UEMA- Paulo VI. Dos 14 animais da APA,
cinco eram da espécie Didelphis marsupialis e nove Monodelphis domestica; dos sete
animais da drea do Itaqui Bacanga, um era Didelphis marsupialis, um Rattus rattus, dois
Rattus novergicus e trés Rattus sp., enquanto que os 15 espécimes da UEMA foram um
Didelphis marsupialis, um Didelphis aurita e 13 Monodephis domestica, com pesos
variando de 0,06 kg a 1,450 kg, conforme demostra abaixo a Tabela 1, e as figuras 11,

12,13 e 14.

Tabela 1- Espécies e sexo de marsupiais e roedores capturados nas Areas de Preservagio Ambiental do
Maracana e do Itaqui- Bacanga e Universidade Estadual do Maranhdo/UEMA campus Paulo VI, municipio

de Sao Luis, estado do Maranhdo, Brasil.

Espécie Sexo Area
Didelphis marsupialis F APA do Maracana
Monodelphis domestica M APA do Maracana
Monodelphis domestica F APA do Maracana
Monodelphis domestica F APA do Maracana
Monodelphis domestica M APA do Maracana
Monodelphis domestica M APA do Maracana
Monodelphis domestica M APA do Maracana
Didelphis marsupialis M APA do Maracana
Didelphis marsupialis F APA do Maracana

Didelphis marsupialis M APA do Maracana




Monodelphis domestica

APA do Maracana

Monodelphis domestica

APA do Maracana

Monodelphis domestica

APA do Maracana

Didelphis marsupialis

APA do Maracana

Rattus rattus

Itaqui-Bacanga

Didelphis marsupialis

Itaqui-Bacanga

Rattus novergicus

Itaqui-Bacanga

Rattus novergicus

Itaqui-Bacanga

Rattus sp. Itaqui-Bacanga

Rattus sp. Itaqui-Bacanga

Rattus sp. Itaqui-Bacanga
Didelphis marsupialis UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Didelphis aurita UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Monodelphis domestica UEMA
Monodelphis domestica UEMA

50
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Monodelphis domestica M UEMA
Monodelphis domestica F UEMA
Monodelphis domestica M UEMA
Monodelphis domestica M UEMA
Monodelphis domestica M UEMA
TOTAL 36 - -

Figura 9- Espécime de Didelphis marsupialis capturada em gaiola Tomahawk

Fonte: Acervo Pessoal.



Figura 10- Espécime de Monodelphis domestica
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Fonte: Acervo Pessoal. Fonte: Acervo Pessoal.

As 72 amostras de hemoculturas foram avaliandas resultando em negativas
para tripanossomatideos. Corroborando com os resultados obtidos, Nantes et al., (2020),
fizeram uma pesquisa em dreas de fragmentos de florestas (Fonte Bandeiras Stream,
Parque Estadual de Prosa, Reserva do Patrimonio Natural da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul, Instituto Sao Vicente, Centro de Educacdo Ambiental Polones e
Parque Ecoldgico de Anhandui), utilizando amostras sanguineas de D. albiventris, € 0s
meios de culturas NNN + LIT, cujas amostras também foram negativas, justificaram os
resultados com o fato de: os animais utilizados apresentarem janelas de transmissao
(parasitemia patente), o que pode ter garantido a dispersdo do parasita pelo vetor;
parasitemias baixas (indetectdveis na cultura), ou transmissao alternativa, como no caso
de D. aurita que € capaz transmitir 7. cruzi pelas glandulas anais.

Diferindo do presente estudo, Ortiz et al., (2017) realizaram um estudo
com Rattus spp. pesquisando Trypanosoma sp. na regido de Sdao Paulo e Rondonia,
utilizando o mesmo meio de cultura do presente estudo, e obtiveram sete culturas
positivas, mostrando quantidade relevante de tripanossomas sanguineos, tipicos de T.
lewisi.

Cominetti et al., (2011), em uma pesquisa de 7. cruzi em uma comunidade
quilombola do Mato Grosso do Sul, obtiveram uma cultura positiva (oriunda de

hemocultura), provenientede D. albiventris, utilizando o meio de cultura NNN (McNeal,

i?‘i;gura 11- Espécime de Rattus sp. ca-pturada em
capturada em gaiola Tomahawk. gaiola Tomahawk.
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Novy & Nicolle) e ImL do meio de Schneider. O uso da combina¢do de dois meios de
culturas diferentes nesse estudo, pode ter sido responsdvel pelo crescimento do parasito.

A espécie T. lewisi possui estreita relacdo com Rattus rattus, e ja fora
comprovado por Da Silva et al., (2010), que a proximidade com primatas, favoreceu a
ocorréncia do ciclo bioldgico desse parasito. Nesse experimento, foram utilizados o
mesmo meio de cultura do presente estudo, no entanto, eles caracterizaram 3 isolados de
T. lewisi.

No Nordeste do Brasil, Costa et al., (2018), fizeram uma pesquisa sobre
Trypanosoma sp. no Parque Nacional da Serra das Confusdes, sul do Piaui, capturando
76 espécimes de quatro ordens (Rodentia, Didelphimorphia, Cingulata e Pilosa), e
coletaram amostras sanguineas para hemocultura e PCR, e todas as amostras primadrias de
sangue foram negativas na PCR, o que difere da presente pesquisa, uma vez que
constatamos positividade na PCR. Esses pesquisadores isolaram tripanossomas em
hemoculturas, utilizando o meio de cultura BAB/LIT, que € semelhante ao usado na
presente pesquisa.

Pereira et al.,(2017), utilizando amostras maceradas de baco, figado, pele
da orelha e da medula dssea de 25 mamiferos silvestres (15 roedores das espécies R. rattus
e Cerradomys subflavus, e 10 marsupiais das espécies D. abiventris e Marmosops
incanus) coletados no estado de Minas Gerais, € amostras inoculadas em meio de cultura
NNN (McNeal, Novy & Nicolle) e LIT suplementados com 20% de soro fetal bovino,
obtendo amostras positivas para Leishmania sp., de figado e baco da espécie Rattus
rattus, o que indica que a utilizacdo de mais de um meio de cultura, e o uso da combinacgado
de mais de uma amostra por cultivo, pode ter influenciado na sobrevivéncia do
protozoario.

Foi executado por Lima et al., (2013), um experimento no municipio de
Sdo Vicente de Férrer na regido de Pernambuco, utilizaram amostras de 180 pequenos
mamiferos silvestres capturados, dispondo do meio de cultura Schneider e NNN (4ml)
modificado, obtendo um isolado de Leishmania braziliensis, de bago da espécie Nectomys
squamipes.

Também, diferindo dos resultados da presente pesquisa, Drozino et al.,
(2019), utilizando o hemocultura NNN + LIT, obtiveram uma cultura positiva de 7. cruzi
de D. albiventris, (1/12= 8,3%), proveniente do seu experimento no estado do Parana.

O resultado da pesquisa de formas tripomastigostas de Trypanosoma nos

esfregacos sanguineos foi negativo. Corroborando com o presente estudo, Dario et al.,
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(2016), realizaram uma pesquisa sobre Trypanosoma sp. em caes e pequenos mamiferos
silvestres no Estado do Espirito Santo, capturando Trinomys paratus (n = 5), 4 espécies
de Didelphimorphia [Didelphis aurita (n = 1), Philander frenatus (n = 1), Metachirus
nudicaudatus (n = 2) e Marmosops incanus (n = 2), sendo todos os esfregacos sanguineos
negativos.

Resultados divergentes aos encontrados no presente trabalho, foram constatados
por Schwan er al., (2016), avaliando tripanossomas de pequenos mamiferos na Africa
Ocidental, cujo estudo obteve 22 esfregagos positivos (22/724), provenientes de R. rattus,
M. natalensis e M. erythroleucus. Resultados contrarios aos aqui encontrados podem ser
em razao de baixa parasitemia dos animais encontrados na presente pesquisa e/ou pela
diferenca de nimero amostral. Em 2013, Charles et al., no Sul do Texas (EUA),
obtiveram trés esfregacos sanguineos positivos para 7. cruzi em espécie Neotoma
micropus. Egan et al., (2020), na Austrdlia, capturaram 47 animais, e destes foram
coletadas 11 amostras para esfregacos sanguineos, sendo sete de Rattus fuscipes e quatro
de Rattus novergicus, obtendo um esfregaco positivo para Trypanosoma sp., proveniente
da amostra de R. rattus.

Com relacdo aos esfregacos sanguineos, ndo foram observadas formas
amastigotas compativeis com Leishmania sp., isto pode ter ocorrido devido a um baixo
nivel de parasitemia, além do mais, essa pesquisa em esfregaco sanguineo ndo ¢é
satisfatoria, pois a porcentagem de células parasitadas por amastigotas circulantes como
neutréfilos, linfécitos e mondcitos € baixa. Em humanos, ja foi constatado por Mary et
al., (2004), que de 3 a 5 dias ocorre a diminui¢do da parasitemia, resultando na ndo
deteccao do parasita.

Outro fator que pode estar relacionado com resultados negativos em
esfregacos sanguineos, € a interacdo da Leishmania com o hospedeiro, uma vez que
parasitando os macrofagos, diferenciam-se em amastigotas, podendo parasitar outras
células fagociticas (como dendriticas) ou nao fagociticas (como fibroblastos), resultando
em falsos-negativos em tal técnica (Naderer & McConville, 2008; GIUDICE;
PASSANTINO, 2011). Além disso, esse parasito tem mecanismos de escape, como a
metaciclogénese e impedimento de fusdo dos vacuolos 4cidos, o que pode influenciar na
fagocitose pelos macréfagos, e dessa forma, em achados nos esfregacos sanguineos (DE
CARVALHO, 2019).

Em contrapartida, difere dos achados de Humberg et al., (2012), que no

seu experimento em uma drea urbana endémica para leishmaniose visceral de Mato
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Grosso do Sul (Brasil), testaram 54 Didelphis albiventris para Leishmania infantum e
encontraram duas amostras positivas em sangue periférico.

No Ird, Motazedian et al., (2010), obtiveram a primeira identificacdo de
Leishmania major, provenientes de esfregacos de laminas de pele de um espécime de
Rattus novergicus, fato este que pode estar relacionado com o tipo de amostra utilizada
no esfregaco. No estado de Minas Gerais, Lara-Silva et al., (2014), uma pesquisa com
pequenos mamiferos silvestres e flebotomineos, onde foram capturados 32 pequenos
mamiferos, onde 50 % destes eram da espécie Rattus novergicus, e destes foram coletadas
amostras de sangue, pele da cauda, figado, bago e medula 6ssea, de onde ndo foram
encontradas formas compativeis com Leishmania sp., resultados esses similares aos que
encontramos na presente pesquisa.

Os resultados dos esfregacos sanguineos da presente pesquisa,
assemelham-se aos encontrados por Paiz et al.,(2018), onde no seu experimento sobre
infeccdo por agentes das leishmanioses, doenga de Chagas e febre maculosa brasileira em
mamiferos silvestres na APA do municipio de Campinas (SP), ndo encontrou nenhuma
forma compativel com os tripanossomatideos investigados, Leishmania spp. € T. cruzi,
proveniente de 82 amostras desses animais, incluindo de marsupiais da espécie D.
albiventris, D. marsupialis, D. aurita. Com relagdo a M. doméstica, Aradjo et al., (2010),
trabalhando com pequenos mamiferos silvestres em uma area endémica de Pernambuco
ndo encontraram animais positivos em esfregacos sanguineos de Didelphis e de M.
domestica, o que se assemelham ao presente estudo.

Em areas silvestres do estado de Sdo Paulo, Teodoro et al., (2019), fizeram
uma pesquisa, com intuito de identificar endoparasitos e hemoparasitos de marsupiais,
onde capturaram 54 D. albiventris € 2 D. aurita. Desses espécimes, 2 amostras de
esfregacos sanguineos, provenientes de D. aurita, apresentaram formas compativeis com
tripomastigotas de Trypanosoma sp, porém, nao foram encontradas formas amastigotas
de Leishmania sp.

Os marsupiais do género Didelphis, sdo animais que possuem poucas
mudangas evolutivas desde o periodo creticeo (AUSTAD, 1988), e esses animais, por
apresentarem hdbitos sinantrépicos e ndmades, podem ser encontrados em habitacoes
humanas, o que amplia seu potencial de exposicdo a amplas fontes de infeccdo com
diversos ciclos de transmiss@o, como de parasitas dos géneros Trypanosoma e Leishmania
(BRANDADO ef al. 2019; DONALISIO et al. 2017; JANSEN et al. 2015). Na natureza,

Didelphis spp, pode ser visto em ocos de madeiras, de drvores, e outros abrigos, que sao
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6timos hdébitats para triatomineos, favorecendo a infec¢do desses animais (JANSEN et
al., 2018).

Por possuirem dieta onivora, esses mamiferos podem se infectar pela
ingestdo de triatomineos infectados, e dispde das glandulas odoriferas (onde pode ocorrer
o ciclo extracelular de 7. cruzi, onde ocorrer a metaciclogénese que € a diferenciacdo de
formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas), e glandulas, promovem
eliminagdo das formas tripomastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes de 7.
cruzi (DEANE et al., 1994; CARREIRA et al., 2001).

As amostras de DNA extraidos foram utilizadas para detec¢do de
tripanossomatideos, pelo uso dos genes que codificam a regido varidvel V7V8 da
subunidade menor do rRNA, das 81 amostras de sangue e tecidos colhidas, oito amostras
foram positivas provenientes de animais da Area do Itaqui-Bacanga (1 espécime de Rattus
rattus, e de 2 Rattus sp.) e da APA do Maracana (3 espécimes de Didelphis marsupialis).
Da Silva et al., (2010), concluiram uma pesquisa com Rattus sp. (regides norte, nordeste
e sudeste do Brasil) e primatas nao humanos, com o uso do gene 18S SSU conseguiram
identificar quatro tripanossomas dos ratos e trés dos primatas, caracterizados como 7.
lewisi, porém ndo foievidenciada positividade para Leishmania, pois, nao utilizaram um
gene mais especifico para género.

Estudos feitos em diferentes biomas no Brasil (Floresta Amazonica,
Floresta Atlantica, Cerrado, Pampa e Pantanal) foram realizados por Rodrigues et al.,
(2019), dos quais foram adquiridas 120 amostras, provenientes de 15 animais da ordem
Carnivora, 30 da ordem Chiroptera e 75 da Didelphimorphia. Amostras sanguineas foram
utilizadas para a PCR, e como gene amplificador foi usado o 18S SSU, e dessas amostras,
4 foram positivas para Trypanosoma sp., provenientes de espécimes de Didelphis sp,
semelhante ao presente estudo , e tais resultados similares decorrem da utilizacdo de
biomas semelhantes do alvo da nossa pesquisa, além disso essa positividade pode ter
ocorrido devido ao estudo ser realizado em diferentes biomas, que dependendo da area
pode haver uma maior proximidade dos vetores com os hospedeiros vertebrados.

Utilizando os genes kKDNA e SSUrRNA, Ferreira (2010), avaliou a
prevaléncia de Leishmania sp., em caes e pequenos mamiferos silvestres (roedores,
marsupiais e carnivoros), identificando em roedores, infec¢do mista por Leishmania
braziliensis e L. infantum Condi¢des de transmissao desses parasitos, sao constantemente
modificadas no que refere a condi¢cdes ambientais e do comportamento humano, e, esse

ambiente onde parasitos e hospedeiros convivem, pode influenciar consideravelmente a
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especificidade de selecdo, proporcionando uma determinada espécie ter maior ou menor
importancia para manter o ciclo (GRAMICCIA, GRANDONI, 2005; WOLINSKA,
KING, 2009).

Jorge-Costa (2020), realizou uma pesquisa no municipio de Miracatu
estado de Sao Paulo, com mamiferos silvestres das ordens Rodentia, Chiroptera e
Marsupialia. Amostras de sangue, figado e baco foram testadas para os genes SSUrRNA,
Citocromo B, gGAPDH e Catepsina L-like. Com o0 uso do gene SSUrRNA, as amostras
foram posteriormente negativas para Leishmania sp, ¢ da mesma forma para o gene
Catepsina L-like, corroborando com nosso estudo. Epidemiologicamente, fatores como
abundancia de vetores em determinada regido podem influenciar na positividade desses
animais silvestres.

Ferreira, (2020), pesquisou parasitas do género Trypanosoma no Cerrado
Brasileiro (Mato Grosso do Sul), em pequenos mamiferos silvestres e, na andlise
molecular, as amostras de DNA extraidos foram submetidas a reacdo da cadeia em
polimerase, para os genes SSU rRNA e GAPDH, das quais foram descritas quatro novas
espécies de Trypanosoma, mas nao foram evidenciadas espécies de Leishmania, devido
ao fato de que ndo foi utilizado um gene mais especifico. Modificacdes ambientais
relacionadas aos movimentos migratérios, desmatamento, queimadas, podem diminuir a
presenca dos vetores, bem como a mudanca de hébitat deles, e como possuem alta
adaptacdo ao peridomicilio, provavelmente nas dreas de estudo a presenca de vetores
poderia ser baixa, o que interfere no ciclo de transmiss@o, assim como na positividade dos
animais capturados.

A importancia do uso de técnicas de biologia molecular para a detec¢ao de
parasitas € imprescindivel, no entanto € necessdria que haja uma interpretacdo minuciosa
desses exames, além de levar em consideracdo outros fatores, como as populacdes
envolvidas e a ecologia dos animais e vetores, além de diferenciar espécies animais que
sdo hospedeiros acidentais, daquelas que sio de fato hospedeiros reservatérios (JULIAO,
2011).

As 81 amostras utilizadas na PCR utilizando o gene gGAPDH, foram
submetidas a uma nova PCR, e nove amostras provenientes de sete animais (amostras de
figado e baco) de trés exemplares de Didelphis marsupialis (provenientes da APA do
Maracand), um Rattus novergicus, um Rattus rattus e dois Rattus sp. (Area do Itaqui-

Bacanga) foram positivas conforme a Tabela 2.
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Tabela 2- Espécies de marsupiais e roedores positivas para os genes V7V8 e gGAPDH.

Espécie Area Amostra V7V8 gGAPDH
Didelphis marsupialis APA do Maracana Figado + +
Didelphis marsupialis APA do Maracana Figado + +
Didelphis marsupialis APA do Maracana Figado + +

Rattus rattus Itaqui-Bacanga Baco - +

Rattus rattus Itaqui-Bacanga Figado + -

Rattus novergicus Itaqui-Bacanga Figado - +
Rattus sp. Itaqui-Bacanga Baco + +
Rattus sp. Itaqui-Bacanga Figado + +
Rattus sp. Itaqui-Bacanga Baco + +
Rattus sp. Itaqui-Bacanga Figado + +
TOTAL 10

Em 2013, Botero et al., na Australia, utilizaram 554 marsupiais capturados
e 250 amostras de tecidos extraidas de 50 carcagas de marsupiais mortos ou eutanasiados,
e com o uso do gene gGAPDH obtiveram 67% de positividade no sangue e 60% dos
tecidos, fato esse que se diferenciam aos resultados encontrados no nosso estudo.

Em seis regides do estado do Maranhdo (Zona de transi¢do de clima
semidrido da Amazo6nia Equatorial Umida), Da Costa et al., (2015), amostraram
mamiferos (5 roedores, 10 marsupiais, e 116 morcegos), e utilizaram o gene gGAPDH na
PCR de diferentes tecidos utilizadas, as amostras foram todas negativas. Ainda que essa
pesquisa tenha sido realizada no mesmo bioma que o do nosso estudo, o fato de ter sido
executada em regides mais distantes de centros urbanos pode ter influenciado para os
resultados negativos, uma vez que as interacdes dinamicas do parasita com as diferentes
espécies hospedeiras sdo distintas. O Bioma Amazbnico é o que possui a maior
biodiversidade, em relacdo aos demais, e provavelmente também a diversidade de

parasitas (PAGLIA et al., 2012).
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No Cerrado Brasileiro (regido do estado de Minas Gerais), Ferreira et al.,
(2017), amostraram animais das ordens Didelphimorphia, Rodentia, Chiroptera e
Cingula, as amostras foram submetidas a PCR utilizando os genes SSU rRNA e
g¢GAPDH, identificaramde uma nova espécie nomeada como Trypanosoma gennarii sp.
nov. Roedores e marsupiais sdo hospedeiros comuns de subpopulagdes de 7. cruzi na
maioria dos biomas brasileiros (PINHO ez al., 2000; LISBOA et al., 2004). Estudos feitos
em diferentes biomas, evidenciam que resultados divergentes estdo relacionados com a
variabilidade de espécies de vetores da Doenca de Chagas no Brasil, apresentando
correlagdo com a variagao ambiental (JORGE-COSTA, 2020).

As amostras de sangue e tecidos obtidas no presente estudo também foram
submetidas a PCR utilizando o gene Cathepsina L-/ike e todas foram negativas. Embora
esses animais tenham sido negativos para Leishmania infantum, nao se pode descartar a
possibilidade de em uma amostragem com maior numero de espécimens haja resultado
positivo considerando que o municipio de Sdo Luis € endémico para essa espécie de
parasito.

Embora os resultados para detectagdo molecular de Leishmania infantum
tenha sido negativo nas amostras de sangue, figado e bago, ressalta-se a importancia da
utilizacdo de mais de um tipo de amostra para se ter um nimero amostral maior, o que
favorece a resultados mais fidedignos (PAIZ et al., 2018).

Lombardi et al., (2014), avaliaram positividade de Leishmania infantum,
em 81 animais de uma drea de Belo Horizonte, dentre eles oito roedores e um marsupial,
foram negativas, corroborando com o presente estudo. No entanto, como esse primer é
especifico para essa espécie, ndo se descarta a possibilidade de haver infec¢do por outros
tripanossomatideos.

Carreira et al., (2015), no Rio de Janeiro, identificaram trés D. aurita
positivos para Leishmania sp. utilizando amostras de bago e figado e um par de primers
que codifica o KDNA dos minicirculos de Leishmania sp, que foram constatadas como
positivas para L. infantum, resultados esses, diferentes dos aqui encontrados.

Estudo sobre pesquisa de Leishmania sp em mamiferos silvestres foi
realizado por Pereira (2015) em dreas endémicas de Minas Gerais. Foram utilizadas
amostras de figado, bago, pele de orelha e cauda, e medula 6ssea. As amostras foram
testadas na PCR convencional e qPCR com os primers kKDNA hsp70. Em 22% foram
positivos em pelo menos um tecido, e nas amostras foram identificadas espécies de L. (V)

braziliensis, L. (L) infantum e L. (V) guyanensis, resultados estes que se diferenciam do
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presente resultado o que pode ter ocorrido porque no trabalho citado foram utilizados
diversos tipos de amostras, o que favorece para maior probabilidade de positividade.

Da Silva (2016), adquiriu 40 amostras sanguineas de Didelphis albiventris,
de um fragmento de Mata Atlantica no Nordeste do Brasil, e estas foram submetidas a
andlise molecular com os primer MC1 e MC2, que permitem a amplificacdo de um
fragmento de 447 pares de base do kKDNA de L. infantum, e todas essas amostras foram
negativas, o que se assemelha aos resultados obtidos na nossa pesquisa.

Zuque (2016), amostrou D. albiventris provenientes do estado do Mato
Grosso do Sul para pesquisa de de L. infantum e T. cruzi. As amostras foram testadas na
Reagdo de Cadeia em Polimerase (com o gene ITS1, que é um gene de triagem para
parasitas da Familia Tripanossomatidae), e posteriormente com os genes LINR4 e LIN19,
que amplificam fragmentos de minicirculos de kDNA de L. infantum, obtendo resultados
negativos. Resultado que se assemelha aos obtidos no presente estudo. Fatores como a
presenca do vetor, condi¢Oes climdticas, podem influenciar para o estabelecimento do
ciclo bioloégico do vetor, e consequentemente na infeccdo e positividade desses
espécimes.

Estudos na espécie D. albiventris tem sido mais frequentes, 1sso porque esta
espécie € reconhecida como reservatério de parasitas, e além de possuir cardter
sinantrépico, o que favorece com que esse animal exer¢ca um papel mais importante no
transito  peridomicilio-mata em dareas degradadas (GUERRA et al., 2006;
SANGUINETTE et al., 2015).

No Amazonas, Achilles (2018) constatou a presenca de Leishmania sp em
pequenos mamiferos terrestres, dos quais foram capturados 135, e, destes, 81 eram
roedores e 54 marsupiais. Utilizou o gene LSSP [trata-se de um primer que amplifica o
gene mini-exon que estd presente no minicirculo do Kinetoplasto, estrutura presente em
diversos protozodrios da classe Kinetoplastida (FERNANDES et al., 1994)] na biologia
molecular, que serve para identificar tripanossomatideos, e, com isso observou-se
amplificacdo de DNA de 86 amostras, com padrdes compativeis com Leishmania, o que
difere do presente estudo, uma vez nossos resultados foram negativos para L. infantum.

Em virtude de alteragdes do ambiente natural dos animais silvestres e
triatomineos, os mesmos tendem a se deslocar para ambientes mais favordveis. Isso
ocorre, principalmente devido impactos ambientais, como queimadas e desmatamento, o
que favorece o aparecimento destes animais na drea urbana. Em alguns casos ocorre ainda

a criacdo de animais domésticos e de sustento que servem como fonte de alimento para
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os triatomineos favorecendo a sua inclusdo no ciclo doméstico do T. cruzi (ANTUNES,
2005).

No Brasil, Didelphis sp., ja foi descrito parasitado por diferentes genotipos
de T. cruzi JANSEN et al., 2015, 2018), T. rangeli, T. dionisii, Trypanosoma sp DID
(uma unidade taxondmica que ainda ndao foi descrita), T. cascavelli, T. janseni,
Leishmania (L.) infantum, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, and
L. (V.) panamensis (SHERLOCK et al. 1984; BRANDAO-FILHO et al. 2003;
HUMBERG et al. 2012; PAIZ et al. 2016; DONALISIO et al. 2017; BRANDAO et al.
2019; RODRIGUES et al. 2019).

Além dos marsupiais, existem outros animais sinantrépicos que servem de
hospedeiros para esses tripanossomatideos, destacando-se Rattus sp, que atuam como
importante elo no ciclo doméstico, silvestre e peridoméstico, albergando diversos
parasitas, levando para as habitacdes humanas, nos quais sio transmitidos para humanos
e animais domésticos pelos vetores (ZELEDON, 1974 apud PINTO et al., 2006).

Segundo Ortiz et al., (2017), Rattus sp € o principal reservatério de patdgenos
zoondticos em humanos. O surgimento de doencgas transmitidas por ratos ocorre
principalmente devido a disturbios antropogénicos e pela pobreza humana, isso porque
favorece o contato dos ratos, pessoas e pulgas, hospedeiros vertebrados e vetores de 7.

lewisi, respectivamente.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que hd circulacio de Trypanosoma sp. nas Areas de
Preservacdo do Maracani e Itaqui-Bacanga, tendo os marsupiais da espécie Didelphis
marsupialis e Rattus novergicus, Rattus rattus e Rattus sp., como provaveis reservatorios,
respectivamente. Apesar do municipio de Sdo Luis ser endémico para leishmaniose
visceral, ndo foi detectada Leishmania sp. nas amostras avaliadas.

Nao se pode descartar a possivel participacdo de outras espécies de
Leishmania ou espécimes no ciclo de transmissdao. A continuidade deste estudo
possibilitard um melhor conhecimento acerca do envolvimento destes animais no ciclo de
transmissdo visando um melhor embasamento para implementacio de medidas de

controle.
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