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RESUMO

O Saguinus bicolor é um calitriquideo que habita fragmentos florestais e arredores dos
municipios amazoénicos de Manaus, Rio Preto da Eva e Itacoatiara. Ele sofre risco de
extincdo, sendo a limitacdo de seu territorio de ocorréncia e fragmentacdo do seu
habitat duas das maiores ameacas. Poucos estudos sao realizados sobre as doencas
infecciosas e parasitos que podem acometer esse primata, tais como as filarias. As
filarias sdo vermes nematdédeos que podem parasitar uma grande variedade de
animais, incluindo primatas ndo humanos, humanos e animais domeésticos. Além
disso, algumas espécies podem causar doencas médicas e veterinarias Este trabalho
visou identificar parasitos de filaria em Saguinus bicolor através de necropsia,
microscopia e ferramentas moleculares, bem como compreender a influéncia da
paisagem sobre a prevaléncia das filarias nesses primatas. Um total de 71 individuos
foram amostrados, dentre os quais 62 foram submetidos a necrdpsia, com inspecéo
das cavidades toracicas, abdominais e do espaco subcutaneo, e 10 animais vivos
tendo o sangue coletado (onde 1 dos animais foi coletado tanto em vida quanto em
morte). Durante as necropsias, também foi possivel coletar sangue de 46 carcacas,
totalizando 56 amostras. Destas, 47 foram submetidas a microscopia em busca de
microfilarias e todas foram submetidas ao diagndstico molecular em Nested PCR com
o alvo ITS-1, sequenciamento de Sanger e métodos de Next Generation Sequencing.
As filarias adultas encontradas foram submetidas a analise morfolégica e molecular.
Adicionalmente, foi possivel georreferenciar 50 animais e coletar dados para
desenvolver variaveis demograficas, meteorolégicas e geograficas para 49 deles.
Esses dados foram usados para calcular a matriz da paisagem em buffers de 500 e
1000 metros e desenvolver modelos lineares generalizados sobre a influéncia dessas
variaveis a prevaléncia. Um total de 6,45% (4/62) das carcacas foram positivas para
a presenca de filaria adulta. Das 24 filarias adultas encontradas nas 4 carcagas, 14
puderam ser identificadas morfologicamente como Dipetalonema sp., 8 foram
identificadas como da familia Onchocercidae no Sequenciamento de Sanger e 1 como
Dipetalonema gracile, utilizando os métodos de NGS. 6,38% (3/47) das amostras de
sangue foram positivas para microfilaria na microscopia. 28,57% (16/56) das amostras
puderam ser amplificadas na analise molecular e, destas, 75% (12/16) eram de
Mansonella mariae, 6,25% (1/16) Dipetalonema sp., 6,25% (1/16) da familia

Onchocercidae e 12,5% (2/16) néo foram identificadas. Para a analise de paisagem,



47% (8/17) dos positivos foram oriundos do Bairro Coroado, em Manaus,
especificamente do fragmento florestal da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM); 12% (2/17) do bairro Taruma; 12% (2/17) da rodovia AM-010; 5,8% (1/17) do
bairro Taruma-acu; 5,8% (1/17) da rodovia BR-174; 5,8% (1/17) da juncéo dos bairros
Distrito Industrial ll/Puraquequara; 5,8% (1/17) no bairro Ponta Negra e 5,8% (1/17)
sem localizagcdo encontrada. Para os negativos, 56,41% (22/39) foram do bairro
Coroado, em Manaus, também do fragmento florestal da Universidade Federal do
Amazonas; 5,12% (2/39) do bairro Aleixo; 5,12% (2/39) do bairro Taruma; 5,12%
(2/39) do bairro Jorge Teixeira; 2,56% (1/39) para cada uma das seguintes
localidades: cidade de Rio Preto da Eva, para a avenida Governador José Lindoso, o0s
bairros Zumbi dos Palmares Il, Parque 10 de Novembro, Santo Agostinho e Nova
Cidade, em Manaus, e para as rodovias BR-174 e AM-010. No buffer de 500m,
observou-se matriz florestal 60% (9/15) dos positivos, com a urbana sendo a segunda
mais ocorrida, em 26,7% (4/15); para os negativos, houve 76% (19/25) de matriz
florestal e 20% (5/25) de matriz urbana. No buffer de 1000 metros, percebe-se esse
padrdo praticamente idéntico. O modelo linear generalizado demonstrou
probabilidade maior de positivos conforme a temperatura média mensal aumenta e
probabilidade maior de negativos conforme densidade demografica humana aumenta.
A identificacdo dos parasitos coincide com a literatura, que ja descreveu Mansonella
mariae e Dipetalonema sp. em primatas e vetores amazonicos. As filarias identificadas
nao tém relato de serem zoondticas, porém a familia Onchocercidae e o género
Mansonella abrangem espécies de filaria de interesse para saude publica. A analise
de paisagem também coincide com o georreferenciamento organizado nesse trabalho,
no qual se observa maior ocorréncia dos positivos em areas periurbanas de Manaus,
com caracteristicas de pouca densidade demografica e com matriz florestal. Esses
aspectos indicam a necessidade de continuidade nos esforcos para identificar
parasitos filariais em outros municipios amazonicos e compreender as causas

ambientais por tras do risco de infecgéo.

Palavras-chave: Saguinus bicolor, filaria, parasitologia.



ABSTRACT

Saguinus bicolor is a callitrichid that inhabits forest fragments and the outskirts of the
Amazonian municipalities of Manaus, Rio Preto da Eva and Itacoatiara. It is at risk of
extinction, being the limitation of its territory of occurrence and the fragmentation of its
habitat two of the biggest threats. Also, few studies are carried out on infectious
diseases and parasites that can affect this primate, such as filariae. Filariae are
nematode worms that can parasitize a wide variety of animals, including primates,
humans and domestic animals. Some can cause diseases of medical and veterinarian
interest. This work aims to identify filarial parasites in Saguinus bicolor through
necropsy, microscopy and molecular tools, as well as understand the influence of the
landscape on the prevalence of filaria in these primates. 71 individuals were sampled,
where 62 were submitted to necropsy, with inspection of the thoracic, abdominal and
subcutaneous cavities, and 10 were sampled alive (where 1 of the animals was
collected both in life and in death). From the necropsies, it was also possible to collect
blood from 46 carcasses, totaling 56 blood samples. From these, 47 samples were
submitted to microscopy to look for microfilariae and all samples were submitted to
molecular analysis in Nested PCR with the ITS-1 target, Sanger sequencing and Next
Generation Sequencing methods. The adult filariae found were submitted to
morphological and molecular analysis. Additionally, it was possible to georeference 50
animals and collect data to develop demographic, meteorological and geographic
variables for 49 of them. These data were used to calculate the landscape matrix in
buffers of 500 and 1000 meters and to develop generalized linear models on the
influence of these variables on prevalence. 6.45% (4/62) of the carcasses were
positive for the presence of adult filaria. Of the 24 adult filariae found in 4 carcasses,
14 could be morphologically identified as Dipetalonema sp., 1 as Dipetalonema sp.
with the NGS methods, 8 of the Onchocercidae family in the Sanger Sequencing.
6.38% (3/47) of blood samples were positive for microfilaria. 28.57% (16/56) of the
samples could be amplified in the molecular analysis and, of these, 75% (12/16) were
from Mansonella mariae, 6.25% (1/16) from Dipetalonema sp., 6.25% (1/16) from the
Onchocercidae family and 12.5% (2/16) were not identified. For the landscape
analysis, 47% (8/17) of the positives came from Coroado neighborhood in Manaus, in

the forest fragment of the Federal University of Amazonas; 12% (2/17) from Taruma
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neighborhood; 12% (2/17) from the AM-010 highway; 5,8% (1/17) from Taruma-acu
neighborhood; 5,8% (1/17) from the BR-174 highway; 5,8% (1/17) from the junction
area between the Industrial District Il/Puraquequara neighborhood; 5,8% (1/17) from
Ponta Negra neighborhood and 5,8% (1/17) with its location not found. For the
negatives, 56.46% (22/39) were from Coroado neighborhood in Manaus, also in the
forest fragment of the Federal University of Amazonas; 5,12% (2/39) from Aleixo
neigborhood; 5,12% (2/39) from Taruma neighborhood; 5,12% (2/39) from Jorge
Teixeira neighborhood; 2,56% (1/39) for each one the following places: city of Rio Preto
da Eva; Governador José Lindoso avenue; Zumbi dos Palmares Il neighborhood;
Parque 10 de Novembro neighborhood; Santo Agostinho neighborhood and Nova
Cidade neighborhood, in Manaus; and for BR-174 and AM-010 highways. In the 500m
buffer, 60% (9/15) of the positives were observed, with the urban matrix being the
second most frequent, at 26.7% (4/15); for the negatives, there was 76% (19/25) of the
forest matrix and 20% of the urban matrix (5/25). In the buffer of 1000 meters, this
pattern is practically identical. The generalized linear model showed a greater
probability of positives as the average monthly temperature increases and a greater
probability of negatives as the human population density increases. The identification
of the parasites coincides with the literature, which has already described Mansonella
mariae and Dipetalonema sp. in primates and Amazonian vectors. None of the filariae
detected cause zoonoses, but the Onchocercidae family and the Mansonella genus
cover filarial species that are of public health interest. The landscape analysis also
coincides with the georeferencing organized in this work, where a higher occurrence
of positives is observed in peri-urban areas of Manaus, with characteristics of low
population density and with a forest matrix. These aspects indicate the need for
continuity in the efforts to identify filarial parasites in other Amazonian municipalities

and to understand the environmental causes behind the risk of infection.

Key words: Saguinus bicolor, filaria, parasitology.
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1. Introducéo

O Saguinus bicolor, popularmente chamado de sauim-de-coleira, € um
Calitriquideo do Amazonas cuja area de ocorréncia se limita a fragmentos florestais e
arredores dos municipios de Manaus, Itacoatiara e Rio Preto da Eva, sendo uma das
mais limitadas entre os primatas de territério amazonico. Por conta disso, sdo animais
que estdo em grande contato com a populagdo e os animais domésticos, sofrendo
variadas ameacas oriundas de pressdes antropogénicas, tais como desmatamento de
seu habitat e atropelamentos (GORDO et al, 2018, 2013). Portanto, este pequeno
primata esta na lista de animais criticamente ameacados de extin¢cdo da Lista Oficial
da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo estabelecida pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA) (BRASIL, 2014).

Adicionalmente, ndo h&a muitos estudos acerca de doencas infecciosas que
podem acometer o S. bicolor. Estudos sobre parasitos sdo necessarios para
programas de conservacao, uma vez que esse tipo de problematica representam uma
fragilidade notavel para animais ameacados de extincdo. Até o momento, de acordo
com a literatura, ja se foi descrito patégenos importantes em S. bicolor, tais como os
das arboviroses, Hantavirus, helmintos do trato digestorio e as filarias (GOMES, 2019;
GORDO et al., 2018; SEVA et al., 2018; SOLORIO, 2015).

Por isso, estudos envolvendo maior entendimento sobre as doencas
infecciosas que podem vir a acometer o S. bicolor sdo de extrema importancia, tal
como estudos sobre as filarias. Filarias sdo parasitos do filo Nematoda de variadas
familias, que podem infectar diversos tipos de primatas, carnivoros, passaros,
anfibios, ungulados, roedores, etc; eles provocam diversas doencas como
oncocercose, mansonelose, loiase, bancroftose, dirofilariose cardiopulmonar, dentre
outras; algumas das quais podem acometer tanto a seres humanos quanto a animais
doméstico e silvestres. Sado doencas que afetam especialmente comunidades
tropicais e vulneraveis, e alguma delas sdo tidas como negligenciadas (BAIN et al.,
2008, 2015; BRASIL, 2019; LEFOULON et al., 2015; MORALES-HOJAS, 2009;
TAYLOR, et al., 2014). Seus vetores principais séo artropodes hematéfagos, os quais
certos individuos podem ocorrer na Amazdnia, como o0s dipteros da Familia
Ceratopogonidae e Familia Simuliidae (BAIN et al., 2008, 2015; CONCEICAO et al.,
2013; CONGA, 2018; CRAINEY et al., 2014).
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7

Adicionalmente, é relevante que se compreenda a dinamica da paisagem
envolvida dos S. bicolor neste cenario de risco de doenca filarial, tendo em vista ndo
apenas a vivéncia muito aproximada com o ser humano e 0s animais domeésticos, mas
também a forma como este primata sobrevive em meio a pressbes antropicas
relacionadas a riscos de proliferacdo de doencas, tais como desmatamento,
fragmentacao florestal, ocupacédo imprépria de terra, problemas de saneamento
basico, entre outros. Portanto, denota-se aqui um possivel risco zoonético — tanto para
0 ser humano quanto para o S. bicolor — e uma necessidade de desvendar os

questionamentos epidemioldgicos envolvidos.

A unido destes aspectos € de grande interesse ndo sO para a saude publica,
mas também para a conservacao desse primata e do meio ambiente. S&o aspectos

que séo intrinsicamente ligados.

Desta forma, o presente trabalho tenciona identificar e caracterizar filarias
detectadas em S. bicolor, um primata que corre grande risco de extingcéo, utilizando
ferramentas de diagnéstico molecular, e também ajudar a elucidar a ecologia de
paisagem da prevaléncia desses parasitos infecciosos, compreendendo as pressoes

antropicas que podem vir a ter influéncia nesse processo.
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2. Revisao de literatura

2.1. O Saguinus bicolor

Também chamado de sauim-de-coleira, sauim-de-Manaus, sauim-de-duas-
cores ou pied bare face tamarim em inglés, o Saguinus bicolor € um primata
neotropical da familia Callitrichidae. Suas caracteristicas fisicas sédo: pelagem branca
na regido do térax, membros superiores, pesco¢o e por¢cao posterior da cabeca, e
cores gue variam entre marrom alaranjado, marrom-escuro e marrom claro na porgao
dorsal do corpo e membros inferiores; uma cauda longa e fina, bem como pele negra
e auséncia de pelos na cabeca, face e orelhas. Quando adultos, costumam pesar
entre 450 e 550 gramas, medindo cerca de 28 a 32 cm de comprimento do corpo, com
38 a 42 cm de cauda (Figura 1) (GORDO et al., 2017).

Figura 1. Saguinus bicolor. Fonte: Diogo Lagroteria.

E um animal de habitos generalistas, capaz de explorar diferentes ambientes,
com preferéncia por camadas inferiores de florestas densas e por vegetagédo marginal
ou alterada, porém de uso conservador do seu habitat, se concentrando na
distribuicdo de recursos alimentares disponiveis na sua area de uso (GORDO, 2012;
MONTEIRO NETO, 2015). Sua dieta, como a da maioria dos calitriquideos, é a base
de frutas, pequenos vertebrados (anfibios, lagartos e filhotes de aves) e artropodes,
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ovos, exsudatos de arvores, néctar e flores (GORDO et al., 2017; SOBROZA 2015).
Reproduzem-se até duas vezes ao ano, podendo ter um a dois filhotes gémeos por
acasalamento (GORDO 2012; GORDO et al., 2017; VIDAL, 2003).

O S. bicolor é considerado uma espécie criticamente ameacada de extingcao,
constando, assim, na Lista Oficial da Fauna Brasileira Ameacada de Extingao
estabelecida pela Instrugcdo Normativa n° 444, de 17 de dezembro de 2014, elaborada
pelo MMA, bem como na Lista da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza (UICN), aparecendo como Criticamente em Perigo (BRASIL, 2014; GORDO
et al., 2017; VIDAL et al., 2018). Uma gama de fatores apoia essas classificacdes. E
uma espécie que possui uma das distribuicdes geograficas mais limitadas entre os
primatas amazoénicos (cerca de 7.500 Km?2), sendo que grande parte desse territério
coincide com a regido metropolitana da cidade de Manaus, Rio Preto da Eva e
Itacoatiara (Figura 2) (GORDO et al., 2013; ROHE, 2006; SOBROZA, 2015).

50 0 50 100 Kilometers

Figura 2. Distribuicdo geogréfica do Saguinus bicolor. Fonte: Gordo et al., 2017.

Adicionalmente, nos fragmentos florestais isolados e nas areas adjacentes da
metrépole amazonense onde o S. bicolor habita, ocorre grande pressdo antropica.
Expansédo urbana, construgdo de estradas, colonizagdo, aumento da agricultura e
pecuaria sao comuns nas periferias da cidade; enquanto nos fragmentos inseridos na
cidade os sauins-de-coleira sdo submetidos a atropelamentos em vias movimentadas,

eletrocugbes em linhas de energia, ataques de cdes e gatos, capturas para se



23

tornarem animais de estimacao, entre outros maus-tratos (GOMES, 2019; GORDO,
2012; GORDO et al 2018).

Notadamente, primatas ndo humanos podem ter diversos papéis dentro de
certas populagcées humanas, que vao desde fonte de alimento até importancia cultural
— exemplos como representacdes simbdlicas importantes para a crenca e folclore
regionais e até mesmo animais de estimacdo. No caso do S. bicolor, j4 se foi
registrado relacbes de natureza negativa entre seres humanos e este primata, como
incbmodo e competicdo pelo espaco e alimento. Houve, também, registros de
interac&o positiva entre ambos, como cooperacdo, admiracéo e afetividade para com
0s animais. Ainda, o Saguinus bicolor foi oficializado como espécie-simbolo do
municipio de Manaus, através do decreto N° 8101/2005 (GORDO, et al., 2017,
SANTOS, 2015; SANTOS et al., 2017).

Portanto, o S. bicolor € um animal que entra em interacdo constante com seres
humanos, tanto em ambientes rurais quanto urbanos (Figura 3). Por conta da
expansdao urbana da cidade de Manaus, novos ecotonos onde esses primatas e seres
humanos entram em contato e interagem foram criados, onde ha disputa por espacos
e recursos, bem como com a fauna associada (GOMES, 2019; SANTOS 2015;
SANTOS et al., 2017). E como é tido como uma espécie guarda-chuva para a
conservacdo de amplas areas de vegetacdo local, areas de maior contato com a
matriz urbana aumentam o grau de risco para a espécie, presente por conta da
interacdo com os seres humanos, o que reforca os perigos de extincdo que esses
primatas apresentam (ROHE, 2006; SANTOS, 2015).
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Figura 3. Saguinus bicolor em area residencial na cidade de Manaus. Fonte: Gordo et al., 2017.

Outra grande problematica enfrentada pelo S. bicolor sdo as doencas
infecciosas. Parasitos representam um perigo importante para programas de
conservacgao, recuperacdo e manejo de animais silvestres, com especial fragilidade
para animais ameacados de extincdo. No caso do Saguinus bicolor, ndo ha muitas
informacdes sobre parasitos e demais patégenos que podem acometer estes animais,
tanto em vida livre quanto em cativeiro, o que constitui uma problemética importante
para medidas de conservacdo dessa espécie. Estudos descrevem a ocorréncia de
agentes infecciosos no S. bicolor, como o virus Zika, Flavivirus, Chikungunya,
Hantavirus, Rotavirus; parasitos de trato gastrointestinal do filo Acanthocephala, onde
a espécie Prosthenorchis elegans é comum em primatas do novo mundo e uma das
principais causas de O6bito entre estes primatas, quando em cativeiro, e do filo
Nematoda, com os géneros Subulura, Dipetalonema e Mansonella. (CONGA, 2018;
GOMES, 2019; GORDO et al., 2018; SEVA et al., 2018; SOLORIO, 2015).

Portanto, a luz das questbes levantadas, é necessario foco na questdo das
doencas infecciosas e nas influéncias que o Saguinus bicolor sofre no contexto de
pressdo antropica e fragmentacdo de habitat em que vive, com 0s objetivos de

conservacao da espécie e saude publica.
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2.2. A paisagem

Conceitua-se aqui “paisagem” de acordo com Metzger (2001), como “um
mosaico heterogéneo formado por unidades interativas, sendo esta heterogeneidade
existente para pelo menos um fator, segundo um observador e numa determinada
escala de observagado”. Esta € uma definicdo que procura integrar as abordagens
geograficas e ecologicas para o conceito de paisagem, uma vez que elas podem ser
distintas e até conflitantes. A definicdo geogréafica destaca o estudo da influéncia do
ser humano sobre a paisagem e a gestdo de territorio, enquanto a ecoldgica destaca
a importancia da conjuntura espacial sobre os processos ecologicos e a relacdo
destes para a conservacgao ecoldgica; ambas sendo importantes elementos para o

estudo de doencas infecciosas e aos eventos de fragmentacao florestal.

Um fragmento florestal pode ser determinado como uma area de vegetacao
natural que sofreu interrupcdo por barreiras que podem ser naturais (como
montanhas, lagos etc.) ou antrépicas (como estradas, povoados, represas etc.). Ele &
exposto, entdo, a um novo ambiente, e isso causa varios efeitos fisicos e biolédgicos,
tais como mudancas microclimaticas em seu interior e margem, dependendo do
tamanho, forma e posicdo do fragmento; sdo mudancas capazes de diminuir,
consideravelmente, o fluxo de animais, polén e/ou sementes. Ocorre também
alteracdo consideravel nas interacdes patdgeno-hospedeiro, exatamente por
modificar 0 movimento dos hospedeiros, a distribuicdo de hospedeiros por vetor e a
diversidade e interac6es entre espécies (CALEGARI apud VIANA, 2010; HUANG et
al., 2016 SERAFINI, 2007).

A paisagem onde se insere o fragmento florestal, ou a matriz, € um elemento
central para entender a dindmica do fragmento, em fatores como permeabilidade de
passagem de espécies a outras vegetacdes e distirbios que espécies associadas a
tal matriz podem causar nos fragmentos (especialmente em habitats de borda) e
perturbacdes oriundas de atividades antropogénicas (GONTIJO, 2008; GORDO 2012,
SERAFINI, 2007).

Quando se trata de uma matriz urbana, o efeito é bastante intenso e complexo,
principalmente por conta da forte pressédo antrdpica, as mudancgas microcliméticas

tipicas do contexto e a constante presenca de grande densidade de pessoas. As
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mudangas provocadas pela populacdo, tais como ocupagdes irregulares, trazem
consigo problematicas como auséncia de saneamento basico e coleta de lixo, o que
acarreta, juntamente com o desmatamento, o aparecimento de fauna invasora e
insetos vetores de doencas. O uso intensivo das bordas dos fragmentos por parte das
pessoas favorece o contato com a fauna, e essas acgfes antropicas no ambiente
produzem interferéncias na dinamica de doencas que acometem os seres humanos e
os animais (CALDAS, 2016; GONTIJO, 2008; LOBO 2013).

Essa interacdo desordenada entre animais silvestres, seres humanos e animais
domésticos é tida como um dos potenciais causas de surtos de doencas infecciosas
globalmente. Céaes e gatos domésticos possuem facilidade para adentrar areas
florestais, onde podem predar espécies nativas e servir de reservatorio para doencas
infecciosas. O contrario também pode acontecer: animais silvestres transmitindo uma
grande variedade de patégenos para animais domeésticos e 0s seres humanos em
contato com o habitat, ocorrendo sérios riscos para a saude para os individuos
envolvidos. Ocorrem agravos especificos também para doencas transmitidas por
vetores, com o aumento dos movimentos de hospedeiros entre os habitats agora
conectados, causando uma abundéancia de vetores e maior risco de transmissao de
doencas (HUANG et al., 2016; NAVA et al., 2017; SEVA et al., 2018).

Em vista dessas problematicas levantadas, tém-se o ambiente como um
importante requisito para compreender a ocorréncia de doencas, uma vez que se
analisa aspectos ambientais relevantes, podendo ser a nivel global ou local. A
abordagem geografica parte de um ponto de vista geral, procurando observar como a
doenca obteve condicbes para sua ocorréncia, do processo de interagdo entre a
patologia e o ambiente, bem como a forma que o meio € transformado nessa relacéo.
Adicionalmente, o estudo da ecologia da paisagem na ocorréncia de doencas pode
produzir embasamento cientifico importante na formulacéo de politicas para o controle

e erradicacao de doencas emergentes e reemergentes (LOBO, 2013).

2.2.1. A paisagem do municipio de Manaus
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Manaus, em especifico, possui uma éarea total de 11.401,110 Km2 (onze mil
quatrocentos e um e cento e dez quildbmetros quadrados), onde a area urbana
representa 4% de todo o municipio, contando com 457, 9 Kmz2 (quatrocentos e
cinquenta e sete e noventa quildmetros quadrados) (Figura 4). Possui uma populacao
total de 2.219.580 habitantes. Cresce desorganizadamente, apresentando ocupagéao
desordenada do solo, destruicao de coberturas vegetais, poluicdo dos cursos de agua
e deficiéncia de saneamento basico, bem como disparidades socioeconémicas entre
seus bairros, em termos de indice de Desenvolvimento Humano (IDH) e forte exclus&o
social (GONTIJO, 2008; IBGE, 2020).
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Figura 4. Cidade de Manaus, Amazonas. Fonte: Alexandre Neto (Acervo pessoal).

Portanto, esse municipio apresenta fragmentacgéo florestal. No entendimento
do Cdédigo Ambiental do municipio de Manaus (2001), os fragmentos florestais de
areas urbanas sdo zonas de vegetacéo nativa situadas dentro do perimetro urbano
de Manaus, podendo ser em propriedade publica ou privada, e que possuem um papel
na manutencdo da qualidade do meio ambiente urbano. E, em termos juridicos, os
fragmentos florestais urbanos séo incluidos na definicdo de “espacgos territoriais
especialmente protegidos” dentro do Cédigo Ambiental do Municipio de Manaus, no

capitulo IV, Artigo 31. Embora o artigo 38 do mesmo cdédigo estabeleca que essas
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areas devem receber atencéo especial do Poder Publico Municipal, ndo ha defini¢cdo
de protecdo para essas areas (GONTIJO, 2008; SERAFINI, 2007).

Os fragmentos florestais da cidade de Manaus ocorrem em todas as zonas
administrativas da cidade, sendo o maior deles o da UFAM, com uma area de 578, 8
ha. Em termos de regime de propriedade, existem fragmentos de propriedade privada
e de propriedade publica; entre as unidades de conservacéo, também ha os publicos,
tais como Parque Municipal do Mindu (55 ha), Refagio de Vida Silvestre Sauim-
Castanheira (82,1 ha) e Parque Estadual Sumauma (56,2 ha); e privados, como a
Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) Buritis, com (73 ha); RPPN Soka
Gakai, (80, 9 ha) e RPPN Philips (34 ha). Grande parte deles, porém, sdo de tamanhos
menores que 30 ha e apresentam forte efeito de borda, perimetros irregulares e
sofrem diferentes tipos de pressédo antropica. A cobertura vegetal da maioria desses
fragmentos é composta por mata secundaria, com a parte central dos fragmentos
maiores possuindo vegetacdo com caracteristicas de mata primaria (GONTIJO, 2008;
GORDO, 2012).

No caso de Manaus, a matriz primaria é urbana e, portanto, apresenta grande
pressdo antropica, com profundo efeito de borda; com o entorno dos fragmentos da
cidade de Manaus abrangendo induastrias, residéncias, areas verdes genéricas, area
da propria instituicdo a qual o fragmento pertence, estradas e comércio. A matriz
tipicamente composta por habitacdes é vista mais abundantemente junto a fragmentos
menores. (GONTIJO, 2008; SERAFINI 2007).

A pressdo antrépica no perimetro urbano do municipio de Manaus se
caracteriza por derrubada de areas florestais provocada principalmente por
ocupacdes irregulares (invasfes) pela populacdo de baixa renda e setores da classe
média alta. Enquanto na zona rural ocorrem acbes antrépicas diversas, como
desmatamento, corte de arvores, queimadas, introducédo de pastagens, crescimento
comercial e busca por matéria-prima. Quanto ao uso de recursos, uma grande parte
das populacbes amazbnidas ainda os utiizam em sistemas agro-florestais
tradicionais. Pode-se relatar usos como caga de cutias, jacarés, tatus, entre outros;
extracao de frutas variadas como o acai e buriti; pesquisa cientifica; caminhadas; usos
religiosos; pratica de sexo ao ar livre; despejo de lixo, entre outros. (GONTIJO, 2008;
SERAFINI, 2007).
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Na fauna dos fragmentos da cidade de Manaus, j4 se foram registrados
diferentes animais, tais como aves, répteis, anfibios, peixes, artropodes variados e
mamiferos. O levantamento de mamiferos feito em fragmentos do Parque Estadual
Sumauma, Reserva Florestal Adolpho Ducke, Parque Municipal Nascentes do Mindu,
Parque Municipal do Mindu, Fragmento do Aeroporto Eduardo Gomes, na UFAM e na
rodovia BR-174 consta na Lista 1 (Anexo 3). Porém, em alguns contextos, o
levantamento é insuficiente, como no caso do Parque Nascentes do Mindu, e em
outros, deve-se depender de monitoramento de atropelamento de animais em
rodovias movimentadas (AMAZONAS, 2008; CALDAS, 2016; INFRAERO, 2017,
LIMA, 2018; MEDEIROS, 2019; OLIVERIA, 2008; OLIVEIRA, 2012; OMENA-JUNIOR
et al., 2012; SILVA, 2014).

Também foi descrito a aparicdo de espécies invasoras, tais como Canis lupus
familiares (cdo doméstico), Felis silvestris catus (gato doméstico). As espécies
invasoras sdo aquelas que estdo em processo de se tornarem abundantes fora da sua
area de ocorréncia natural e contribuem para a extincdo de espécies nativas por
competir com as mesmas e ocupar o nicho delas, bem como servir de reservatorio
para doencas infecciosas, como discutido no item 2.2. (CALDAS, 2016; SEVA et al.,
2018).

Em termos de doencas infecciosas, ja se foi detectado Hantavirus, Rotavirus A
e 0 género Trypanosoma em S. bicolor de fragmentos florestais, bem como parasitos
dos filos Acanthocephala e Nematoda nos intestinos desse primata; existem
descricdes de agentes zoono6ticos dos géneros Leptospira, Brucella e Mycobacterium,
ocorrendo em animais silvestres e ferais que podem habitar fragmentos florestais e
suas bordas, da cidade de Manaus (Anexo 3); e a febre amarela tem como principal
fonte de infeccao os primatas, especialmente do género Allouata, Atelles e Callithrix.
Insetos vetores podem transmitir dengue, malaria e leishmaniose tegumentar, se
beneficiando das pressfes antropicas e efeitos de borda em fragmentos florestais.
(CALDAS, 2016; CAPELLAO et al., 2015; GOMES, 2019; MAIA DA SILVA, 2008;
NAVA, 2008; SOLORIO, 2015).

Em suma, observa-se que o municipio de Manaus reune varios elementos que
podem ser de grande importancia para um contexto de interacdo patdgeno-

hospedeiro.
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2.3. Filarias

As filarias sdo vermes inseridos no filo Nematoda, Ordem Spirurida,
superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae, que podem parasitar diversos tipos
de animais, tais como répteis, aves, anfibios e mamiferos como primatas néo-
humanos, roedores, seres humanos, caes, gatos, entre outros (Figura 5). Algumas
espécies de filaria sdo agentes de doencas humanas e veterinarias, sendo de grande
importancia para a saude publica em comunidades tropicais (BAIN et al., 2008, 2015;
LEFOULON etal., 2015; MEDEIROS et al., 2015; MORALES-HOJAS, 2009; TAYLOR,
et al., 2014; TANG et al., 2020; VIEIRA, 2019).

Figura 5. Microfilaria da espécie Mansonella ozzardi. Fonte: Banco de dados de parasitos, USP,
2012.

S&o parasitos com ampla distribuicdo mundial, encontrados na Africa, Asia,
América do Sul, América Central, no Oriente Médio e Europa, sendo distribuidos em
regides tropicais, equatoriais, bem como em locais de clima temperado e costeiro
desses continentes (FONTES E ROCHA, 2005; MORALHES-HOJAS, 2009;
PEREIRA, 2014).

Os problemas de saude provocados pelas filarias sdo um fardo socioecondémico
e contribuem diretamente para a pobreza, sendo dessa forma consideradas doencas

negligenciadas, relacionadas a populacdes de baixa renda, principalmente as de
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paises em desenvolvimento e que nao despertam interesses em grandes industrias
farmacéutica, em agéncias de fomento e da comunidade cientifica; onde o ciclo de
vida e as espécies reservatorios para muitas desses parasitos ainda sdo pouco
conhecidos (BRASIL, 2019; MORALES-HOJA, 2009; OTRANTO et al., 2012; SOUZA,
2010).

2.4. Aspectos gerais das filarioses na Amazonia Brasileira

As infeccOes parasitarias causadas pelas filarias sdo chamadas de filarioses.
Em termos de importancia médica e para o contexto brasileiro, destacam-se a
oncocercose e a mansonelose (FONTES E ROCHA, 2005).

A oncocercose, também chamada de “cegueira dos rios”, é causada pelo
parasito Onchocerca volvulus. Os sintomas sdo caracterizados por quadros
dermatolégicos severos, que incluem prurido intenso, despigmentacao,
oncocercomas — ou nodulos subcutaneos consistidos de uma capsula fibrosa
envolvendo os parasitos adultos — liquenificagdo cutanea, entre outros. Ademais, pode
provocar cegueira irreversivel (CONCEICAO et al., 2013; CRAINEY, MATTOS-
GLORIA, HAMADA E LUZ, 2014; FONTES E ROCHA, 2005).

Sua distribuicdo abarcava dezenas de paises africanos, localidades no Oriente
Médio e na América Latina, especificamente na Guatemala, Venezuela, Colémbia,
Equador, México e Brasil. Todavia, gracas ao Programa de Eliminacdo da
Oncocercose para as Ameéricas, a transmissao ativa desse parasito agora se restringe
a alguns pontos isolados na Guatemala, Venezuela e Brasil, sendo este foco da
Amazo6nia o mais significativo. Neste caso, ele abrange vastas areas da Venezuela e
dos estados brasileiros do Amazonas e Roraima, onde o principal grupo exposto sao
os indigenas do povo Yanomami, que preservam um estilo de vida semindmade.
Ainda, se trata de uma regido composta por areas de savana adjacentes a florestal
tropical pluvial. Portanto, compde-se aqui um quadro complexo, em termos de
logistica (CONCEICAQ et al., 2013; CRAINEY, MATTOS-GLORIA, HAMADA E LUZ,
2014; FONTES E ROCHA, 2005).
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Sobre a mansonelose, ela € provocada pelas filarias Mansonella ozzardi, M.
perstans e M. streptocerca. Tanto a M. perstans quanto a M. streptocerca sédo de
territério africano, enquanto a M. ozzardi é distribuida em localidades da América
Latina, como Colémbia, Guiana, Venezuela e no Brasil, nos estados do Mato Grosso,
Roraima e Amazonas. Especificamente, na Amazobnia brasileira, foi registrado a
presenca em Varios municipios amazonenses e comunidades ribeirinhas e indigenas
dos rios Solimdes, Puris e Negro, e de seus afluentes, tais como 0s povos
(MEDEIROS et al., 2007; TANG et al., 2016).

7

Pouco estudada, a mansonelose €& considerada como uma doenca de
sintomatologia incerta, onde ainda ndo ha um conjunto de sintomas universalmente
estabelecido para seu diagnéstico clinico. Pode se apresentar assintomatica, mas
também pode provocar quadros de febre, dores pelo corpo, cabeca e nas articulagdes,
adenites inguinocrurais, inchagos subcutaneos, disturbios hormonais, erupcdes
cutaneas e hipereosinofilia, frieza nas pernas e lesdes oculares, que podem levar a
cegueira. Alguns de seus sintomas podem ser confundidos com doencas como a
maléria. Ainda, a percepc¢do geral da comunidade internacional sobre essa doenca é
que ela é “benigna” ou “apatogénica”, de forma que a mansonelose nao figura entre
as doencas tropicais mais negligenciadas da lista da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e também nao possui programas de erradicacdo e controle nacionais ou
internacionais ligados a ela — muito embora ela ocorra entre povos vulneraveis de
regido amazonica e os sintomas atrelados a ela sejam muito debilitantes (BAIN et al.,
2015; MEDEIROS et al., 2007, 2009, 2015).

2.5. Biologia das filarias

Como mencionado anteriormente, as filarias podem infectar uma grande gama

de animais.

Embora existam poucas amostragens, infec¢cées por parasitos Nematoda da
familia Onchocercidae sao frequentes em primatas selvagens e popula¢cées humanas
gue habitam areas de florestas neotropicais. Especificamente, ja se foram registradas
infeccbes em primatas selvagens, ou estes ja foram descritos como hospedeiros

definitivos, para certas espécies do género Mansonella, bem como outros géneros da
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familia Onchocercidae, como o Dipetalonema, Wuchereria e o Brugia (BAIN et al.,
2015; CONGA 2018; CONGA et al., 2019; DUVALLET e BOIREAU, 2015; MORALES-
HOJAS, 2009; TANG, 2020).

Para o género Mansonella, particularmente os parasitos que provocam a
mansonelose, tém-se que o unico hospedeiro vertebrado definitivo da M. ozzardi é o
ser humano, porém para a M. perstans e a M. streptocerca, outros primatas também
podem servir como hospedeiros naturais. Para a espécie Onchocerca volvulus, o ser
humano é descrito como o Unico hospedeiro vertebrado natural, porém o género
Onchocerca pode ocorrer também em bovideos e equinos no Brasil, através das
espécies Onchocerca gutturosa e Onchocerca cervicalis, que sdo de importancia
veterinaria (BRILHANTE et al., 2020; DUVALLET e BOIREAU, 2015; MORALES-
HOJAS, 2009; TA-TANG, 2020).

Além disso, existem relatos de filarias ndo-humanas infectando seres humanos
h& centenas de anos; ha um relato de caso de infec¢do por Dipetalonema reconditum
(filaria usualmente encontrada no subcutdaneo do c&o domeéstico) e outro por
Macacanema formosana (filaria associada ao Macaca cyclopis, um primata taiwanés),
onde ambas as pessoas apresentaram infestacdo nos olhos e sintomas oculares
(GREEN, 2002; HUYNH, THEAN, MAINI, 2001).

O ciclo de vida dos parasitos de filaria ainda ndo estd completamente
esclarecido, porém, pode-se utilizar ciclos de filarias ja elucidados para descrevé-los,
tal como fez Conga (2018). De forma geral, estes sdo muito parecidos, diferenciando-
se apenas onde a forma adulta da filaria e as microfilarias (MF) se alojarao no corpo
do hospedeiro ou o0 género e espécie do vetor e hospedeiros envolvidos. A fémea do
artrépode hematofago, ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado,
pode ingerir MF. Essas MF migram pela cavidade hemocélica e musculatura toracica
dos vetores, transformando-se no estagio larval L1 e, depois de alguns dias, para L2.
Quando atingem o estagio L3, que é a larva infectante, elas migram pelo corpo do
vetor até o aparelho bucal, por onde podem ser introduzidas na corrente sanguinea
do hospedeiro durante o repasto sanguineo. Na corrente sanguinea, as larvas L3
podem permanecer por um longo tempo, até que migram para diversos tecidos do
organismo, a depender da espécie. Podem infectar vasos linfaticos, tecidos oculares,
espacgos subcutaneos ou cavidades abdominais e toracicas, onde se tornam filarias

adultas e produzem MF de forma sexuada, em um processo que pode levar mais de
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um ano apos a infeccdo (BRASIL, 2009; CONGA, 2018; CRAINEY et al., 2020;
FONTES e ROCHA, 2005).

Para a Mansonella sp., as filarias adultas se alojam no mesentério, tecido
conjuntivo subperitoneal e nas membranas serosas da cavidade abdominal do
hospedeiro vertebrado; a migracdo das MF ocorre para os capilares sanguineos
periféricos do hospedeiro (M. perstans e M. ozzardi), ou pela derme (M. streptocerca
e M. ozzardi) a fim de serem ingeridas pelo vetor. No caso da Onchocerca volvulus,
as adultas podem se alojar no tecido subcutaneo, podendo provocar nédulos, e em
cavidades oculares, onde suas MF sao liberadas na derme (FONTES E ROCHA,
2005; TANG et al., 2020).

2.5.1. Transmissao

As filarias séo transmitidas por variados tipos de insetos hematéfagos, dentre
0s quais, alguns sao antropofilicos (ALHASSAN, LI, POOLE E CARLOW, 2015; BAIN,
2008; MORALES-HOJAS, 2009). Ja foram registrados os géneros Simulium,
Culicoide, Aedes, Anopheles, Chrysops e Mansonia como vetores competentes
desses parasitos, nos continentes africano, americano e asiatico (ALHASSAN, LI,
POOLE E CARLOW, 2015; MOLYNEUX, MITRE, BOCKARIE, KELLY-HOPE, 2014;
MORALES-HOJAS, 2009).

Na regido amazodnica, cerca de seis espécies de simulideos podem transmitir
oncocercose, onde as espécies Simulium guianense e S. incrustatum sao de grande
importancia (CONCEICAO et al., 2013); E, recentemente, Brilhante et al. 2020
reportou dois exemplares do flebotomineo Psychodopygus carrerai carrerai infectados

com filarias do género Onchocerca no estado do Acre, Amazonas.

Para a transmissdo de Mansonella spp., destacam-se espécies do género
Culicoide e também do género Simulium (CONGA, 2018; TANG et al., 2020). No
entanto, no Brasil, somente os simulideos sdo reconhecidos como vetores de
Mansonella ozzardi: o Simulium amazonicum em regides do rio Puris e do rio Alto
Solimdes, no Amazonas; S. argentiscutum, do rio Alto Solimdes e o0 S. oyapockense
no estado de Roraima. E, recentemente, este ultimo foi incriminado como o vetor da

Mansonella mariae, em regido de Amazonia brasileira — uma filaria pouco estudada
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que, até o momento, entende-se que s6 infecta primatas ndo-humanos (MEDEIROS
et al., 2007; SILVA et al., 2022).

2.5.2. Diagnéstico

Para fins de diagndstico, diversos métodos séo utilizados. Acompanhamento
de manifestacdes clinicas, pesquisa de anticorpos e antigenos, diagndsticos
parasitologicos, identificacdo morfolégica das formas larvais, assim como de vermes
adultos, estudos epidemioldgicos, no qual realizam-se levantamentos sobre vetores,
individuos acometidos e regides envolvidas e, por fim, a utilizacdo de ferramentas
moleculares, como técnicas de deteccdo e caracterizacdo de DNA (BRASIL, 2009;
FONTES e ROCHA, 2005; TANG et al., 2020).

No caso da oncocercose, pode-se fazer o diagnéstico clinico — observando os
diagnésticos diferenciais, como adenopatias, dermatites e neoplasias — em conjunto
com laboratorial, para confirmacéo da parasitemia (FONTES E ROCHA, 2005).

Para as Mansonellas sp., diagnosticos clinicos ndo sédo sensiveis; esfregacos
sanguineos com coloracdo de Giemsa é considerado o teste “padrao ouro” para se
observar a presenca da MF e identificar a morfologia da mesma, assim como a técnica
com filtracdo de sangue periférico por membrana de policarbonato, combinada
também com coloracdo de Giemsa, demonstrando alta sensibilidade e especificidade
em estudo. As chaves morfologicas para identificacdo das MF sdo presenca ou
auséncia de bainha ao redor do corpo, tamanho, formato, espaco da cauda e arranjo
terminal dos nucleos da cauda (MEDEIROS et al., 2007, 2015; TA-TANG et al., 2016).

Porém, ndo ha critérios morfolégicos confidveis para a diferenciacdo das MF,
onde os caracteres podem ser dificeis de observar e podem variar dependendo da
preservacdao da amostra, de sua montagem e do procedimento para a coloragao,
causando erros (TANG et al., 2016; 2020).

Adicionalmente, esses métodos necessitam de habilidade e técnica para se
distinguir espécies de microfilarias que podem ter caracteristicas parecidas, como
colonizar os mesmos tecidos ou ser transmitidas pelos mesmos vetores (CRAINEY et
al., 2020; TANG et al., 2010; 2016; 2020).
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Portanto, combinar esses métodos com as técnicas moleculares pode ser uma
alternativa. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada tanto em
amostras de sangue como em vetores e, por se utilizar de deteccdo de DNA, possui
altos niveis de sensibilidade e especificidade, podendo até mesmo detectar infec¢cdes
por mais de uma filaria de forma precisa. Consegue, além disso, processar um nimero
grande de amostras em um curto espaco de tempo. (BRASIL, 2009; MEDEIROS et
al., 2018; CRAINEY et al., 2020; LELES, 2019).

Utilizam-se PCR e técnicas de sequenciamento genético, a fim de fazer
amplificacdo e, sucessivamente, a identificacdo por meio de genes-alvos especificos.
Os alvos que podem ser usados para esse processo sao: ITS-1 (espacador interno de
sequéncia transcrita 1), ITS-2 (espacador interno de sequéncia transcrita 2), 18s rRNA
(subunidade de RNA ribossomal 18s), 12s rRNA (subunidade de RNA ribossomal
12s), COX1 or COl1(citrocromo c-oxidase 1), rbpl (grande subunidade de RNA
polimerase 2), hsp70 (proteina de choque térmico 70-kilodaltons), myoHC (proteina
miosina de cadeia pesada), 28S rDNA (subunidade de RNA ribossomal 28s), 5.8s
rRNA (subunidade de DNA ribossomal 5.8s) (CRAINEY et al., 2020; LEFOULON,
2015; LELES, 2019; TANG et al., 2010, 2018).

Ha também uma técnica de Nested PCR, que utiliza primers universais de filaria
para deteccdo desses parasitos em qualquer estagio dos seus ciclos de vida, tanto
em hospedeiros vertebrados quanto em vetores. Nele, faz-se amplificacdo de uma
porcdo do DNA ribossomal ITS-1 dos parasitos, necessitando apenas de
equipamentos convencionais de PCR. Esta técnica permite a identificacdo baseada
no tamanho do fragmento amplificado. Recentemente, ele também foi adaptado para
PCR em tempo real, permitindo a identificacao de filarias sem precisar de eletroforese
em gel ou sequenciamento de Sanger. Entretanto, nessa adaptacdo, ha a
necessidade de estrutura e agentes mais caros do que o método de PCR tradicional,
e ela ndo permite a caracterizacao direta de espécies de parasitos de filaria novas ou
inesperadas (CRAINEY et al., 2020; TANG et al., 2016, 2018, 2020).

Em termos de saude publica, as ferramentas moleculares também sao muito
importantes para elucidar a taxonomia dos parasitos, o que € crucial para o
entendimento da histéria evolutiva dos mesmos. A genética e a taxonomia, bem como
a filogenia, sao ferramentas cruciais que auxiliam a resolucdo de questionamentos da

epidemiologia em niveis moleculares, chegando a elaboragcdo de programas de
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controle e prevencdo das doencas relacionadas aos parasitos (NUNES, 2016;
MORALES-HOJAS, 2009).

Para as filarias, ha ainda grandes lacunas acerca da filogenia desses parasitos,
por causas que abrangem desde regressao de suas caracteristicas morfolégicas,
pouco material fossilizado disponivel e até mesmo convergéncias no modo de vida
deles, que fazem da tarefa de produzir hipoteses filogenéticas precisas um desafio.
No momento, as analises moleculares costumam se basear em um numero reduzido
de espécies de filaria ou utilizar marcadores genéticos adequados para diferenciacédo
de espécies, mas ndo para desenvolver a histéria evolutiva do parasito. Contudo,
existem estudos que procuram contornar essas dificuldades, com proposi¢éo de cinco
clados principais dentro da familia Onchocercidae, a fim de organizar a historia
evolutiva das filarias de forma acurada. (CHABAUD, ODAIN, 1994; CRAINEY et al.,
2018; LEFOULON, et al. 2015; YILMAZ et al., 2016).
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3. Justificativa

Tém-se um painel onde o Saguinus bicolor, um primata tido como espécie
guarda-chuva e que esta criticamente ameacado de extin¢do, sofre grande pressao
antropica por conta da fragmentacéo e urbanizacédo de seu habitat; e a problematica
das filarias, vermes Nematoda que podem provocar doencas tropicais negligenciadas,
levando a probleméticas de saude publica, sendo uma parasitose endémica no estado
do Amazonas. Desta forma, fez-se oportuna a aplicagcdo de epidemiologia molecular
e estudo de paisagem para auxiliar na conservacdo desse primata e ha ambiental,

bem como para questdes de saude publica envolvendo o contexto da Amazoénia.
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4. Objetivos

4.1.0bjetivo geral

Detectar e identificar filarias em Saguinus bicolor e analisar a ecologia de paisagem

da prevaléncia dos parasitos identificados.

4.2.0bjetivos especificos

» |dentificar e caracterizar os parasitos filariais que infectam o sauim-de-coleira
(Saguinus bicolor);

» Entendimento da distribuicdo da prevaléncia de infecgéo filarial em S. bicolor
provenientes das areas urbanas e periféricas de Manaus;

» Analisar os aspectos climatolégicos, geograficos e ambientais da paisagem e
a relacdo com a prevaléncia da infeccao filarial em S. bicolor.
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5. Estratégias metodoldgicas

5.1.Tipo de Pesquisa

Trata-se de um estudo descritivo, semiquantitativo e epidemioldgico espacial.

5.2. Aspectos éticos

As coletas com animais vivos foram feitas mediante a aprovacéo pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amazonas (CEUA/UFAM)
(Anexo 2). Este trabalho também conta com licenca do Sistema de Autorizacdo e
Informacao em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico Mendes de Conservacgao
da Biodiversidade (ICMBio) (cédigo: 0671530320200723) (Anexo 3). O estudo
também foi devidamente cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o0 acesso AOA1A95,

por motivos de manuseio de patrimonio genético (Anexo 4).

5.3. Local de estudo e populacao de interesse

Os S. bicolor séo provenientes de Rio Preto da Eva e de diversas localidades da
zona urbana e periférica de Manaus: UFAM, fragmento do Aeroporto Eduardo Gomes,
rodovia BR-174 (Km 908), localidades do bairro Taruma, bairro Ponta Negra, Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA — V8, Campus 3), Estrada do Brasileiro
(Distrito Industrial Il e Puraquequara), rodovia AM-010, localidades do Conjunto Nova
Cidade, localidades do Conjunto Atilio Andreaza (Bairro Japiim), Conjunto Acariquara
(Bairro Coroado) e outras localidades do mesmo bairro, Parque Municipal do Mindd,
Estrada do Alto Rio (municipio Rio Preto da Eva), Ramal do Ipiranguinha (Bairro Jorge
Teixeira), localidades do bairro Puraquequara, do Bairro Santa Inés/Jorge Teixeira e

bairro Zumbi dos Palmares Il (Figura 6).



41

Datum: SIRGAS 2000
. . . . Coordenadas: UTM / Zona 20 Sul
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Figura 6. Localidades gerais de onde os sauins-de-coleira amostrados sé@o oriundos. Confecc¢éo na
plataforma Qgis (versfes 3.16.16 e 3.22.8). Fonte: DATUM SIRGAS 2000, coordenadas UTM/Zonal
20 Sul.

Eles sdo encaminhados, quando vivos, para o Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS), na Superintendéncia do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama) na cidade de Manaus, e, quando mortos,
ao laboratéorio do Projeto Sauim-de-Coleira, na UFAM. O armazenamento e
processamento molecular das amostras coletadas nesses animais, bem como das
filarias adultas, ocorreram no Instituto Lebnidas e Maria Deane/FIOCRUZ-Amaz6nia

(ILMD) e no Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), no Rio de Janeiro.

5.4. Coleta de dados

5.4.1. Necropsia de Saguinus bicolor

As necropsias foram realizadas em carcagas de S. bicolor armazenadas no
laboratério do Projeto Sauim-de-Coleira, na UFAM. Elas sdo congeladas em freezer -
20 °C, tendo seus dados catalogados quanto ao local onde foi achada, biometria,

provavel causa da morte, entre outros. As necropsias também foram ocasionalmente
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realizadas nas dependéncias do laboratorio da Escola Superior Batista do Amazonas
(ESBAM).

Primeiramente, foi realizada inspecdo das cavidades abdominais e toracicas,
bem como do tecido subcutdneo exposto através do rebatimento da pele de um dos
membros superiores, a fim de se detectar a filaria adulta. Quando localizadas, as
filarias adultas foram coletadas e preservadas em solucéo tampéao fosfato salina (PBS)
ou em alcool 70%. Adicionalmente, quando havia sangue presente na cavidade
abdominal ou torécica, foi realizado coleta deste material em tubos com &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Esses tubos foram transportados em caixa
térmica com gelo reutilizavel. Foram entdo armazenados em geladeira 4°C no ILMD,

para a confeccao de laminas em busca de microfilaria e para o diagndstico molecular.

5.4.2. Amostras biol6gicas de animais vivos

As coletas de sangue foram feitas em S. bicolor encaminhados ao CETAS,
onde essas amostras foram colocadas em tubo EDTA e transportadas para
armazenamento no ILMD. Tais amostras foram utilizadas para pesquisa de microfilaria
em esfregacos sanguineos por meio de visualizacdo em microscépio 6ptico, bem

como para o diagndéstico molecular.

5.5. Analise morfologica

Essa etapa foi realizada com auxilio do pesquisador Dr. David Marcial
Fernandez Conga, parceiro da Universidade Federal Rural do Para (UFRA), junto ao
Laboratorio de Patologia Animal. Primeiramente, a filaria é colocada sobre uma placa
de petri e submetida a inspecao utilizando lupa estereoscopica. Foi hecessério lava-
la de momentos em momentos com lactofenol durante a inspecéo. Caso o espécime
esteja preservado, ele € montado em lamina de microscoépio e visualizado no mesmo
(objetivas de 40x10 e 100x10). As chaves taxondmicas utilizadas para a identificacao
sao descritas por Nortanicola et al., 2008.
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5.5.1. Confeccéo de laminas e contagem de microfilarias

Para esta etapa, foi utilizado o método de esfregaco sanguineo, coloracdo em
Pandtico Rapido® e visualizacdo em microscopio 6ptico (objetivas de 40X10 e
100X10).

5.6. Analise molecular

5.6.1. Extracdo de DNA

A fim de se extrair o DNA das filarias adultas localizadas nas necropsias e de
fazer deteccéo das microfilarias no sangue coletado, foi utilizado kit QIAGEN DNeasy

Blood and Tissue, seguindo o protocolo do fabricante.

5.6.2. Nested PCR

Nessa etapa, a nested PCR é realizada para a amplificacdo do DNA de filarias
adultas e para a deteccdo de microfilarias nas amostras de sangue (TANG et al.,
2010), usando o alvo ITS-1 (Tabela 1). Sao utilizados 5 ul de DNA para a preparagao
do mix da 12 reacao de 10 ul de Buffer, 4 yl de MgClI2, 1 ul de DNTPs, 0,2 pl de cada
primer, 0,1 ul de GoTag® DNA Polymerase e 29, 5 ul de agua pura. Para o mix da 22
reacao, utilizam-se 2 ul do produto da primeira reacdo, de 10 ul de Buffer, 4 pl de
MgCI2, 1 ul de DNTPs, 0,1 ul de cada primer, 0,1 yl de GoTag® DNA Polymerase e
32,6 yl de agua pura. As condicbes de termociclagem foram: para a 12 reacédo, 1
reacao de 94°C por 7 minutos (420 segundos), 40 reacdes de 94°C por 20 segundos,
1 reacdo de 60°C por 20 segundos, 1 reacao de 72°C por 30 segundos; para a 22
reacdo é aplicado: 35 reagfes de 94°C por 20 segundos, 1 reacdo de 50°C por 20
segundos, 1 reacao de 72°C por 20 segundos e 1 reacgéo de 72°C por 10 minutos (600

segundos).
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Tabela 1. Primers utilizados para a deteccao de filarias em S. bicolor usando o alvo ITS-1.

Primers aplicados para deteccéo e identificacdo de filarias em Saguinus bicolor

Alvo Primers Tamanho do fragmento
ITs-L: IM-F-0021 Tan:GTGCTGTAACCATTACCGAAAGG
Espacador JM-U-0022
Interno de Tan:CGCAGCTAGCTGCGTTCTTCATCG 1° Reacdao: ~ 710pb
ITS1-F Tan: GGTGAACCTGCGGAAGGATC 2° Reacdo: ~ 305-312pb
Sequéncia ITS-FBIS Tan: GGTGAACCTGCRGMWGGATCA

. JM-F-0022-R Tan: TGCTTATTAAGTCTACTTAA
Transcrita 1

5.6.3. Eletroforese em gel de agarose

Os resultados do item 5.4.4.2 foram submetidos a técnica de eletroforese em
gel de agarose, utilizando tampéao Tris-acetato-EDTA, 3 pl de brometo de etidio, 3 p
de ladder de 100 pares de base e voltagem de 100V por 1 hora na cuba de
eletroforese, a fim de se ler o resultado das Nested PCRs.

5.6.4. Sequenciamento de Sanger e Next Generation Sequencing

Os sequenciamentos foram realizados no IOC/Fiocruz, através do Laborat6rio de
Genética Molecular de Microorganismos, junto aos pesquisadores Dra. Ana Carolina
Paulo Vicente e Dr. Carlos Henrique Aguiar Costa, e também junto ao Laboratério de
Ecologia de Doencas Transmissiveis da Amazo6nia (EDTA), com o Dr. James Lee

Crainey.

Primeiramente, as amostras positivas no Nested PCR foram purificadas com

QIAquick PCR Purification Kit (protocolo do fabricante).

Foram realizados sequenciamentos de Sanger com os produtos de PCR gerados
das amostras de sangue e DNA de filarias adultas que testaram positivo para o alvo
ITS-1. Para os métodos de Next Generation Sequencing, foi usado o produto de

extracdo de DNA de uma das filarias adultas encontradas no animal 967, num estudo
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paralelo a este, da mesma equipe de pesquisadores, por Costa et al. (submetido a

publicacao).

Os cromatogramas resultantes dos sequenciamentos de Sanger foram entéo lidos
nos programas Chromas Lite e Chromas, a fim de se destacar um fragmento da
sequéncia. Esse fragmento é entdo submetido ao bando de dados Genbank, através
da ferramenta BLASTn (configuragdes: standard database, Onchocercidae taxid,
somewhat similar sequences), para comparacdo com sequéncias disponiveis, a fim
de se identificar espécie, género ou familia. Foram consideradas apenas sequéncias

= 98% de identificacdo no Genbank.

5.7. Analise de paisagem da prevaléncia de filarias em Saguinus bicolor

5.7.1 Georreferenciamento e construcao do buffer dos animais amostrados

Para o georreferenciamento da localizagdo dos animais estudados no estudo,
foram utilizadas as as coordenadas geograficas do S. bicolor amostrados, com a ajuda
dos dados coletados pelo Laboratério Sauim-de-coleira e pelo CETAS, em forma de
fichas. Quando esse dado ndo estava diretamente disponivel nas fichas dos animais,
foi utilizado a descricédo do local onde o S. bicolor foi encontrado para transformar em
coordenada geogréfica. Isso foi feito com ajuda dos programas Google Earth™ e
Google Maps™.

Essas coordenadas foram organizadas em tabelas no Excel em formato csv e
inseridas no programa QuantumGis (versdes 3.16.16 e 3.22.8), utilizando a
propriedade de “dados de texto delimitado” na aba de Camadas. Elas puderam, entao,
tornar-se uma camada vetorial que pode ser projetada em mapas, no Datum SIRGAS
2000, usando coordenadas UTM, zona 20 Sul (EPSG:31980).

Adicionalmente, os dados referentes ao diagnoéstico por filaria — positivos e
negativo, e a identificagéo da filaria — foram organizados em forma quantitativa nessa
mesma tabela. Dessa forma, os animais puderam ser visualizados no mapa também

guanto ao seu estado infeccioso.
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A partir do georreferenciamento dessas localizagoes, foi utilizado a ferramenta
de “buffer” dentro da aba de Vetor e de Geoprocessamento, no Qgis, a fim de se tragar
os buffers necessarios para a analise. Os parametros estabelecidos foram a camada
vetorial das amostras como “camada de entrada”, distancia estabelecida de 500

metros e de 1000 metros, bem como formato redondo para ambos.

5.7.2. As variaveis para andlise de paisagem

As variaveis utilizadas para a andlise de paisagem foram de ordem

demografica, meteorolégicas e geogréficas (Tabela 2).

Variavel Unidade Categoria Fonte

Populacdo humana (por bairro) N° de Demogréfica SEDECTI-AM/IBGE
pessoas/bairro
Temperatura média anual °C Meteoroldgica EST/UEA e INMET
Temperatura média mensal °C Meteoroldgica EST/UEA e INMET
Precipitagdo média anual mm/hora Meteoroldgica EST/UEA e INMET
Precipitagdo média mensal mm/hora Meteoroldgica EST/UEA e INMET
Umidade relativa anual % Meteoroldgica EST/UEA e INMET
Umidade relativa mensal % Meteoroldgica EST/UEA e INMET
Presenga de corpos d’agua (por buffer) Sim/ndo Geogréfica Projeto Mapbiomas
Area total do corpo hidrico (por buffer) ha Geografica Projeto Mapbiomas
Densidade de corpos hidricos (por buffer) % Geografica Projeto Mapbiomas
Presenca de corpos hidricos intermitentes (por Sim/nao Geogréfica Projeto Mapbiomas
buffer)

Comprimento total de estradas (por buffer) Km Geografica ESRI

Proporcao de estradas (por buffer) Km?2 Geogréfica ESRI
Area Urbana total (por buffer) ha Geogréfica Projeto Mapbiomas
Proporcao de area urbana (por buffer) % Geogréfica Projeto Mapbiomas
Area florestal total (por buffer) ha Geogréfica Projeto Mapbiomas
Proporcéo florestal (por buffer) % Geografica Projeto Mapbiomas

Florestal,

Matriz da paisagem (por buffer) Urbana, corpos Geografica Projeto Mapbiomas
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d’agua e outra

formacédo

IVDN (por buffer) Pixels Geogréfica Earth Explorer

Tabela 2. Variaveis utilizadas para a construgao de MLG.

5.7.3. Variaveis demograficas e meteoroldgicas

Para construir as tabelas das varidveis de ordem demogréfica, foram obtidas
do site da Secretaria de Desenvolvimento, Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (SEDECTI)
e do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE); nestes sites, ha o censo
demogréfico realizado em 2010 e, no SEDECTI, especificamente, ha estimativas de
populacao por bairro organizados por essa secretaria, para os anos de 2015, 2017 e
2021.

As de ordem meteorolégicas foram obtidas através de solicitacdo junto ao
Laboratorio de Instrumentacdo Meteoroldgica/Universidade Estadual do Amazonas
(EST/UEA) e da série histérica de dados disponibilizado pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET). Neste caso, foram utilizados os dados referentes aos anos e
meses da localizacdo do animal pelo Projeto Sauim-de-coleira ou o recebimento do
animal no CETAS, para medi¢des anuais e mensais. Portanto, foram utilizados dados
das seguintes datas: 05/2005; 07/2007; 05 e 07/2008; 04 e 11/2010; 05, 07 e 11/2011,
07/2012; 03 e 07/2013; 10 e 12/2014; 03, 07, 08, 09 e 11/2015; 01, 03, 06 e 07/2016;
12/2017; 01, 02, 05, 06, 09, 10 e 11/2018; 01, 02, 04, 08 e 10/2019; 04, 05, 07 e
09/2020; 04 e 11/2021. Foi calculado a média da temperatura para cada ano e més

citado anteriormente utilizando o programa Excel.

5.7.4. Variaveis geograficas

Quanto as variaveis geograficas, foi necessario a confeccéo de mapas no Qgis.
Tendo como fonte os toolkits de “Uso e Cobertura da Terra” (colecao 6) e do
“Mapbiomas — Agua” (colecgéo 1), desenvolvidos pelo Projeto Mapbiomas Alerta, foi
possivel obter a versao raster da série historica dos mapas do mesmo nome (anos

correspondentes aos citados no item 5.4.6.2.1). Esses mapas em raster foram entao
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inseridos no Qgis um a um e, utilizando o comando de “poligonizar”, eles se tornam
uma versao vetorial deles mesmos, com diversas feicdes, onde cada uma

corresponde a um tipo de uso e cobertura da Terra mapeado pelo projeto Mapbiomas.

A partir das versdes vetoriais, pode-se destacar a feicdo de interesse para
exportar numa nova camada vetorizada (projetada em SIRGAS 2000/ Zona UTM 20
Sul). Para o presente trabalho, foram escolhidas as feicbes DN1 — Floresta, DN24 —
Area Urbana e DN1 — Corpos d’agua, seguindo a legenda dos codigos das classes
das duas colecbes. A patir dessa camada exportada, pode-se fazer o recorte dela
dentro do buffer de 500m e de 1000m de cada animal georreferenciado, utilizando a
ferramenta de “recorte”. Dessa forma, foi possivel delimitar a area de cobertura
florestal, urbana e de corpo d’agua dentro de cada buffer, e conseguir os dados sobre
essas variaveis em valor numérico (m2 e ha) na tabela de atributos gerada dentro da

camada recortada.

Para a medicao de estradas dentro dos buffers, foi utilizado como base o ESRI
Satellite, disponivel no plugin QuickMapServices, e o plugin do projeto OSM
Downloader, para o recorte e download de dados. A partir dessa ferramenta, foi
destacado toda a area de estudo — onde se podia visualizar S. bicolor amostrados
pelo presente trabalho projetados na imagem de satélite ESRI, no DATUM
previamente citado — e transformar essa area destacada em um arquivo .osm. Com
isso, esse arquivo pdde ser inserido no Qgis, na opgao de “Gerenciador de fonte de
dados” no botdo de Camadas, escolhendo as feicdbes da mesma. A partir desse
arquivo, foi possivel escolher a feicdo que representavam as ruas da area destacada,
e exporta-la em um arquivo do tipo shapefile. e na projecdo correta, para fazer o
recorte dentro dos buffers. As variaveis correspondentes as estradas foram as Unicas

gue nédo seguiram a série historica dos animais do projeto.

As variaveis sobre o Indice de Vegetacdo por Diferenca Normalizada (IVDN)
foram calculadas utilizando imagens infravermelha e vermelha de Landsat 5, 7 e 8,
baixadas em raster do projeto Earth Explorer, do USGS, correspondentes aos anos
da série histérica dos S. bicolor, listada no item 5.4.6.2.1. Foi necessario fazer
reprojecdo para o DATUM e coordenadas utilizadas. Entéo, foi aplicada a férmula para
o calculo de IVDN, na calculadora raster:

(NIR-R)
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(NIR+R)

Onde NIR corresponde ao valor numérico da imagem infravermelha (feicdo B5
na imagem) e o R correspondeo ao valor do espectro vermelho visivel (feicdo B4). A
camada gerada corresponde ao resultado, onde se p6de classificar uma paleta cores
nas suas propriedades, selecionando “estilo”, para a visualizagdo em imagem do
resultado. Com isto preparado para todos os anos de interesse, foi utilizado a
ferramenta “estatistica zonais”, inserido essas camadas raster e a camada vetorial dos
buffers dos animais. Dessa forma, o programa péde distribuir os calculos do IVDN
correspondente a cada buffer, na tabela de atributos da camada dos buffers. A
medicdo do indice é feita observando os valores da quantidade de pixels daquela
paisagem, onde valores de 0 ou préximos a 0 indicam coberturas de plantas pouco
ativas em termos de fotossintese (ou seja, plantas “adoecidas”), e valores de 1 ou

proximos indicam fotossintese ativa (ou plantas muito saudaveis e vigorosas).

Para o célculo da proporcdo das variaveis geograficas, em porcentagem, foi
necessario dividir cada uma de suas areas encontradas dentro do buffer pela area
total de ambos os buffers (500m correspondendo a 785.000 m2 e 78,5 ha; 1000m
correspondendo a 3.140.000m2 e 314 ha) e entdo multiplicar o resultado por 100. Isto

foi feito com o programa Excel.

A matriz da paisagem foi considerada em 4 variaveis-respostas: “florestal”,
“‘urbana”, “corpo d’agua”’ e “outra formacao”. “Florestal’” se a cobertura de floresta
dentro dos buffers for a de maior porcentagem; “urbana” se a area urbana for a de
maior porcentagem; “corpo d’agua” se a area com agua for a de maior porcentagem;
“outra formacado” quando a cobertura de qualquer outro tipo de paisagem for a de

maior porcentagem.

Para a presencga de corpos d’agua, foi considerado a visualizacdo dos mesmos
através dos mapas vetorizados e 0s anos correspondentes, dentro de ambos 0s
buffers, como “sim” e a auséncia anual como “ndao”. Para os corpos d’agua
intermitentes, foi considerado “sim” caso fosse observada a variagao de sua presenca
numa faixa de 3 anos e “ndo” para a total auséncia de agua ou para a exclusiva

presenga corpos d’agua permanentes.
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Por fim, com os dados todos devidamente calculados, eles foram todos

organizados em planilha Excel, com os mesmos titulos apresentados no item 5.7.2.

5.8. Analise de dados

A andlise descritiva foi feita no programa Excel, com a obtencdo de
porcentagem dos resultados das amostras, bem como média, desvio padréo, valor

minimo e valor maximo de todas as variaveis.

Para fazer a modelagem estatistica, os dados dos animais como ID, resultados
da Nested PCR para sangue na cavidade e os dados correspondentes as variaveis
foram todos organizados em planilha csv., do programa Excel, e inseridos no
programa R (versdo 4. 1. 3.). Os dados foram primeiramente submetidos a anélise
exploratdria através do Teste da Soma dos Postos e Teste da Soma Exata dos Postos
de Wilcoxon, Teste Exato de Fisher e Teste do Qui-quadrado. As variaveis que
apresentaram valor-p menor que 5% e nao apresentaram multicolinearidade foram

consideradas adequadas para a constru¢cao do modelo.

Os modelos lineares generalizados (MLG) foram corridos no programa R para
explorar a associacdo entre as variaveis demogréficas, meteoroldgicas e geogréficas
e a prevaléncia das filarias (positivo e negativo). Aplicou-se o Critério de Informacao
de Aikake (AIC, em inglés) a fim de escolher o modelo mais parcimonioso. Também
foi calculado a razédo de chances e o intervalo de confianca para as variaveis dentro
desses critérios. Por fim, foram feitos graficos para a visualizacdo do resultado do
MLG no proprio programa R.
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6. Resultados

6.1. Deteccéo e identificacdo de filarias

Um total de 62 necropsias foram realizadas, nas quais foi possivel retirar
amostras de sangue da cavidade peritoneal de 46 das carcacas de S. bicolor. Quanto
aos animais vivos, foi possivel coletar amostras de sangue de 10 S. bicolor. Portanto,
h& um total de 71 animais amostrados como um todo (pois um dos animais teve sua
amostra bioldgica coletada duas vezes: quando estava vivo e na sua necropsia) e um
total de 56 amostras de sangue. A quantidade de amostras é menor que a de animais
amostrados pois, em algumas carcacas, ndo se foi possivel recolher amostra de

sangue devido ao estado avancado de decomposicao e ressecamento.

Na necropsia, 4/62 (6,45%) das carcacas tiveram presenca de filaria adulta na
cavidade abdominal, sendo que um dos animais (ID: 967) apresentava infec¢céo por
20 filarias tanto na cavidade toracica e outro (ID:1013), por 2 filarias na cavidade
toracica. Nenhuma filaria foi encontrada na regido do subcutaneo. Das 56 amostras
de sangue, foi-se feito esfregaco em 47 amostras, uma vez que a quantidade tirada
dos animais foi pouca em varios deles e, neste caso, priorizou-se a investigacao
molecular. Dessas 47 laminas, 3 foram positivas para a presenca de microfilarias em

esfregacos de sangue (6,38%).

Com excecao das 2 filarias adultas localizadas no animal 1013 e de 8 das
filarias encontradas no animal 967, que estavam muito deterioradas para serem
identificadas na dissecacéo, todas as outras filarias encontradas neste trabalho foram
identificadas como Dipetalonema sp., utilizando as chaves morfoldgica de Notarnicola
et al., 2008 (Figura 7). Quanto as microfilarias visualizadas, 2 delas puderam ser
identificadas como Mansonella. sp., quanto aos corpos esbeltos, auséncia de bainha

ao redor do corpo e caldas nucleadas (Figura 8).



52

Figura 7. Morfologia de Dipetalonema sp. adulta. A: extremidade anterior da fémea (b) abertura oral,

(e) esbfago, (v) abertura vulvar e vagina em formato sinuoso. Barra: 20 um. B: extremidade posterior

do macho, mostrando 6rgéos reprodutores e area rugosa (ei) epiculo esquerdo, (ed) espiculo direito,
(c) abertura clocal e papilas cloacais. Barra: 20 pm.
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Figura 8. Microfilaria de sauim-de-coleira visualizada em microscaépio 6ptico (objetiva de 40 X).

No que se refere as analises moleculares das amostras de sangue, das 56
amostras, 28,57% (16/56) foram positivas para a presenca de DNA de filarias, e
71,42% (40/56) negativas.

Através de sequenciamento de Sanger e comparacdo com sequéncias do
Genbank, constatou-se que cerca de 12 das 16 amostras de S. bicolor positivos
apresentaram DNA de parasitos pertencentes a espécie Mansonella mariae (75%),
apresentando = 98% de identificacdo no banco de dados do Genbank, com a
ferramenta BLASTn; 1 outro, como sendo Dipetalonema gracile (6,25%). 1 dos
positivos foi possivel identificar como sendo da Familia Onchocercidae (6,25%), ou
seja, a procura no Genbank produziu um retorno dentro desse tdxon, porém nenhuma
das sequéncias disponiveis teve identificacdo = 98%. De 2 amostras (12,5%), néo foi
possivel fazer nenhum tipo de identificacao, pois a procura no Genbank nao produziu
nenhum retorno. Também, constatou-se coinfeccdo por Dipetalonema sp. adulta e
microfilaremia de Mansonella mariae — resultado observado na analise molecular —

em um dos casos.

No caso das filarias adultas, das 24 filarias, foi possivel extrair e amplificar o
DNA via PCR de 14 parasitos. Dessas, 1 foi identificada como Dipetalonema sp.
através do NGS; 8 foram identificadas como sendo da familia Onchocercidae no
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Sequenciamento de Sanger e na comparacdo com o banco de dados Genbank, no
mesmo processo de identificagdo que ocorreu com as amostras de sangue. As outras

5 filarias ndo puderam ser identificadas ao nivel molecular.

Quanto a filaria identificada com metodologia NGS, constatou-se que se trata
de uma filaria da espécie Dipetalonema gracile (COSTA, et al., submetido a

publicacao).

Considerando todos os positivos, independentemente do método diagnostico e
das condi¢Oes dos sinais vitais, a prevaléncia da infecgéo foi de 23, 94% (17/71) em
Saguinus bicolor (tabela 3). A porcentagem de negativos tanto na necrépsia quanto
na analise molecular foi de 51,61% (32/62) e a de animais que foram negativos apenas
na necropsia é de 24,19% (15/62). Entre todos 0s negativos na analise molecular,
incluindo vivos e mortos, houve 56,33% (40/71).

Dos positivos, 70,58% (12/17) foram identificados com infec¢ao por Mansonella
mariae; 17, 64% (3/17) com Dipetalonema sp.; 11, 76 % (2/17) casos em que sO se

pdde identificar a filaria a nivel de familia.

Para a amostragem entre animais vivos, 20% (2/10) dos animais apresentaram

infeccdo por filaria na analise molecular, com 80% negativos (8/10).



Tabela 3. Visualizacéo geral dos dados dos animais positivos para filarias.
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Deteccéo Detecgdo
Identificacdo  Sinais Amostra Microscopia  Necrépsia Molecular: Molecular: Identificac&o Local
do S. bicolor  vitais P P ITS1 NGS geral
848 Morto Sangue - - + N&o se aplica Negativo Coroado
972 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
967 Morto Sangue/ - + + + Dipetalonema sp./Familia
filaria Onchocercidae Taruma
957 Morto Sangue/ - + + N&o se aplica Mansonella mariae/ Puraquequara/
filaria Dipetalonema sp. Distrito Il
958 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Rodovia
AMO10
939 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
900B Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
812 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
105 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
914 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
922 Morto Sangue - - + N&o se aplica Mansonella mariae sli

Saium 0 Morto Sangue + - + N&o se aplica Mansonella mariae Coroado
999 Morto Sangue Amostra - + N&o se aplica Mansonella mariae Rodovia
insuficiente AMO10
410/2019 Vivo Sangue + Nao se aplica + Nao se aplica Mansonella mariae Tarumé

TR-02/22 Vivo Sangue + N&o se aplica + N&o se aplica Negativo Tarumé-acu
947 Morto Sangue/ Amostra + + Nao se aplica Dipetalonema sp. BR-174

filaria insuficiente
1013 Morto Filaria Sem amostra + + N&o se aplica Familia Onchocercidae Ponta Negra
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6.2. Analise de paisagem da prevaléncia de filarias

Dos 71 animais amostrados neste trabalho, foi possivel fazer a localizacdo e
georreferenciamento de 50 deles (Figura 9, Figura 10; tabela 4). 16/71 n&do foram
localizados com precisdo, podendo apenas fazer uma leve estimativa ao nivel de
bairro ou de rodovia (Figura 6; tabela 4) e 5/71 nao tiveram nenhum tipo de

localizacéao.

. DATUM:Sirgas 2000
Localizacao dos sauins-de-coleiras amostrados para a presenca de filaria | | Coordenadas: UTM / Zona 20 Sul
= fean - Bases cartograficas: Projeto
no municipio de Manaus - AM Mapbiomas, DNIT 2017, FVS 2021,
IBGE 2021
Elaboragao: Cindy Alves Dias,
Francisca Helena Aguiar-Silva
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B Taruma-Agu
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— Principais rodovias
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Figura 9. Localizacdes dos sauins-de-coleira amostrados. Confec¢éo na plataforma Qgis (versdes
3.16.16 e 3.22.8), DATUM Sirgas 2000, coordenadas UTM/Zonal 20 Sul.

Dos 12 animais positivos para Mansonella marie, 7 se localizam no fragmento
da UFAM: 6 na area considerada da universidade, e 1 no Conjunto Acariquara, que
compartilha do mesmo fragmento florestal (Figura 10, Figura 12); 1 em area que
abrange os bairros Puraquequara e Distrito Industrial Il, no ramal chamado “Estrada
do Brasileirinho”; 2 na Rodovia AM-010; 1 no bairro Taruma, na Avenida do Turismo
e 1 nédo teve a localizacdo encontrada (Figura 11; Tabela 4).
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Localizacdo dos sauins-de-coleiras amostrados para a presenca de filaria no fragmento Florestal
da UFAM - AM

836000 838000
———————————————————————

Legenda:

Bairros de Manaus:
[ Coroado
— Principais rodovias
Sauins-de-coleira:
@ Negativo
A Positivo
O Negativo

(apenas necropsia)

DATUM:Sirgas 2000
Coordenadas: UTM / Zona 20 Sul
Bases cartograficas: Projeto
Mapbiomas, DNIT 2017, FVS 2021,
IBGE 2021
Elaboragdo: Cindy Alves Dias,
Francisca Helena Aguiar-Silva

0 250 500m
-

Figura 10. Mapa das localiza¢des dos Saguinus bicolor amostrados do fragmento florestal da UFAM.
Confeccionado na plataforma Qgis (versfes 3.16.16 e 3.22.8), DATUM Sirgas 2000, Coordenadas
UTM/Zonal 20 Sul.

Dos 3 Saguinus bicolor com infecgcéo por Dipetalonema sp., 1 foi encontrado
na rodovia 174 (animal 947); 1 outro foi encontrado no ramal “Estrada do Brasileirinho
(animal 957) e 1 foi encontrado no Bairro Taruma, Av. Santos Dummont, em frente ao

Aeroporto Internacional Eduardo Gomes (animal 967) (Figura 11).



Localizacdo dos sauins-de-coleiras amostrados para a presenca de filaria
no municipio de Manaus - AM

DATUM:Sirgas 2000
Coordenadas: UTM / Zona 20 Sul
Bases cartograficas: Projeto
Mapbiomas, DNIT 2017, FVS 2021,
IBGE 2021
Elaboragdo: Cindy Alves Dias,
Francisca Helena Aguiar-Silva
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Figura 11. Localiza¢des dos Saguinus bicolor cujo parasito filarial foi identificado. Confeccionado na

plataforma Qgis (versfes 3.16.16 e 3.22.8), DATUM Sirgas 2000, Coordenadas UTM/Zonal 20 Sul.

da UFAM
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Figura 12. Mapa das localiza¢des dos Saguinus bicolor cuja filaria foi identificada, no fragmento
florestal da UFAM. Confeccionado na plataforma Qgis (versfes 3.16.16 e 3.22.8), DATUM Sirgas

2000, Coordenadas UTM/Zonal 20 Sul.

Legenda

0000996

Filaria:

@ Mansonella mariae
Bairro:

I Coroado

— Principais Rodovias

DATUM: Sirgas 2000
Coordenadas: UTM/ Zona 20 Sul
Bases cartograficas: FVS 2021,
DNIT2017, Projeto Mapbiomas
Elaboracdo: Cindy Alves Dias,
Francisca Helena Aguiar-Silva

0009596




59

Como um todo, para 0s positivos: 47% (8/17) deles se encontram no bairro do
Coroado, especificamente no fragmento florestal da UFAM; 12% (2/17) no bairro
Taruma; 12% (2/17) na rodovia AM-010; 5,8% (1/17) no bairro Taruma-acu; 5,8%
(1/17) na rodovia BR-174; 5,8% (1/17) na juncdo dos bairros Distrito Industrial
[I/Puraquequara; 5,8% (1/17) no bairro Ponta Negra e 5,8% (1/17) sem localizacéo
encontrada (Tabela 4).

Para os negativos “seguros”: 56,46% (22/39) estao no bairro do Coroado; nos
bairros Aleixo, Taruma e Jorge Teixeira ha 5,12% (2/39) em cada um; 2,56% (1/39)
em Rio Preto da Eva, na BR-174 — fora da regido urbanizada de Manaus —, na AM-
010, em alguma localidade da Av. das Torres (Manaus), nos bairros Zumbi dos
Palmares Il, Parque 10 de Novembro, Santo Agostinho e Nova Cidade, também em

cada um dos locais; 7,7% (3/39) sem local identificado (Tabela 4).
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Tabela 4. Visualizagéo geral da localidade dos S. bicolor, nimero de positivos e nimero de negativos
em cada local.

Negativos
Bairro/Localidade: N° de S. bicolor Positivos Negativos (apenas
necropsia)
1 0

(A=Y

Rio Preto da Eva

N
o
N
N
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o

Coroado

Av. das Torres

Zumbi dos Palmares Il
Aleixo
Japiim
BR - 174
Taruma
Taruma-Acu
Parque 10 de Novembro
Distrito Industrial |
AM-010
Jorge Teixeira
Santo Agostinho
Nova Cidade
Cidade Nova

Ponta Negra
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A analise exploratoria dos dados das variaveis foi realizada levando em conta
a quantidade de animais que foram negativos apenas na necropsia. Adicionalmente,
o animal do ano de 2022 néo foi incluido pois ainda ndo possui medi¢des das variaveis
citadas referentes a esse ano. Portanto, para esta etapa, foram considerados 49

animais: 15 positivos, 25 negativos e 9 negativos da necrépsia (Tabela 5).
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Positivo: 15 Negativos: 25 Sem aliquota: 9
Variavel Média +DP  (Min.-Max)  Média +DP (Min.-Max)  Média +DP (,\'\/’l';r)‘(')'
. 23089,6 10419- 5919-
Populagédo humana 36351,33 4 3103-60709  54595,68 21602,65 133441 51276,89 19290,69 63030
Densidade 5103,92 1700,59 0,99- 26,52-
demogréfica 3005,55 2657,03 0,99-5882,65 8750.39 4923,79 1970,87 2757
Temperatura 27,2- 27,15-
média anual 27,62 0,30 27,15-28,24 27,7532 0,360 28.24 27,58 0,142 28.41
Temperatura 26,52-
média mensal 28,33 1,13 26,62-30,32 27,56 1,309 26,4-31,17 26,93 0,32 2757
Precipitacdo média 0,042-
anual 0,12 0,13 0,03-0,36 0,065 0,078 0,03-0,33 0,153 0,149 0,36
Precipitacdo média i i 0,041-
mensal 0,06 0,05 0-0,19 0,062 0,084 0,002-0,45 0,181 0,169 0,44
Umidade relativa 74,98 1,337 73,25- 73,3-
anual 78,42 2,62 75,65-81,55 78,31 77,70 4,17 81,55
Umidade relativa 74,05-
mensal 71,47 6,97 60,47-80 75,06 7,122 51,8-82,68 79,32 3,51 83.94
Area total do corpo 0-
hidrico — 500m 2,93 6,69 0-20,26 0,403 0,657 0-2,41 0,158 0,267 0.8
Densidade de 0-
corpos hidricos — 3,71 8,53 0-25,80 0,52 0,83 0-3 0,196 0,334
0,22
500m
Area tota | do 0-
corpo hidrico — 13,60 33,11 0,09-98,3 1,10 1,21 0-3,6 0,747 0,946
2,6
1000m
Densidade de 0-
corpos hidricos — 4,32 10,54 0,03-31,30 0,34 0,38 0-1,14 0,24 0,297
0,8
1000m
Comprimento total 77,
de estradas — 6,71 4,52 0,94-17 9,63 3,51 2,31-25,47 9,631 1,729 '
12,71
500m
Proporcéo de 9,8-
estradas — 500m 8,54 5,75 1,19-21,65 12,26 4,47 2,31-25,47 12,26 2,20 16,19
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Comprimento total

de estradas — 27.36 15,81 3,18-47,85 41,02
1000m
Proporcao de
estrame 1000 8,71 5,03 1,21-15,23 13,04
Area Urbana total — 18,44 19,43 0-54 2536
500m
Proporcdo de area 23.48 2472 0-68,58 32,34
urbana — 500m
Areatibanaiotal = 89,14 75,19 0-230,16 135,58
1000m
Proporcéo de area
kit 28,38 23,94 0-73,29 4317
Area florestal total
uffor 500 43,89 21,71 2,76-71,08 45,35
Proporcéo florestal 5503 2759 4-91 57.94
—500m
Area florestaltotal ;75 o5 7053  4598-270,74 157,15
—1000m
Proporgdo florestal 5511 2239 14.60-86 50,04
—1000
IVDN — 500m 0,29 0,07 0,13-0,38 0,282
IVDN — 1000m 0,28 0,06 0,18-0,38 0,26

15,88

5,06

18,12

23,05

74,91

23,85

17,29
22,01
70,76
22,60

0,066

0,05

6,37-72,50

2,02-23,08

0-67,09

0-85,46

0-285,78

0-91,01

9,91-71,55
12,73-91
20,85-274,9
7-88

0,102-0,359

0,126-0,353

40,42

12,82

22,27

28,37

109,44

34,84

48,56
61,88
171,29
54,44

0,302

0,278

10,87

3,397

10,55

13,44

38,44

12,24

8,89
11,16
39,53
12,66

0,024

0,031

28,63-
56,04

9,11-
17,6

11,39-
41,25
14,5-

52,54

13,18-
178,44

4,19-

56,82
35,84-
62,22
46-79

114,1-
221,02

36-70

0,262-
0,339
0,223-
0,316

Tabela 5. Andlise exploratdria dos dados das variaveis.
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POde-se calcular estatisticamente a quantidade de animais que tinham em seus

buffers a presenca de &4gua como um todo, bem como a presenca de &gua

descontinuamente (tabela 6, tabela 7).

Tabela 6. Descrigdo do resultado da presenca de corpos d'agua intermitentes para sauins-de-coleira
positivos, negativos e negativos apenas na necrépsia, no buffer de 500 metros.

Presenca de Apenas
corpos d’agua | Positivos: 15 Negativos: 25 necropsia: 9
—500m
Sim 11 73,3% 17 68% 6 66,7%
Nao 4 26,7% 8 32% 3 33,3%
Presenca de
corpos d’agua
intermitentes —
500m
Sim 10 66,7% 16 64% 7 77,7%
N&o 5 33,3% 9 36% 2 22,3%
Total: 49

Tabela 7. Descricdo do resultado para a presenca de corpos d'dgua e corpos d'agua intermitentes
para sauins-de-coleira positivos, negativos e negativos apenas na necrépsia, no buffer de 1000

metros.

Presenca de
corpos d’agua
—1000m

Positivos: 15

Negativos: 25

Apenas necropsia: 9

Sim

15 100%

22 88%

8 88,9%

Nao

0 0

3 12%

1 11,1%

Presenca de
corpos d’agua
intermitentes —

1000m

Sim

15 100%

23 92%

8 88,9%

Nao

2 8%

1 11,1%

Total: 49
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Finalmente, a partir dos dados envolvendo proporgéo de corpos d’agua, de area
urbana, florestal e outra formacgéo, pdde-se visualizar e calcular a matriz da paisagem

dos Saguinus bicolor, dentro de ambos os buffers (tabela 8, tabela 9).

Tabela 8. Descricao do resultado para o tipo de matriz da paisagem encontrada para S. bicolor
positivos, negativos e negativos apenas na necrépsia, no buffer de 500 metros.

Matriz da Positivos: 15 Negativos: 25 Apenas
Paisagem necropsia: 9
—500m
Florestal 9 60% 19 76% 7 88,9%
Urbana 4 26,7% 5 20% 2 11,1%
Corpo d’agua 1 6,7% 0 0 0 0
Outra formacao 1 6,6% 1 4% 0 0
Total: 49

Tabela 9. Descricao do resultado para o tipo de matriz da paisagem encontrada para S. bicolor
positivos, negativos e negativos apenas ha necropsia, no buffer de 1000 metros.

Matriz da Positivos: 15 Negativos: 25 Apenas

Paisagem necropsia: 9
—1000m

Florestal 10 66,67% 13 52% 7 88,9%
Urbana 4 26,66% 12 48% 2 11,1%

Corpo d’agua 1 6,67% 0 0 0 0

Outra 0 0 0 0 0 0

formacéo

Total: 49

A modelagem da influéncia das varidveis em relacao a prevaléncia das filarias
foi realizada apenas com os animais que puderam ser georreferenciados e que foram
submetidos a analise molecular do sangue, uma vez que esse método diagndstico
resultou na maior quantidade de positivos, bem como ofereceu negativos mais
seguros, pois contaram também com a necropsia. Portanto, o N final da analise das

variaveis de paisagem contou com 25 animais negativos e 14 positivos (39).

Segundo os testes realizados, as variaveis que apresentaram valor-p < 5%
foram densidade demogréfica, temperatura média mensal, umidade relativa mensal,
area urbana total no buffer de 500m, propor¢ao de area urbana para o buffer de 500m,

comprimento total de estradas no buffer de 500m, proporcao de estradas no buffer de
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500m, comprimento total de estradas no buffer de 1000m, propor¢cao de estradas para
o buffer de 1000m (tabela 10). Foram, portanto, consideradas para o desenvolvimento
dos MLG.

Tabela 10. Tabela das andlises exploratérias das variaveis. Testes: a analise exploratéria através do
Teste da Soma dos Postos e Teste da Soma Exata dos Postos de Wilcoxon, Teste Exato de Fisher e
Teste do Qui-quadrado.

Analise Molecular —alvo ITS1 Valor-
Variavel
0,N=25 1,N=14 p
. 58,641 (51,354, 51,354 (16,106,
Populagdo humana 0.035
60,709) 56,819)
Densidade demogréfica 5,682 (4,976, 5,883) 4,976 (278, 5,506) 0.030

Temperatura média annual 27.60 (27.51, 28.21) 27.60 (27.52, 27.60) 0.9

Temperatura média mensal 27.25 (26.62, 27.89) 28.44 (27.80, 29.07) 0.010
Precipitacdo média annual 0.04 (0.04, 0.05) 0.04 (0.04, 0.05) 0.5
Precipitacdo média mensal 0.04 (0.03, 0.07) 0.04 (0.02, 0.06) 0.6
Umidade relativa annual 0.5
Umidade relativa mensal 78.0 (72.7, 80.6) 69.7 (65.9, 77.7) 0.035
Presenca de corpos d’agua —
17 (68%) 10 (71%) >0.9
500m
Area total de corpos d’agua —
0.09 (0.00, 0.45) 0.27 (0.02, 0.80) 0.5
500m
Densidade de corpos d’agua —
0.11 (0.00, 0.60) 0.33 (0.03, 1.00) 0.6
500m
Presenca de corpos d’agua —
22 (88%) 14 (100%) 0.5
1000m
Area total de corpos d’agua —
0.35(0.10, 2.14) 0.75 (0.20, 2.04) 0.5
1000m
Densidade de corpos d’agua —
0.10 (0.03, 0.68) 0.24 (0.07, 0.65) 0.5
1000m
Corpos d’agua intermitentes —
16 (64%) 9 (64%) >0.9
500m
Corpos d’agua intermitentes —
25 (100%) 14 (100%)
1000m
Area urbana total — 500m 21 (16, 29) 13 (1, 18) 0.045
Propor¢éo de area urbana — 500m 27 (20, 36) 16 (1, 23) 0.042



Area urbana total — 1000m
Proporc¢éo de area urbana —
1000m

Comprimento total de estradas —
500m

Proporgéo de estradas — 500m
Comprimento total de estradas —
1000m

Proporcéo de estradas — 1000m
Area florestal total — 500m
Proporcéo florestal — 500m

Area florestal total — 1000m
Proporcéo florestal — 1000m
Matriz da paisagem — 500m
Matriz da paisagem — 1000m
IVDN — 500m

IVDN — 1000m

134 (87, 177)

43 (28, 56)

9.8 (8.0, 10.4)
12.4 (10.2, 13.2)
37 (32, 56)

11.7 (10.2, 17.7)
48 (40, 57)
61 (52, 73)

159 (115, 213)
51 (36, 68)

0.31 (0.24, 0.33)
0.28 (0.22, 0.31)

82 (7, 124)

26 (2, 39)

7.2 (2.2, 8.7)
9.1 (2.7, 11.1)
33 (9, 39)

10.5 (2.9, 12.4)
53 (31, 58)
68 (39, 74)

194 (143, 228)
62 (46, 72)

0.32 (0.27, 0.35)
0.29 (0.26, 0.33)
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0.055

0.055

0.022

0.022

0.038

0.038
0.8
0.8
0.3
0.3
0.6

0.087
0.3
0.3
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No entanto, os modelos produzidos com a maior parte dessas variaveis
apresentaram grande multicolinearidade, segundo o coeficiente de correlagdo de
Pearson. Para a visualizacdo da multicolinearidade das variaveis, foi produzido um
correlograma segundo seus coeficientes de correlacédo, onde se pode observar o grau
de relacéo linear entre elas (Figura 13, Figura 14). Isto, relacionado ao N com uma
baixa quantidade de animais e desvios padrfes insatisfatorios, resultaram em

modelos inseguros e ndo confiaveis no teste de AIC (Tabela 5).

O modelo mais parcimonioso foi o de densidade demografica + temperatura
média mensal (md1), apresentando AIC de 45,821 (Tabela 11, Tabela 12). Um outro
modelo com um AIC considerado aceitavel foi o de proporc¢éo florestal no buffer de
1000. No entanto, o valor-p e a correlacdo desta variavel com outras, bem como a
andlise exploratéria dos seus dados, ndo se revelaram satisfatorias, e esse modelo
nao foi considerado o ideal (Tabela 5, Tabela 10; Figura 13). Os demais modelos de
baixa qualidade ndo foram colocados aqui pois todos apresentaram AIC > 50 (Tabela
10, Tabela 11).

—
=T
z
1
Ll (=]
EI é %I
(o]
EI e i 0 B
o |
A A =
ww CD' T TR s
g4 L5 I o9
5 2 @ 2 e 8
TEMP_MED_MENSAL 100 3 ! -5 < ﬂ L T 5
w x £ 3 @ S
UMI_RELAT_MENSAL 092100 < 5 & &5 & i o
prd L
] <
AREA_URB_BUFFER_500 100 6 < g' a) o E
W o ¢ = 2
DENSI_AU_BUFFER_500 1010 & £ 5 5 B
[ T R
<L
AREA_URBANA BUFFER_1000 0.840.841.00 [ g g' Q
Z O rr
ESTRADAS_TOTAL_BUFFER_500 077077072100 & F I
[T
DENSI_ESTRADAS_BUFFER_500 0.77 0.77 0.7211.00 1.00 1 g
=z
ESTRADAS_TOTAL_BUFFER_1000 0.61/0.61 0.89/0.690.69 1.00 &
DENSI_ESTRADAS_BUFFER_1000 0.61 0.61 0.89 0.69 0.69 1.00 1.00
[ — E—

-1 08 06 04 -02 0 02 04 06 08 1

Figura 13. Correlograma das relagdes lineares das variaveis de interesse (valor-p <5%) em relagéo a
multicolinearidade.
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Figura 14. Correlograma geral do comportamento de todas as varidveis em relacdo a

multicolinearidade.

Tabela 11. AIC dos modelos de regressao linear sobre a influéncia da varidvel em relacdo a

prevaléncia de filarias em Saguinus bicolor.
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Modelo AIC
md0 COD_ITS1SANGUE ~ DENSI_DEMO 48,342
md1 COD_ITS1SANGUE ~ DENSI_DEMO + TEMP_MED_MENSAL 45,821
COD_ITS1SANGUE ~ DENSI_DEMO + TEMP_MED_MENSAL +
md?2 PROPORT_FLORESTA BUFFER_1000 45,794
md3 COD_ITS1SANGUE ~ IVDN_BUFFER_500 54,277
md4 COD ITS1SANGUE ~ COD MATRIZ BUFFER 500 54,009
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Tabela 12. Resultado da razédo de chances e do intervalo de confianca para as variaveis escolhidas

para o MLG.
COD_ITS1SANGUE
Razao de valor-
Preditores chances Cl p
(Intercept) 0,0000 0,0000 - 0,7839 0,059
DENSI DEMO 0,9996 0,9992 — 0,9999 0,026
TEMP MED MENSAL 1,9775 1,0534 — 4,1781 0,046

O modelo de densidade demogréfica + temperatura média mensal apresentou
uma relacdo de positividade entre a probabilidade de animais positivos e maior
temperatura média; e uma relacéo de negatividade entre a probabilidade de animais
positivos e com maior taxa de densidade demografica por bairro (Figura 15, Figura
16).

Predicted probabilities of COD_ITS1SANGUE
100% -
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Figura 15. Grafico MLG da influéncia da temperatura média mensal sobre a prevaléncia de filaria em
Saguinus bicolor.
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Figura 16. Grafico MLG da influéncia da densidade demografica sobre a prevaléncia de filaria em
Saguinus bicolor.
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7. Discussao

Durante o periodo de estudo, foi possivel detectar a presenca de filarias em
23,94% (17/71) do total de Saguinus bicolor amostrados, bem como 56,33% (40/71)
negativos na andlise molecular. Foi identificada a presenga de Mansonella mariae em
70,58% (12/17) desses positivos, e 17,64% (3/17) de Dipetalonema sp.; fazendo
registro de coinfeccdo de Dipetalonema sp. adulta e microfilaremia de Mansonella
mariae. Em 11,76% (2/17) dos positivos, indicou-se apenas presenca de filaria da
familia Onchocercidae. Apenas um dos animais teve a identificacdo de parasitemia
tanto por adulto quanto por microfilaria de Dipetalonema sp. O animal que apresentou
status de infeccdo por filaria adulta de Dipetalonema sp. e infec¢cdo por algum
individuo da familia Onchocercidae em sua amostra de sangue foi considerado

inconclusivo para uma coinfeccéo.

Este trabalho, adicionalmente, é o primeiro relato de identificacdo de
Mansonella mariae e Dipetalonema sp. em Saguinus bicolor, bem como de coinfec¢éo

por esses dois parasitos nesse primata.

A identificacdo de Mansonella mariae e Dipetalonema sp. neste primata
condizem com os achados da literatura, que relatam a presenca de Mansonella mariae
e Dipetalonema spp. em Saguinus imperator, de regido amazénica (Erkenswick et al.,
2017). Ha também a ocorréncia de D. freitasi e D. gracile em Lagothrix poeppiigii,
Pithecia monachus monachus e Cacajao calvus ucayalii, também em regido
amazonica (CONGA et al., 2018; 2019). Também hé& descri¢cdo de co-infeccdo por
Mansonella sp. em seres humanos, detectado em area periurbana de Sao Gabriel da

Cachoeira, municipio amazonense (CRAINEY, et al., 2020).

Ainda, dados sobre a transmissdo de parasitos filariais em primatas nao-
humanos sdo escassos, porém, recentemente, ocorreu deteccdo molecular de
Mansonella mariae em Simulium oyapockense. Esta detec¢do também foi feita em
area periurbana de Sao Gabriel da Cachoeira, mostrando a possibilidade do risco
zoonatico devido a presenca do parasita em vetor antropofilico na Amazénia brasileira
(SILVA, et al., 2022).

Os resultados dos individuos que s6 puderam ser identificados a nivel da

familia Onchocercidae — em 2 casos para amostras de sangue e para 8 das filarias
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adultas encontradas — evidencia a necessidade de analises de maior robustez para
uma adequada identificacdo. A utilizacdo de uma maior quantidade de alvos,
resultando numa maior quantidade das amplificacbes, podem gerar um trabalho

filogenético mais detalhado.

Dos 17 positivos, 47% estdao no fragmento florestal da UFAM, no bairro
Cororado; 12% no bairro Taruma; 5,8% no bairro vizinho Taruméa-acu; 12% na rodovia
AM-010, em zona de expanséao urbana de Manaus; 5,8% na rodovia BR-174, em area
fora da regido urbana e de expanséao urbana de Manaus; 5,8% na juncéo dos bairros
Distrito Industrial 1l e Puraquequara; 5,8% no bairro Ponta Negra e 5,8% sem

localizac&do encontrada.

Para estes positivos, no buffer de 500 metros, 73,3% tiveram a presenca de
corpos d’agua em sua paisagem e 66,7% tiveram a presenga de corpos d’agua que
nao perduravam de um ano ao outro. No buffer de 1000m, todos os positivos tiveram
ambas essas categorias de corpos d’agua. Os negativos também apresentaram alta

taxa de presenca de agua, tanto no geral como o intermitente.

Observou-se que a matriz florestal foi a dominante para 60% dos positivos,
com a urbana sendo a segunda mais ocorrida, em 26,7% e com ocorréncia de matriz
caracterizada por corpo d’agua em 6,7%. A paisagem foi similar para os negativos,
com 76% de matriz florestal e 20% de matriz urbana, porém com auséncia de matriz
de corpo d’agua. No buffer de 1000 metros, percebe-se esse padrdo praticamente
idéntico.

N&o se percebeu grande diferenciacao entre a matriz da paisagem dos animais
positivos e negativos, nem em relacdo a presenca de agua. A grande semelhanca
entre os resultados pode ser consequéncia da area de abrangéncia da prevaléncia
das filarias — isto é, a regiao periurbana e de expansao urbana de Manaus — que néo

demonstraram caracteristicas muito diferenciadas umas das outras.

O mesmo ocorreu para o IVDN, ndo se observando diferenciagdo entre
positivos e negativos, ou entre seus buffers. De forma geral, descreve-se um nivel de
fotossintese baixo a moderadamente saudavel, nas coberturas florestais estudadas e

para ambos os resultados de infeccao filarial.
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As variaveis das andlises de paisagem — tais como densidade demografica,
temperatura, precipitagdo e presenga de corpos d’agua — procuraram ser
desenvolvidas levando em conta principalmente o contexto de ciclo de vida de vetores
em geral, como sugere a literatura, e uma vez que eles sdo a peca-chave para a
infeccédo por filarias (CANO et al., 2014; CHESNAIS et al., 2019; SAPADA, ANWAR E
PRIADI et al., 2015).

Entretanto, muitas variaveis se revelaram redundantes, como observado em
seus coeficientes de correlagdo. Muitas estavam proximas ao -1 ou ao 1 (azul e
vermelho), o que indica forte correlacdo negativa e positiva, respectivamente. Para
complementar, a analise dos niumeros demonstrou desvio padrées muito altos em
uma amostragem de N muito pequeno, o que indica que essa amostragem pode nao

refletir uma populagéo corretamente.

O N pequeno foi resultante do fato de que nem todo animal recebido no CETAS
e no Projeto Sauim-de-coleira pode ter sua localizagdo apontada com preciséo. Isso
ocorre especialmente em casos de entrega do animal a instituicdes por terceiros, onde
o individuo pode esconder a origem do animal que esté entregando por temer alguma
punicdo por parte dos 6rgdos competentes. Por vezes, em casos de apreensdo ou

resgate pela policia ambiental, os agentes envolvidos ndo buscam essa informacéao.

Além disso, ele também foi diretamente influenciado pela pandemia do novo
SARS-CoV-2 e seus efeitos devastadores. O cronograma de coletas coincidiu com
momentos de fechamento de comércio e 6rgaos do governo e as problematicas gerais
dessa pandemia afetaram ndo s6 a execucao desse cronograma, como também os
participantes. Também por causa disso, optou-se por coleta de dados das variaveis

exclusivamente junto a bancos de dados, ao invés de coleta em in situ.

Ademais, 10 animais ndo entraram nas analises de paisagem pois eram
negativos apenas na necropsia, nao possuindo resposta na analise molecular, sendo

considerados vieses, por nao se ter certeza do seu estado de infeccéo.

Para o resultado do MLG demonstrando a probabilidade maior de positivos
conforme a temperatura média mensal aumenta, isto condiz com analises similares
encontradas na literatura; observa-se correlagdo entre temperaturas altas e estaveis
com atividade dos vetores. Também se observa maior risco de transmissao em locais

umidos, com alta precipitagdo, associados a temperaturas mais altas (CANO et al.,
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2014; CHESNAIS et al., 2019; MANHENJE, GALAN-PUCHADES E FUENTES, 2013;
SABESAN et al., 2006; SAPADA, ANWAR E PRIADI et al., 2015; SIMON et al., 2014).

Enquanto para o resultado demonstrando uma relacdo de negatividade para
uma maior densidade demogréfica humana condiz com afirmagbes de parte da
literatura, onde ndo se observou correlagédo de densidade populacional com maior
chance de infeccdo por filariose, porém também se pode observar o contrario. A
hipbtese principal seria que, quanto maior a densidade demogréafica, maior pressao
antrépica e abundancia de areas para 0s vetores prosperarem, aumentando assim o
indice de infeccdo entre os primatas — também expostos a degradac¢do ambiental —
porém este modelo ndo a corroborou (CANO et al., 2014; CHESNAIS et al., 2019;
SOLORIO, 2015).

Porém, isto coincide com o georreferenciamento organizado nesse trabalho,
onde se observa a maior ocorréncia dos positivos em areas periurbanas de Manaus,

com caracteristicas de pouca densidade demografica e com matriz florestal.

Mesmo no caso do fragmento da UFAM que, embora esteja situado num bairro
manauara populoso e que reflete problematicas de expanséo urbana observada em
toda o municipio, apresentou essas caracteristicas para a prevaléncia la
georreferenciada, em ambos os buffers (ALVES, FREITAS e SANTOS, 2020). Isto se
atribui ao grande tamanho desse fragmento.

Complementarmente, parece ocorrer um destaque em relagdo ao numero de
positivos para Mansonella mariae, e negativos em geral, no fragmento florestal da
UFAM. Isto pode ser fruto de um viés na amostragem, uma vez que grande parte das
carcacas dos animais utilizados nas necrépsias provinham dessa instituicdo; ocorre
uma maior eficiéncia em encontrar e deslocar a carcaca do Saguinus bicolor para o
laboratorio do Projeto Sauim-de-Coleira, localizado dentro da propria UFAM, do que

de outras partes do municipio.

O fragmento da UFAM possui uma fauna de mamiferos diversa, de acordo com
o levantamento realizado (ver Anexo 4). Na literatura, ja se foi identificado filarias da
espécie Dipetalonema gracile em macacos do género Pithecia, que € outro género
gue ocorre no fragmento da UFAM (CONGA, 2018). Outra problemética envolvendo
esse fragmento é a grande presenca de caes e gatos ferais, que sdo dois animais que

podem ser portadores de parasitos de filaria, como a Dirofilaria immitis, que também
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pode vir a acometer primatas, além de estarem envolvidos em contato através de
ataques com o Saguinus bicolor (GORDO, 2012; CALDAS, 2016; SANTOS et al.,
2011).

Como um todo, ainda que nao tenha sido possivel determinar especificamente
suas areas de risco, uma vez que a amostra estudada foi pequena e todo o territorio
representado aqui apresentou caracteristicas extremamente semelhantes, Manaus
pode ser considerada como uma area de interesse para o risco envolvendo infeccdes
filariais, de acordo com os resultados alcangados. Observa-se a ocorréncia de filarias
em zona urbana, em situacdo favoravel para eventos zoonéticos, considerando o
contato entre humanos e o Saguinus bicolor, e a situacdo de pressao antropica que
este primata vive. Do mesmo modo, em termos de paisagem, Manaus carrega todos
os atributos para que vetores de interesse prosperem: temperaturas altas que se
mantém estaveis por meses, alta umidade, longos meses com precipitacdo e areas

de agua parada.

Ademais, embora ndo haja na literatura relatos de eventos zoondéticos
envolvendo as filarias identificadas neste estudo, € importante destacar que a familia
Onchocercidae abrange as espécies de filaria de interesse para saude publica, bem
como o género Mansonella (MORALES-HOJAS, 2009; TANG, 2020).

A soma de todos esses aspectos levantados neste estudo indica a necessidade
de continuidade nos esfor¢cos em identificar parasitos filariais na regido de municipios
amazonicos, bem como os vetores envolvidos, e de procurar compreender o ambiente

e a geografia por tras do risco de infecgao por esses agentes.
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Anexos

9.1. Anexo 1

Lista de Mamiferos avistados em 5 fragmentos da cidade de Manaus e uma

rodovia do estado do Amazonas:

A)

B)

Parque Estadual Sumauma (Bairro Cidade Nova, Zona Norte, 53 ha)
Marsupialia: Didelphis marsupialis (mucura), Marmosa murina (mucurinha)

Xenarthra: Bradypus tridactylus (preguica comum), Choloepus didactylus
(preguica-real), Tamandua tetradactyla (tamandud), Cyclopes didactylus

(tamanduai).
Cingulata: Dasypus novemcinctus (tatu galinha, tatu-bola).
Primata: Pithecia pithecia (parauacu), Saguinus bicolor (sauim-de-coleira).

Rodentia: Coendou melanurus (ourigo), Dasyprocta agouti (cutia), Agouti paca

(paca), roedor néo especificado (rato-do-mato).

Carnivora: Canis lupus familiares (cdo doméstico), Felis silvestris catus (gato

doméstico).
Reserva Adolpho Ducke (Bairro Cidade de Deus, Zona Norte, 10.000 ha)

Xenarthra: Bradypus tridactylus (preguica comum), Choloepus didactylus
(preguica-real), Tamandua tetradactyla (tamandua), Cyclopes didactylus

(tamanduai), Myrmecophaga tridactyla (tamandué bandeira).

Cingulata: Priodontes maximus (tatu-canastra), Dasypus novemcinctus (tatu
galinha, tatu-bola), Dasypus kappleri (tatu-15-kg), Cabassous unicinctus (tatu-rabo-

de-couro).

Artiodactyla: Pecari tajacu (caititu), Tayassu pecari (queixada), Mazama cf.

Gouazoubira (veado catingueiro), Mazama americana (veado mateiro),
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Primata: Alouatta macconnelli (guariba), Ateles paniscus (macaco-aranha), Cebus
apella (macaco-prego), Chiropotes sagulatus (cuxit), Pithecia pithecia (parauacu),

Saguinus bicolor (sauim-de-coleira).

Rodentia: Hydrochoerus hydrochaeris (capivara), Cuniculus paca (paca),
Dasyprocta cf. Leporina (cutia), Myoprocta acouchy (cutiara), Guerlinguetus

aestuans (esquilo), Coendou prehensilis (porco-espinho).
Lagomorpha: Sylvilagus brasiliensis (coelho tapiti).
Perissodactyla: Tapirus terrestris (anta).

Carnivora: Nasua nasua (quati), Speothos venaticus (cachorro-do-mato, cachorro-
vinagre), Cerdocyon thous (raposa), Procyon cancrivorus (guaxinim), Pteronura
brasiliensis (ariranha), Galictis vittata (furéo), Eira barbara (irara), Lontra longicaudis
(lontra), Leopardus tigrinus (gato-do-mato), Leopardus pardalis (jaguatirica), Puma
yagouaroundi (jaguarundi), Leopardus wiedii (maracaja peludo), Puma concolor

(onca parda), Pantera onca (onc¢a pintada).
C) Parque Municipal Nascentes do Mindu (Bairro Cidade de Deus, Zona Norte)
Marsupialia: Didelphis marsupialis (mucura).

Xenarthra: Bradypus tridactylus (bicho-preguica, preguica comum, preguica

bentinho), Choloepus didactylus (preguica-real).
Cingulata: Dasypus novemcinctus (tatu galinha, tatu-bola).
Primata: Saguinus bicolor (sauim-de-coleira), Saimiri sciureus (macaco-de-cheiro).

Rodentia: Dasyprocta sp. (cutia), Cuniculus paca (paca), Sciurus spadiceus

(esquilo, quatipuru).
D) Parque Municipal do Mindu (Parque 10 de Novembro, Zona Centro-sul)
Marsupialia: Didelphis marsupialis (mucura).

Xenarthra: Bradypus tridactylus (bicho-pregui¢ca, preguica comum, preguica

bentinho), Choloepus didactylus (preguica-real).
Cingulata: Dasypus novemcinctus (tatu galinha, tatu-bola).

Primata: Saguinus bicolor (sauim de coleira).
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Rodentia: Dasyprocta aguti (cutia), Cuniculus paca (paca), Sciurus spadiceus

(esquilo, quatipuru).

E) Aeroporto Eduardo Gomes (Bairro Taruma, Zona Oeste)
Artiodactyla: Mazama americana (veado mateiro).
Marsupialia: Didelphis marsupialis (mucura), Didelphis sp.

Xenarthra: Tamandua tetradactyla (tamandu&-mirim), Cyclopes didactylus
(tamanduai), Bradypus tridactylus (bicho-preguica), Choloepus didactylus

(preguica-real).
Cingulata: Dasypus novemcinctus (tatu galinha, tatu-bola).
Primata: Alouatta sp. (bugio), Saguinus bicolor (sauim-de-coleira).

Rodentia: Dasyprocta sp. (cutia), Cuniculus paca (paca), roedores nao

especificados.

Carnivora: Canis lupus familiaris (cachorro doméstico), Felis silvestris catus (gato-

doméstico).

Chiropteras: animais nao especificados.

F) UFAM (Bairro Coroado, Zona Leste)

Artiodactyla: elemento da familia Cervidae ndo especificado.

Xenarthra: Bradypus tridactylus (preguica comum), Choloepus didactylus

(preguica-real).

Cingulata: Dasypus novemcinctus (tatu galinha, tatu-bola), Tolypeutes sp. (tatu-
bola).

Primata: Saguinus bicolor (sauim-de-coleira), Pithecia pithecia (parauacu).

Rodentia: Dasyprocta cf. Leporina (cutia), Myoprocta acouchy (cutiara),
Guerlinguetus aestuans (esquilo), Cuniculus sp. (paca), Coendou prehensilis

(ourico-cacheiro).

Carnivora: Potos flavus (jupard), Nasua sp. (quati), Canis lupus familiares (céo

domestico), Felis silvestris catus (gato doméstico).
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G) BR-174 (Rodovia interligando Mato Grosso, Ronddnia, Amazonas e Roraima a
Venezuela)

Marsupialia: Caluromys philander (cuica), Didelphis marsupialis (mucura),

Didelphis spp. e Caluromys spp (cucuica).

Artiodactyla: Pecari tajacu (porco catitu), animais da subordem Suiforme nao

especificados, animais da familia Cervidae nao identificados.

Xernathra: Myrmecophaga tridactyla (tamandud-bandeira), Tamandua tetradactyla
(tamandua mirim, tamandu& mambira), Bradypus tridactylus (preguica-ai, preguica
comum, bicho-preguica), Bradypus variegatus (preguica-de-bentinho), Cyclopes
didactylus (tamanduai), animais da familia Dasypodidae, Bradypodidae e do género

Tamandua ndo especificados.

Cingulata: Priodontes maximus (tatu-canastra), Dasypus novemcinctus (tatu

galinha, tatu-bola).

Primata: Ateles paniscus (macaco-aranha), Saimiri sciureus (macaco-de-cheiro),
Alouatta macconnelli (guariba), Pithecia chrysocephala (parauacu), Saguinus
midas (sagui-da-mao-dourada, macaco sagui), Cebus apella (macaco-prego) e

outros animais dessa ordem nao especificados.

Rodentia: Hydrochoerus hydrochaeris (capivara), Myoprocta acouchy (cutiara),
Dasyprocta agouti e Dasyprocta sp. (cutia), Cuniculus paca (paca), Coendou

paraguayensis, Coendou prehensilis e Coendou sp. (porco-espinho).
Perissodactyla: Tapirus terrestris (anta).

Carnivora: Pteronura brasiliensis (ariranha), Leopardus wiedii (gato maracaja,
maracaja peludo), Procyon cancrivorus (guaxinim), Eira barbara (irara), Leopardus
pardalis (jaguatirica), Pantera onca (on¢a pintada), Puma concolor (on¢a vermelha),
Nasua nasua (quati), Speothos venaticus (cachorro-do-mato, cachorro-vinagre),
Canis lupus familiaris (cdo doméstico), Felis silvestris catus (gato domeéstico),

animais da familia dos canideos e dos felideos nao especificados.

Chiroptera: animais nao especificados.
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9.2. Anexo 2

Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais da UFAM (CEUA/UFAM).

Poder Executivo
Ministério da Educacio
Universidade Federal do Amazonas
Comissao de Etica no Uso de Animais

UFAM

CERTIFICADO

Certificamaos que a proposta intitulada “Aspectos Sanitarios e Epidemiologicos dos animais silvestres recebidos pelos orgaos de fiscalizagao de Manaus
& criagao de um bicbanco de de animais silvestres”, sob a responsabilidade do pesquisador Doutor Marcelo Gordo (docents ICB/UFAM) — que
envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa dentifica — e por encontrar-
se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de B de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), apos andlise pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZOMAS, foi aprovada ad hoc sob o N. 017/2020.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao De Abril /2020 & Maio/2022

Espécie/linhagem/raca Primatas ndo humanos / Mamiferos em geral

N. de animais 200

Peso/Idade 40g a 15kg e 40g a 150kg, respectivamente [ varias fases de vida

Sexo Machaos e fémeas

Origem CETAS IBAMA Manaus e Projeto Sauim de Coleira

Atividade(s) a ser(em) realizada(s): captura, coleta | Protocolo SISBIO: 67153-2. Utilizacdo de armadilhas metdlicas com dispare automatico e uso de iscas.
de espédmes, marcacao efou outras (neste caso,

& necessario especificar).

Manaus, 16 de abril de 2020.

Profa. Dra. Cinthya lamile Frithz Branddo de Oliveira
Presidente do CEUA-UFAM

Av. Gal Rodriga Otévio JordSs Ramas, 3000, Canosdn, Campus Universitaric, Setor Su, ICB Bloco 1, terceing sndar, E5077-000 — Mansus/AM
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Licenca SISBIO/ICMBIo.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
; Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Icmid Sistema de Autorizagio e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

HMHA
Autorizacio para atividades com finalidade cientifica
MOmers: 671333 | Dats da Emissdo: 230772020 11:59:21 Data da Revalldagio®: 010ER021
D acordo com o art. 28 da IN 0302014, esta autorizago tem prazo de valldads equivalents ao previsto no cronograma de afividades
oo projsto, mas devera ser te 2 apr it oo relatério de stividades a sar enviado por melo do
Sksblo N0 prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissso.
Dados do titular
Nome: DIQGO CESAR LAGROTERIA OLIVEIRA FARIA | CPF. 280.086.908-25

Thulo do Projeto; ASpeCctos Sananos & SpkIemiclogicts dos PMatas AMazonicos recabidos Nos CENtros de Triagem e Animas Sivestres
[CETAS) 00 £stado 00 Amazonas, Brasil.

Nome da Instiuig3o: Instiuio Chico Mendes de Consenagdo da Blodiversidade |C'I'-‘.I: 08.829.9740001-84

Cronograma de atividades

# |Dwescrigio da afividads Inicio [mésfano) Fim [méafano)

1 | Coletatransporie de amosiras biokigicas ex sliu 022019 02221

Equipe

# | NomE Fumnga0 CPF Naclonalldade

1 | Alessandra Fermeira Dales Nava Medica veternana 27B.752.596-04 Brasleia

2 | LaerZio Chiesonn Netn Medico Vesnnans 032 764.028-61 Brasleia

3 |MARCELO GORDOD Bitiogo 120,767 436-08 Braslieia

4 | Natila Aparecida de Sowza Lima Bitioga 614.721.316-49 Braslieia

Observagoes e ressalvas

1 [0 pescuinercr soments podend resiear stvidede de campa spde o leming do sstede e ek b COMID- TR, o e

2 | Em cume g pracine am URIDADE OE COMSERVACRD, o pesrpmeder S dawts setorivecin deesrnd comtache @ i wridade e de 0K DATAS dus
i coadchen s e

3 [ et e mutoricacic oo S BCENCE FRNTENENGS, EENET) COM OF MASSION e SUN SOUDS, QUGS SN viceclc S legilaci vigeste, o quends de medegoecic, orammis oo

el o  spedicin do i, prodenk, redints decile Sctvide, b @ RAERclo o Roange SoapEs G Mvsgede pao

KB, mom lermos da gl Srasiers sm Egar

4 |t decumasts serments pederi aer cBllzack pans o o privislos S |t Mormative ICMESs =* D50 ou fo instrscle Norr MBI 1 D200, 0o gue sxseciics sste
Actoriracin. =@ prdeto s Uil parn T STmeTIE e o merteon. O Sen Soign rovten deverd s Uil purs sty oo o Soisom mo
fimiha de sreiso mperior

5§ | ok vickacions da s sascichen por peuon et ou Lekicn eerangeins, 85 ks 5 eSS nacksel, que Implquen © Seslecirasts Sa recorics husenos & e, Inds SO ohieto
oltar durios, muteriais, supsbcimes biskipioos o miseram, petam imegramies du culture netve m cues popsher, presents s passeds, o por meka de secursos @ tenios que e
St w0 eatudc, o ol o SERGUI, SR s § ectorioecio do Minitins Se Citncte s Tecolcgi

& |0 Btk e g o sectorizaci & o Mermbeon i s equise deveriks ot por [re— = , i3 g
‘merdrrn de isterms, svitieds 8 Mo oo dens sgncetv @ ooos TUSTE: 8 SrEEgE sefor de Cotets o Cacton gom o compramets § waksdeds g posuscte do g
‘e ST o it e comicio et

R WAD axima o S o s mcice da st aeushecie previst B5 Ouios LTSS ege, bem coma de
corme-tment do -eeporaive cele dre, publcs oU priveds, ode sent remicece s siedede ol do Sgic getor de e ndigens (FUMNATL e uridede de comservecio
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Este documents fal expadica com base na NSIUC3e NOMMENE n° 032014, ATEVEs 00 coNgD de SUIBNTCaCa0 Sbalv, QUaNUEr cidsdse
poderd veriiicar a autenficitade ou reguianidade deste documents, Por melo g3 Paging do SIsHAACMBID na Intemed (www. smbio.gov. brsisbic).
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9.4. Anexo 4

Comprovante de Cadastro de Acesso — Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

Ministério do Meio Ambiente )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 AOA1A95

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AOA1A95

Usuario: Fiocruz

CPF/CNPJ: 33.781.055/0001-35
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Mansonella sp.
Dipetalonema sp.
Saguinus bicolor
Pithecia Pithecia
Lagothrix lagotricha
Sapajus apella

Ortalis sp.

Titulo da Atividade: Deteccao e Identificagdo de filarias em variados animais silvestres da
Amazoénia

Equipe

Alessandra Ferreira Dales Nava Fiocruz

James Lee Crainey Fiocruz Amazoénia - ILMD

Marcelo Gordo Universidade Federal do Amazonas



David Maciel Fernandez Conga Universidade Federal Rural da Amazénia

Natalia Aparecida Souza Lima Superintendéncia do Ibama no Amazonas - Centro de Tri
Ana Carolina Paulo Vicente Fiocruz 10C

Carlos Henrique Aguiar Costa Fiocruz I0C

Cindy Alves Dias Fiocruz Amazonia - ILMD

Laerzio Chiesorin Neto Superintendéncia do Ibama no Amazonas - Centro de Tri
Diogo Cesar Lagroteria Oliveira Faria Centro Nacional de Pesquisa e Conservacgao da Biodiver
Sérgio Luiz Bessa Luz Fiocruz Amazénia - ILMD

Tullio Roméao Ribeiro da Silva Fiocruz Amazénia — ILMD

Parceiras Nacionais
04.378.626/0001-97 / Fundacao Universidade do Amazonas
03.659.166/0003-74 / Superintendéncia do lbama no Amazonas
05.200.001/0001-01 / UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
33.781.055/0001-35 / Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz
08.829.974/0001-94 / Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
Resultados Obtidos
Outros resultados

Data do Cadastro: 16/02/2022 14:56:21

Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético

Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 15:01 de 16/02/2022.
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