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RESUMO

Os tripanossomatideos sdo protozoarios endoparasitas obrigatérios que atuam como agentes
etiologicos de doengas em diferentes organismos. Os géneros Leishmania e Trypanosoma
encontrados em humanos sdo os de maior interesse em vista de dados epidemiologicos da
doenca de Chagas, leishmaniose cutdnea e leishmaniose visceral. Em que, esta ultima
originalmente restrita ao ambiente silvestre vem apresentando registros em areas urbanas, tendo
em vista a adaptacdo de hospedeiros e vetores a este novo ambiente. Apesar da fauna de
morcegos de Belo Horizonte ser bastante conhecida, poucos estudos foram realizados no ambito
de saude publica. Um recente estudo no Parque Municipal das Mangabeiras indica a presenga
de flebotomineos infectados com diferentes espécies de Leishmania, refor¢ando o ciclo de
transmissdo das leishmanioses na regido. Logo, o objetivo foi investigar a ocorréncia de
tripanossomatideos em quirdpteros coletados no Parque das Mangabeiras, municipio de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Foram realizadas seis campanhas de captura no ano de 2022, nos
meses maio, junho, julho e dezembro utilizando redes de neblina. Foram coletadas amostras de
baco, coracdo, figado, pele de orelha, membrana alar e sangue para realizagdo de testes
parasitoldgicos (indculo em meio de cultura) em 152 amostras e moleculares em 186 amostras
em nested PCR dirigida a regido V7V8 do gene 18S. Dentre 56 morcegos que compreendem 5
espécies, Artibeus lituratus foi mais abundante (50%), seguido por Sturnira lilium (21,4%) e
Carollia perspicillata (10,7%). As amostras submetidas ao diagnéstico parasitologico em meio
de cultura ndo apresentaram positividade, sendo a maioria descartada devido a auséncia de
crescimento de protozoarios (68,4%). Dentre as 186 amostras submetidas a técnica molecular
11 (5,9%) apresentaram resultado positivo para a presenca de tripanossomatideos, sendo 6
(54,5%) identificados como Leishmania infantum nas seguintes espécies de morcegos: 4.
lituratus, C. perspicillata, Glossophaga soricina e Platyrrhinus lineatus); trés (27,3 %) para
Trypanosoma sp. Neobat 3 (4. lituratus, S. lilium); um (9,1%) para Le. braziliensis (P. lineatus);
eum (9,1%) para Trypanosoma sp Neobat 4 (4. caudifer). A presente pesquisa revela resultados
significativos sobre a fauna de quirdpteros e sua infec¢ao por tripanossomatideos em um parque
urbano, fornecendo informagdes valiosas para a compreensdo da ecologia e epidemiologia

desses animais em areas urbanas de Belo Horizonte.

Palavras-chave: Tripanossomatideos, Morcegos, Parque urbano, Zoonoses



ABSTRACT

Trypanosomatids are obligate endoparasitic protozoans that act as etiological agents of diseases
in different organisms. The genera Leishmania and Trypanosoma found in humans are the most
interesting in view of epidemiological data on Chagas Disease, Cutaneous Leishmaniasis and
Visceral Leishmaniasis. The last mentioned, originally restricted to the wild environment, have
been registered in urban areas, in view of the adaptation of hosts and vectors to this new
environment. Despite the fact that the bat fauna of Belo Horizonte is well known, few studies
have been carried out in the field of public health and a recent study in the Municipal Park of
Mangabeiras indicates the presence of sandflies infected with different species of Leishmania,
reinforcing the transmission cycle of leishmaniasis in the region. The present study aimed to
investigate the occurrence of trypanosomatids in bats collected in Parque das Mangabeiras,
Belo Horizonte, Minas Gerais. In the year 2022, six captures were carried out (May, June, July,
and December) using mist nets. Spleen, heart, liver, ear skin, alar membrane and blood samples
were collected for parasitological (inoculum in culture medium) and molecular tests — nested
PCR directed at the V7V8 region of the 18S gene. Fifty-six bats belonging to five species were
captured, with Artibeus lituratus being the most abundant (50%), followed by Sturnira lilium
(21.4%) and Carollia perspicillata (10.7%). The samples submitted to parasitological diagnosis
in culture medium did not show positivity. Among the 186 samples submitted to the molecular
technique (Nested PCR v7v8), 11 samples (5.9%) were positive for the presence of
trypanosomatids, of which: six (54.5%) Leishmania infantum identified in the following
species: A. lituratus, C. perspicillata, G. soricina and P. lineatus; three (27.3%) Trypanosoma
sp. Neobat 3 (4. lituratus, S. lilium); a sample (9.1%) for Le. braziliensis (P. lineatus); and one
(9.1%) for Trypanosoma sp Neobat 4 (A. caudifer). The present research reveals significant
results about bat fauna and their trypanosomatid infection in an urban park, providing valuable
information for understanding the ecology and epidemiology of these animals in urban areas of

Belo Horizonte.

Keywords: Trypanosomatids, Bats, Urban park, Zoonoses.
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1 INTRODUCAO
1.1. Familia Trypanosomatidae: Diversidade e status taxondomico

Os tripanossomatideos sdo protozoarios pertencentes ao filo Euglenozoa Cavalier-
Smith, 1981, a classe Kinetoplastea, a ordem Trypanosomatida Kent, 1880 e a familia
Trypanosomatidae Doflein, 1901. A classe ¢ caracterizada pela presen¢a de cinetoplasto, uma
regido constituida por 4cido desoxirribonucleico (DNA) extranuclear e mitocondrial,
denominado kDNA que se apresenta em grande niimero de copias. O kDNA esta associado a
bolsa flagelar, e estd presente em todas as formas de vida desses protozoarios (Vickerman,

1976).

A ordem Trypanosomatida ¢ composta por endoparasitas obrigatérios contendo um
unico flagelo que emerge de forma lateral ou apical da bolsa flagelar que se liga a0 kDNA
(Schneider & ochsenreiter, 2018). Durante muito tempo a classificacdo dos tripanossomatideos
era baseada nas formas evolutivas encontradas no ciclo celular: amastigota, coanomastigota,
esferomastigota, epimastigota, opimastigota, promastigota, tripomastigota (Hoare, 1972),
entretanto, abordagens filogenéticas tém sugerido a classificacdo destes protozoarios de acordo

com as semelhancas genéticas (Yurchenko et al. 2021).

A familia Trypanosomatidae € composta por parasitos que possuem associagio

ecoldgica com ampla gama de hospedeiros, como:

o Insetos: Angomonas Souza & Corte Real, 1991, Blastocrithidia (Laird, 1959),
Blechomonas Votypka & Sukéva, 2013, Crithidia Léger, 1902, Kentomonas Votypka,
Yurchenko, Kostygov & Lukes, 2014, Leptomonas Kent, 1880, Lotmaria Evans &
Schwarz, 2014, Novymonas Kostygov & Yurchenko, 2020, Herpetomonas Kent, 1880,
Paratrypanosoma Votypka & Lukes, 2013, Sergeia Svobodova, Zidkova, Cepicka,
Obornik, Luke§ & Votypka), Strigomonas (M. Lwoff & A. Lwoff, 1931, Wallaceina
Frolov & Kolesnikov, 1999 e Zelonia Shaw, Camargo & Teixeira, 2017.

e Plantas: Phytomonas Donovan, 19009.

e Animais vertebrados (incluindo seres humanos): Endotrypanum Mesnil & Brimont,
1908; Leishmania Ross, 1903, Porcisia Shaw, Camargo & Teixeira, 2016 e
Trypanosoma Gruby, 1843 (Kaufer et al., 2017).

Destes, Leishmania e Trypanosoma, patdgenos encontrados em seres humanos, sao os

de maior interesse médico, sendo responsaveis pela leishmaniose visceral (LV) e
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cutinea (LC), doenga de Chagas nas Américas e¢ doenca do Sono na Africa,

respectivamente (Figura 1).

Esses protozoarios podem ser classificados em dois grupos nao taxondmicos segundo
Hoare, 1972: monoxénicos, que possuem apenas um hospedeiro ao longo do ciclo de vida,
como Blastocrithidia, Herpetomonas, Leptomonas e Zelonia (Kostygov et al. 2021;
WALLACE et al., 1983) havendo casos que podem ser considerados patogénicos. Ja os
heteroxénicos contam ciclo de vida envolvendo no minimo dois hospedeiros, sendo um inseto
vetor e um hospedeiro vertebrado ou planta, como Endotrypanum, Leishmania, Trypanosoma,
Phytomonas, Porcisia (Hoare, 1972; Kostygov et al. 2021). A localizagdo da origem do flagelo
e sua exteriorizagdo em conjunto com a posi¢do do cinetoplasto em relagdo ao nicleo mais as
caracteristicas da membrana ondulante e a forma do parasito na por¢ao anterior e posterior sao
caracteristicas que, quando combinadas, podem auxiliar na identificagdo dos

tripanossomatideos (Hoare & Wallace, 1966).
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FIGURA 1 - Imagem representativa da arvore filogenética da familia Trypanossomatidae, baseada
principalmente no gene 18S rRNA com destaque para os tipos de ciclo de vida.
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incluidos novos clados. FONTE: Adaptado de Kostygov et al. (2021).

O género Leishmania ¢ um dos mais ricos em termos de diversidade, sendo cerca de

38% das espécies patogénicas para os seres humanos e no Novo Mundo estao classificadas nos

subgéneros Leishmania Lainson & Shaw, 1987, Mundinia Shaw, Camargo & Teixeira, 2016 e

Viannia Lainson & Shaw, 1987 (Espinosa et al., 2018). A Leishmania ¢ comprovadamente
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transmitida por insetos conhecidos como flebotomineos (Diptera: Psychodidae) a uma vasta
gama de vertebrados incluindo o homem, somando aproximadamente 70 espécies (Bruschi &

Gradoni, 2018).

A classificacdo destes protozodrios, que por vez era baseada no seu desenvolvimento no
trato digestorio dos flebotomineos, foi atualmente revista baseada em inferéncias filogenéticas
(Espinosa et al., 2018). No Brasil, até o momento, foram identificadas e formalmente descritas
dez espécies de Leishmania em circulagdo. Duas pertencem ao subgénero Leishmania:
Leishmania (L.) infantum Nicolle, 1908 e Leishmania (L.) amazonensis Lainson & Shaw, 1972,
uma pertence ao subgénero Mundinia: Leishmania (Mundinia) enriettii Muniz & Medina, 1948,
e as outras sete pertencem ao subgénero Viannia: Leishmania (V.) braziliensis Vianna, 1911,
Leishmania (V.) guyanensis Floch, 1954, Leishmania (V.) lainsoni Silveira et al., 1987,
Leishmania (V.) lindenbergi Silveira et al. 2002, Leishmania (V.) naiffi Lainson & Shaw, 1989,
Leishmania (V.) shawi Lainson et al., 1989 e Leishmania (V.) utingensis (BRAGA et al. 2003).

Estes parasitos, estdo associados tanto a LV quanto a LC, doencas que sdo influenciadas
por fatores sociais, economicos e ambientais (OPAS, 2019). Além disso a leishmaniose visceral
¢ considerada uma zoonose que anteriormente era transmitidas por vetores restritos a areas
silvestres, e que ao longo das ultimas décadas vem apresentando mudancas no perfil
epidemioldgico, de modo que casos autdctones tém sido registrados em areas urbanas em
diversas regides do Brasil. Essa dindmica ocorre em algumas situagdes devido ao desequilibrio
ambiental causado pelas atividades humanas, que tem ocasionado a adaptacdao do vetor e do
reservatorio a estes ambientes modificados (Barata et al. 2005, Quintana ef al. 2020; ROSARIO
et al. 2017).

Os protozoarios pertencentes ao género Trypanosoma sdo classificados em oito
subgéneros: Aneza Ozdikmen, 2009, Megatrypanum Hoare, 1964, Schizotrypanum Chagas,
1909, Herpetosoma Doflein, 1901, Duttonella Chalmers, 1908, Nannomonas Hoare, 1964,
Pycnomonas Hoare, 1964 e Trypanozoon Liihe, 1906, de modo que estes podem ser agrupados
de acordo com sua forma de transmissdo, sem que isso represente uma classificagdo
taxonomica. As espécies cujo desenvolvimento ocorre no trato digestdrio posterior, sendo
liberadas nas fezes, sdo denominadas Stercoraria, representadas por trés subgéneros:
Megatrypanum, Herpetosoma e Schizotrypanum, destacando-se as espécies 7. cruzi, T.lewisi e
T. theileri. Aquelas espécies em que o desenvolvimento ¢ parcial no tubo digestorio e chegam
as glandulas salivares sendo inoculadas mecanicamente na forma de tripomastigotas

metaciclicas, sdo descritas como Salivaria (subgéneros Aneza, Duttonella, Nannomonas,
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Pycnomonas e Trypanozoon), que inclui as espécies 7. brucei, T. congolense e T. rangeli

(Hoare, 1964; 1972; Kostygov et al. 2021.).

Originalmente, a classificagdo dos tripanossomatideos baseava-se em caracteristicas
morfoldgicas, ciclo de vida e hospedeiros. Nos tltimos anos, a classificagcdo tem sido integrada
a filogenia molecular para estabelecer novas espécies e suas classificacdes taxondmicas com
maior precisdo (ADL et al., 2019). Atualmente, a classificagdo vem sendo realizada a partir de
regides conservadas, como a V7V8 presente no gene 18S da subunidade menor do RNA
ribossomal (SSU rRNA), que ¢ considerada um codigo de barras para analise da diversidade e
detecc¢do de tripanossomatideos (Dario ef al. 2017 b; Dario ef al. 2021). Além disso, o gene que
codifica a enzima glicosomal gGAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) também tem
sido utilizado para identificacdo taxondmica e filogenética dos tripanossomatideos de forma
geral (Borghersan et al., 2013; Boucinha, 2020; Marcili et al., 2014). Assim, em meio a
controvérsias taxondmicas ainda existentes, o género Trypanosoma encontra-se dividido em

determinados clados bem estabelecidos, incluindo:

e Clado Trypanosoma cruzi, que engloba diversas espécies do Novo e Velho Mundo,
incluindo aquelas exclusivas de morcegos (Lima et al., 2012; Stevens et al., 2001;
2008).

e Clado Trypanosoma brucei, que contém espécies provenientes do continente africano e
¢ transmitido por moscas tsé-tsé (Glossina spp.) (Stevens et al. 1999; 2001).

e (lado aquatico, que possui tripanossomas encontrados em peixes, anfibios, isolados de
ornitorrincos e tartarugas (Ferreira et al., 2007; et al. 2008).

e Clado Trypanosoma avium/ Trypanosoma corvi, que inclui tripanossomas de aves
(Sehgal et al. 2001).

e Clado Trypanosoma lewisi, que ¢ transmitido por pulgas e compreende espécies que
parasitam as ordens Rodentia, Lagomorpha e Insetivora (Hamilton ez al. 2005).

e Clado Trypanosoma theileri, com protozoarios encontrados na ordem Artiodactyla

(Hamilton et al. 2005; Rodrigues et al., 2006).

Dentre os clados mencionados, destaca-se o clado Trypanosoma cruzi, que compreende
a espécie de mesmo nome descrita por Chagas, 1909, constitui-se como grupo geneticamente
heterogéneo e atua como agente etiologico da doenca de Chagas em seres humanos (Zingales
et al., 2012). Sua transmissao ocorre por meio de insetos triatomineos (Hemiptera: Reduviidae:

Triatominae) infectados, principalmente por dois modos: ao defecarem sob a pele do hospedeiro
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apos a alimentacdo sanguinea, liberando formas infectantes presentes nas fezes e na urina; ou
por meio de alimentos contaminados com vetores infectados (Shikanai-Yasuda & Carvalho,
2012). O T. cruzi é considerado uma espécie heterogénea do ponto de vista genético,
segregando-se em sete diferentes unidades de tipagem discreta (DTUs) circulantes entre
mamiferos e insetos vetores. Esta classificagdo tem como objetivo agrupar os parasitos de
acordo com a diversidade genética, caracteristicas biologicas, epidemiologicas e patologicas

(Zingales et al., 2012).

Por meio de estudos bioquimicos e moleculares, o 7. cruzi ¢ subdividido nas linhagens
Tcl, Tecll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e Tcbat, (Lima et al., 2015); em que a linhagem Tcbat
associada a morcegos antrdpicos era até pouco tempo considerada exclusiva desses animais foi
detectada em humanos (Zingales, 2011; Ramirez et al., 2014; Guhl et al., 2014). Adiciona-se
que a diversidade dos tripanosomas ¢ muito vasta, e em alguns casos pouco se conhece acerca
da biologia e os vetores desses parasitos; sendo intitulado de Unidade Taxonomica Operacional
Molecular (MOTU) aquelas sequéncias genéticas de novas espécies (Clément, 2020). Nesse
sentido ¢ possivel destacar MOTUs verificadas em quirdpteros, e nomeadas como

Trypanosoma sp. Neobat (Alves et al. 2021; CottontaiL et al. 2014; Rodrigues et al. 2019).

A conhecida diversidade genética dos tripanossomatideos que ainda ¢ subestimada visto
a recorréncia de espécies descritas reflete uma complexa relagdo taxondmica que sem duvidas
estd associada a ampla distribuicdo geografica dos parasitos, vetores e hospedeiros, de modo
que estudos que abordem aspectos ecologicos em cada elo que compde esta rede pode fornecer

percepgdes importantes sobre a intera¢do parasito-hospedeiro e a evolugdo desses organismos.

No que tange aos tripanossomatideos - em particular o 7. cruzi e a Leishmania, sabe-
se que estes protozoarios possuem uma ampla gama de hospedeiros vertebrados, dos quais
destacam-se mamiferos como primatas, roedores, marsupiais, carnivoros, xenartros, ungulados,
lagomorfos e quiropteros (Dobson, 2005; Lampo et al., 2000, Roque & Jansen, 2014). Devido
ao fato de compartilharem habitats semelhantes, esses mamiferos coabitam e servem como
fonte de alimento para os vetores hematdfagos, como flebotomineos e triatomineos (Lampo et

al., 2000).

As doengas causadas pelos agentes etiologicos citados pertencem a um grupo vasto em
que a ocorréncia esta associada a problemas sistémicos da satide do ambiente, devido ao
desenvolvimento urbano desenfreado e o desmatamento de areas nativas. O cendrio urbano se

torna propicio ao estabelecimento, adaptacao e proliferacao de diferentes vetores (em especial
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os insetos) e patdgenos, possibilitando a transmissdo de doengas zoondticas como a
leishmaniose visceral. (Almeida et al. 2020; Ellwanger & Chies, 2019). Ellwanger et al. 2020).
Sendo possivel constatar que a saude dos seres humanos e animais esta diretamente integrada

ao meio ambiente (OIE, 2022)

1.2. Quirodpteros: Aspectos gerais, ecologicos e sua relacio com parasitos da familia

Trypanosomatidae

Os animais da ordem Chiroptera, também conhecidos como quirdpteros, sdo
mamiferos alados que apresentam diversas adaptagcdes morfologicas, como membranas finas e
elasticas e ossos leves e tubulares (Fenton, 1992; Kunz & Racey, 1998). A realizagdo do voo
verdadeiro possibilita também que os quirdpteros desempenhem um papel importante na
ecologia, atuando no controle de pragas por meio da predacdo de insetos, na dispersdo de
sementes e na poliniza¢do de plantas, em que, sua presenca ¢ essencial para a manutengdo de
varios ecossistemas (Fujita & Tuttle, 1991; Reis et al., 2007). Anteriormente a ordem
Chiroptera era dividida nas subordens Microchiroptera e Megachiroptera. Esta divisdo era
baseada em aspectos morfologicos, paleontolégicos, nos diferentes modos de percepgao
sensorial, ultrassom e visdo. Entretanto, foram realizados estudos moleculares que mostraram
que uma familia de Microchiroptera (Rhinolophoidea) estaria associada aos Megachiroptera
(Teeling et al. 2002; Teeling et al. 2018). Assim, surgiu a classificagdo atual em que a ordem
Chiroptera ¢ subdividida nas subordens Yinpterochiroptera, e Yangochiroptera (Amador et al.,
2016), somando ao total mais de 1.400 espécies em todo mundo (Simmons & Cirranello, 2022).
No Brasil, s3o encontradas nove familias de morcegos, incluindo Noctilionidae, Molossidae,
Phyllostomidae, Vespertilionidae, Emballonuridae, Thyropteridae, Natalidae, Mormoopidae e

Furipteridae, totalizando 68 géneros e 181 espécies (Garbino et al. 2020).

Em condigdes naturais, os morcegos ocupam diferentes tipos de abrigos, como
cavernas, troncos de arvores e folhagens. Esses animais podem ser classificados de acordo com
seu nivel de dependéncia em relagdo as cavidades naturais, sendo trogloxenos aqueles que
visitam cavernas regularmente ou ocasionalmente, trogldbios, os que vivem exclusivamente em
cavernas e troglofilos, os que vivem dentro das cavernas, mas ndo exclusivamente (Vandel,
2013). Todavia, a escolha dos abrigos pelos morcegos envolve a interagdo de diversos fatores
fisicos, como temperatura, umidade, ar e luz, além de fatores bidticos, como disponibilidade de

alimento, predagdo e competicdo. Cada espécie possui suas proprias preferéncias ecoldgicas
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(Kunz, 1982; Torquetti et al. 2017; Trajano, 1985). No entanto, observa-se que o cenario natural
estd cada vez mais sendo modificado devido a destruicao e fragmentacao dos habitats naturais,
especialmente em areas carsticas, podendo ocasionar um maior contato dos morcegos com seres
humanos e animais domésticos, & medida que procuram alimento e abrigo (Kunz, 1982; Reis,
2002; Tencate et al., 2012). Muitas espécies t€ém se adaptado e até se beneficiado em ambientes
modificados pela presenga humana, utilizando-se de constru¢des urbanas como fonte de abrigo
(Reis, 2002). Por outro lado, algumas espécies persistem ao se estabelecerem em fragmentos
naturais no meio urbano (Silva de Aratjo & Bernard 2016). Neste contexto, a presenga de
quirdpteros sobretudo no ambiente urbano e periurbano desperta preocupagao em saude publica
haja vista os morcegos atuam como reservatorios e hospedeiros de diversos patdgenos comuns

aos seres humanos e outros animais.

Estes animais também tém sido recentemente associados como reservatorios naturais
de inumeros virus que por muitas vezes causam infec¢des humanas sem contato direto, por
meio de fendmenos como transbordamento zoonético (Drexler et al., 2012; Quan et al. 2013;
Han, 2015). Os morcegos sdo também encontrados com infec¢do por bactérias (Kosoy et al.
2010), fungos (Meteyer et al. 2012), protozodarios (Schaer et al. 2013) e helmintos (Lichtenfels
et al. 1981) que por vezes se apresentam de forma assintomatica (O’Shea ef al. 2014) e
representam risco ao causarem doencas em humanos e outros animais (Brook & Dobson, 2015).
Um fator preponderante no que concerne a saude publica ¢ a alta mobilidade e dispersdo destes

animais durante o voo, contribuindo para a propagacao dos parasitos (Zhang et al. 2013).

E visto em estudos prévios que morcegos podem atuar como reservatorios de
protozoarios do género 7Trypanosoma e hospedeiros de espécies de Leishmania no Brasil e em
outros paises (Azami-Conesa et al. 2021; Roque & Jansen, 2014). Dentre estes albergam
inameras espécies do clado 7. cruzi (T. cruzi, T. rangeli, T. c. marinkellei, T. dionisii, T. erneyi
T. livingstonei e T. wauwau) (Lima et al. 2012; Lima et al. 2013, Lima et al. 2015). No Brasil,
diversos estudos tém sido realizados para investigar a presenca de tripanossomatideos em
morcegos, contribuido para a compreensdo da diversidade desses protozodarios e sua relacao
com os quirdpteros. Métodos moleculares, como a analise do DNA, tém sido amplamente
utilizados para identificar e caracterizar os tripanossomatideos presentes nessas espécies de
morcegos (Rangel et al. 2019; Vieira et al. 2022). Além disso, esses estudos t€ém investigado a
prevaléncia, distribui¢ao geografica e fatores associados a infec¢@o por tripanossomatideos em
diversas populacdes de morcegos de diferentes regides do pais (Alves et al. 2021); demonstrado

a variedade das espécies de parasitos em morcegos brasileiros e destacando a importancia
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desses animais como potenciais reservatérios e disseminadores desses protozodarios (Castelo-
Branco et al. 2023; Ratzlaff et al. 2022). Os resultados desses estudos tém contribuido para a
ampliacdo do conhecimento sobre a epidemiologia e a ecologia dessas infec¢des, auxiliando na

implementagdo de medidas de controle e preven¢do adequadas para a satide humana e animal.

Essas informagdes evidenciam a importancia dos morcegos como reservatorios e
disseminadores de patogenos, o que reforca a necessidade de estudos para compreender a
relacdo entre esses animais e os tripanossomatideos, como o género Trypanosoma e
Leishmania. Deste modo, estudar os quirdpteros e sua relagdo com parasitos da familia
Trypanosomatidae ¢ fundamental para compreender a diversidade desses mamiferos alados,
bem como o papel que desempenham como hospedeiros e sua contribuicdo para a

epidemiologia desses parasitos.

2 JUSTIFICATIVA

Estudos demonstram a elevada susceptibilidade dos morcegos a infec¢ao por diversos
agentes patogénicos, principalmente protozodrios da familia Trypanosomatidae (De Araujo et
al., 2022; Roque & Jansen, 2014; Vieira et al., 2022). A relevancia desses animais como
hospedeiros nos ciclos naturais de diferentes patdogenos ¢ ampliada devido aos seus habitos
ecologicos, que abrangem vastas regides geograficas e adaptacdo a diversos ambientes,
incluindo areas urbanas (Lampo et al., 2000). Além disso, o contato entre morcegos € seres
humanos tem aumentado devido as a¢des antrdpicas, como a expansdo urbana desordenada e a

proximidade com 4reas silvestres, o que pode favorecer a transmissao de doencas.

Entre os anos de 2017 e 2022, foram registrados em Belo Horizonte um total de 2.666
casos confirmados de LV e 2.108 casos de LC (Sinan, 2023). Estudos na capital tém
evidenciado a presenca de espécies vetoras de parasitos do género Leishmania, como Lutzomyia
longipalpis, Nyssomyia intermedia e Nyssomyia whitmani, bem como flebotomineos com
infeccdo natural e detec¢do molecular de Leishmania (Souza et al., 2004; Margonari et al.,

2006; Saraiva et al., 2010, 2011).

Apesar de haver um bom conhecimento sobre a fauna de morcegos na Regido
Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) (Perini et al. 2014), poucos estudos foram realizados
no contexto da satde publica, investigando especificamente a presenca de agentes patogénicos
nesses animais. Um estudo recente identificou a presenca de Le. infantum nas espécies Eumops

auripendulus e Eptesicus brasiliensis coletadas em Belo Horizonte e Caeté, refor¢ando o papel
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desses morcegos nos ciclos naturais da Leishmania (De Araujo et al., 2022). Além disso, Serra
e Meira et al., 2022 também realizaram coletas em cavernas do Parque das Mangabeiras, que
indicaram a presenca de uma possivel espécie vetora (Evandromyia edwardsi) infectada com
diferentes espécies de Leishmania (Le. amazonensis, Le. braziliensis, Le. infantum e
Leishmania sp.). Diante desses achados, torna-se fundamental investigar a presenca de
tripanossomatideos em hospedeiros/reservatérios sinantropicos e silvestres encontrados em
diferentes ecdtopos, a fim de compreender melhor os ciclos de transmissdo zoondtica de

doengas emergentes e reemergentes que podem ter impacto na satide publica.

Assim, este estudo justifica-se pela necessidade de preencher a lacuna de
conhecimento sobre a presenca de tripanossomatideos em morcegos da regido urbana de Belo
Horizonte, contribuindo para a compreensdo dos potenciais riscos a satde publica e para o
desenvolvimento de estratégias de prevenc¢ao e controle dessas doengas. Além disso, a pesquisa
fornecerd dados importantes para embasar agdes de vigilancia epidemioldgica e subsidiar
politicas publicas voltadas para a conservagdo da biodiversidade e a promog¢do da satde

ambiental.

3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de tripanossomatideos em quirdpteros coletados no Parque das

Mangabeiras, municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais.

3.2. Objetivos especificos
1. Descrever a fauna de quirdpteros coletados no Parque das Mangabeiras;
2. Verificar a infecgdo natural de quirdpteros por parasitos da familia Trypanosomatidae;

3. Detectar a presenca de DNA de tripanossomatideos em diferentes amostras bioldgicas

de quiropteros.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos éticos, legais e de biosseguranca

Todos os procedimentos técnicos realizados na coleta de animais foram conduzidos de
acordo com os principios éticos de experimenta¢do animal, seguindo as orientagdes € normas
estabelecidas pela Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL/COBEA). O presente estudo obteve a aprovagio do Comité de Etica de Uso Animal
(CEUA) do Instituto René Rachou - Fiocruz Minas (N° 37/21-5; Anexo 1) e da Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais (N°14/2022; Anexo 2). Todas as autorizacdes
necessarias foram obtidas junto ao Sistema de Autorizacdo e Informag¢do em Biodiversidade
(SISBIO). Essas medidas garantem o cumprimento das exigéncias éticas, legais e de

biosseguranga durante o desenvolvimento do estudo.

Todos os procedimentos de captura dos morcegos e coleta de material biologico foram
realizados por profissionais devidamente treinados e qualificados. Durante as atividades de
campo, os profissionais estavam equipados com os devidos Equipamentos de Protecao
Individual (EPIs), incluindo luvas, méscaras, macacoes de seguranca e calcados adequados.
Além disso, foi exigido que todos os profissionais envolvidos tivessem um calendario vacinal
atualizado, incluindo a vacinagdo antirrabica. Essas medidas visam garantir a seguranca tanto
dos profissionais quanto dos animais envolvidos no estudo, seguindo as boas praticas de

biosseguranc¢a e minimizando os riscos de contaminacao e transmissao de doencas.

4.2. Rede de Colaboradores

A captura dos animais e coleta das amostras biologicas dos morcegos foram realizadas
em colaboracdo com o laboratério de Mastozoologia do Programa de Pds-graduagdo em
Biologia de Vertebrados da Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais (PUC-MINAS).
Essa parceria permitiu a integracdo de conhecimentos e recursos entre os pesquisadores
envolvidos, contribuindo para o desenvolvimento conjunto do estudo. Além disso, ¢ importante
ressaltar que parte dos animais coletados, bem como certas amostras biologicas dos tecidos
analisados, foram utilizados também em um projeto de pesquisa coordenado pela Dra. Sonia
Aparecida Talamoni em conjunto com a aluna de mestrado Jennifer Ferreira, intitulado
"Comparacdo da Concentracdo de Metais Pesados em Diferentes Matrizes Bioldgicas de
Morcegos". Essa colaboragdo ampliou as possibilidades de andlise e interpretacdo dos

resultados, enriquecendo o conhecimento cientifico na area.
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4.3. Caracterizacio da area de estudo - Parque das Mangabeiras

O Parque das Mangabeiras (PM) esta localizado na regido centro-sul de Belo Horizonte,
Minas Gerais, ao pé da Serra do Curral e na fronteira norte do Quadrilatero Ferrifero (Figura
2). Criado em 1966, ¢ considerado um dos maiores parques urbanos da América Latina,
abrangendo uma area de 245,2 hectares. O parque tem como objetivo principal a conservagao
da fauna, flora e dos recursos hidricos, além de oferecer atividades de uso publico (BAHIA et
al. 2009; PBH, 2022). O clima predominante na regido, de acordo com a classificacao climatica
de Koppen-Geiger, ¢ do tipo subtropical de altitude (Cwb), caracterizado como temperado
umido com inverno seco (BECK et al., 2018). A temperatura média anual em Belo Horizonte
¢ de 21,1°C, com verdes quentes e imidos de dezembro a margo, e invernos mais secos entre
junho e setembro. O PM possui uma altitude variando entre 987 e 1342 metros, apresentando
uma vegetag¢do predominante de mata atlantica, com a presenca de trechos de cerrado, como o
campo sujo e o campo cerrado, principalmente nas encostas. A diversidade bioldgica do parque
¢ notavel, abrigando diversas espécies de mamiferos, aves, répteis e anfibios (PBH, 2023). Entre
os mamiferos encontram-se esquilos, gambas, tapitis, micos, tatus e quatis, sendo este ultimo
recentemente objeto de estudo quanto a ectoparasitas e patogenos (PBH, 2023; Estevam ef al.,
2020). O PM também desempenha importantes servigos ambientais, como a producdo e
infiltragdo de 4gua, polinizagdo, banco genético de espécies endémicas e ameagadas, equilibrio
térmico, entre outros (MMA/IBAMA, 2020). O parque ¢ um destino popular para a pratica de
ecoturismo, atraindo cerca de 15 mil visitantes por més. Além das atividades recreativas e

esportivas, o PM oferece programas educativos sobre preservacao da natureza.
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FIGURA 2: Localizagdo do Parque das Mangabeiras no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil.
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4.4. Captura, processamento, identificaciio e eutanasia de quirdpteros

As capturas dos quirdpteros foram realizadas utilizando redes de neblina (mist nets)
em um local especifico de coleta chamado "Ciranda dos Brinquedos" (19°57'03.3"S
43°54'30.4"W) (Figura 3). Esse espaco ¢ aberto ao publico, com uma area de recreacao
voltada para o lazer infantil, cercado por vegetacdo de Floresta Estacional Semidecidua. Em
cada coleta foram utilizadas 10 redes de neblina com uma area de 12 m x 3 m cada, sendo
dispostas de 18h a meia-noite, com inspecao periddica em intervalos de aproximadamente 30
minutos. No total, foram realizadas seis coletas nos meses de maio/22, junho/22, julho/22 e

dezembro/22.
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FIGURA 3: Imagem representativa do local de coleta “Ciranda dos Brinquedos” no PM - MG.

LEGENDA: a) Placa de sinalizagdo no PM para a Ciranda dos Brinquedos; b) Imagem préxima do local de
coleta, evidenciando elementos que compde a Ciranda dos Brinquedos; ¢) Imagem geral da Ciranda dos
Brinquedos com destaque presenca de visitantes. FONTE: Elaborado pela autora.

Os morcegos capturados foram colocados em sacos de algoddo individualizados para a
coleta de dados biolodgicos e biométricos. Para garantir o bem-estar dos animais, foram
realizadas observagdes clinicas dos principais pardmetros vitais durante o periodo de
manipulag¢do (Figuras 4 a, b), e uma solugdo de 4gua com sacarose foi oferecida a cada
individuo utilizando uma pipeta de transferéncia descartdvel (Figura 4 c). A ossificagdo
completa das epifises metacarpais dos animais foi utilizada para a classifica¢do etdria dos
individuos adultos e a ossificacdo incompleta para classificagdo dos individuos jovens. Foram
registrados o sexo dos quirdpteros por meio de observagdo visual das caracteristicas sexuais
dos individuos; sendo evidéncia e estado das mamas nas fémeas, ¢ evidéncia de testiculos nos
machos. Além disso, foi realizada a pesagem para determinagdo da massa corporal (em gramas)
com o uso de um dinamdmetro tubular, ¢ a medicdo do comprimento do antebrago (em
milimetros) com o auxilio de um paquimetro digital. A identificacdo das espécies foi realizada

seguindo a chave taxondmica proposta por Vizotto & Taddei (1973) e Gardner (2008).
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FIGURA 4: Imagem representativa da coleta e processamento dos morcegos coletados no Parque das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

LEGENDA: a) Avaliacdo dos sinais clinicos e reprodutivos em campo; b) Exemplar morcego capturado durante
o estudo; ¢) Oferta da solugdo de dgua com sacarose com auxilio de pipeta descartavel. FONTE: Elaborado pela
autora.

Os animais capturados que se encontravam em situacdo de ameaga de extingdo de
acordo com a [UCN (2022), assim como as fémeas prenhas, lactantes, com filhotes, ou que
possuiam anilhas de identificacdo, foram imediatamente soltos conforme os protocolos de
biosseguran¢a em campo seguindo as diretrizes determinadas pelos protocolos ambientais, de
ética e os objetivos do trabalho em relagdo a padronizagdo dos dados. Aqueles selecionados
para o estudo foram conduzidos ao laboratério de Mastozoologia do Programa de Poés-
graduagdo em Biologia de Vertebrados da PUC Minas para os procedimentos de eutanasia e
coleta de material bioldgico. Esses procedimentos seguiram as diretrizes éticas e legais
estabelecidas pelos comités de ética em pesquisa e pela legislagao vigente (CEUA N° 37/21-5;
SISBIO N°s: 80543-4, 15237-2, 82980-1).

4.5. Eutanasia e coleta de material bioldgico dos morcegos

Antes da coleta de material biolégico dos morcegos, foi administrada uma dose

anestésica via inje¢do intraperitoneal de tiopental s6dico de acordo com as especifica¢des do
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fabricante (0,50 mg/kg de massa corporal) para permitir a coleta de sangue por pungao cardiaca
e posterior avaliacdo da presenca de tripanossomatideos em meio de cultura, bem como a
realizacdo de técnicas moleculares, seguindo o protocolo descrito por Favoretto et al. (2019).
Apo6s a administragdo da anestesia, os morcegos foram posicionados em decubito dorsal para a
eutanasia, que foi realizada por meio da injecdo intraperitoneal de uma dose letal de tiopental
sodico (3 vezes a dose anestésica). ApOs a eutanasia, os morcegos foram fixados
individualmente com alfinetes em estruturas de isopor, conforme ilustrado na Figura 4. Em
seguida, foi feito um corte sagital na cavidade abdominal utilizando instrumentagdo cirurgica,
como bisturi, tesouras e pingas autoclavadas, sendo coletadas amostras bioldgicas de bago,
coracdo, figado e membrana alar, aproximadamente 20 mg de cada (Figura 5). As amostras
foram rotuladas com ntimeros de identifica¢do individual e os tecidos foram acondicionados
em solugdo RNA later (RNAlater®, Invitrogen), enquanto as amostras de sangue foram
armazenadas em tubos com EDTA, sendo todas mantidas a -20°C até a extracao de DNA total.
Fragmentos de tecidos e 6rgdos destinados ao exame parasitologico de cultura foram mantidos
a 4°C por pelo menos 72 horas em tampao fosfato salino pH 7,2 (PBS 1x) suplementado com
antibioticos (penicilina 5.000 U/mL e estreptomicina 5.000 pg/mL) e antifingico (5-
fluorocitosina 50 mg/L), para posterior inoculo em meio de cultura, ao passo que, as amostras
de sangue foram inoculadas imediatamente em meio de cultura. Apos a coleta do material
biologico, os morcegos foram destinados a Cole¢dao Cientifica de Mamiferos do Museu de
Ciéncias Naturais da Pontificia Universidade Catoélica de Minas Gerais (Anexo 6). Para a
realizacdo das técnicas detec¢do por meio de cultura e métodos moleculares em amostras
bioldgicas ndo foi possivel a obtengdo dos fragmentos elencados em todos os morcegos do
estudo (n=56). Logo foram utilizados fragmentos de bago (34), coracao (49), figado (49)
membrana alar (18), orelha (18) e aliquotas de sangue (18); devido a adversidades no momento
da coleta, sendo utilizadas 152 amostras para o cultivo e 186 para detecgdo molecular (Figura

6).



28

FIGURA 5: Procedimento de eutanasia e coleta de fragmento de o6rgdos e tecidos dos morcegos
coletados no Parque das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

FONTE: Jennifer Ferreira.
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FIGURA 6: Fluxograma das amostras biologicas coletadas e destinadas ao meio de cultura e biologia molecular de morcegos do Parque das Mangabeiras, Belo

Horizonte, Minas Gerais em 2022.

Amostras bioldgicas de morcegos

coletados no PM para deteccao de

tripanossomatideos (56 individuos)
P

Baco Coracio
(n=34) (n=52)
Cultura Biologia Cultura Biologia
(n=0) Molecular (n=42)  Molecular
(n=0) (n = 49)

FONTE: Elaborado pela autora

Fiéado Membrana
(n=52) alar (n=18)
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Cultura Biologia
(n=18) | Molecular
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Sangue
(n=18)
Cultura Biologia
(n=33) | Molecular
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4.7. Isolamento de Trypanosomatidae em meio de cultura

Para o isolamento de tripanossomatideos em meio de cultura, foram utilizadas
aliquotas de sangue e fragmentos de tecidos (coragdo, figado, membrana alar e pele de orelha)
obtidos durante a eutandsia dos morcegos. As aliquotas de sangue total foram imediatamente
inoculadas em meio bifasico Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) e infusdo de figado bovino (Liver
infusion triptose — LIT), enquanto os fragmentos de tecido foram mantidos a 4°C por pelo
menos 72 horas em solu¢do PBS 1x suplementada com antibidticos e antifingico, conforme
descrito no tépico 4.5. Apos este periodo de pré-incubacdo, os fragmentos de tecido foram
macerados em capela de fluxo laminar e inoculados em meio de cultura NNN+LIT
suplementado com 20% de soro fetal bovino estéril inativado e antibioticos (Penicilina 5000
U/mL e Estreptomicina 5000 pg/mL). As culturas foram mantidas em tubos conicos de 15 mL,
devidamente identificados, e armazenadas em uma estufa biologica a uma temperatura de 25°C
(+1°C). As culturas foram inspecionadas semanalmente durante dois meses para observagao de
formas flageladas. Aquelas que apresentaram contaminag¢do por fungos ou bactérias foram
descartadas apds avaliagdo macroscopica e microscopica entre lamina e laminula utilizando um
microscopio bioldgico binocular Olympus CX31. A cada semana, as amostras remanescentes
foram repicadas, sendo redistribuidas em novos tubos com as mesmas condigdes de cultivo
descritas anteriormente, continuando o processo de avaliacdo até completar o periodo total de

observacao.

4.8. Extracao e quantificacio de DNA

Os fragmentos de 6rgdos (baco, coracdo, figado, membrana alar e pele de orelha) foram
processados individualmente para a extragdo do DNA total. Foi utilizado o Kit de Extracao de
tecido e células Gentra Puregene Tissue Kit® (Qiagen), seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante. Ao final do processo de extragdo, as amostras foram eluidas em 50 pL de solucao
de elui¢do e armazenadas a -20°C. As amostras de sangue foram processadas individualmente
utilizando o kit de extragdo Blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo o

protocolo fornecido pelo fabricante.

O DNA extraido foi avaliado quanto a qualidade e concentracdo utilizando um
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher). Apds a medicao, as amostras foram
aliquotadas em tubos de 1,5 mL na concentragdo de 20 ng/uL para utilizacdo na reagdo em

cadeia da polimerase (PCR). Aquelas amostras que apresentaram uma concentragdo acima de
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20 ng/uL foram diluidas proporcionalmente com agua destilada estéril, enquanto as amostras
com baixo nivel de DNA foram concentradas utilizando um concentrador a vacuo (Eppendorf

Concentrator Plus), sendo novamente avaliadas quanto a concentragao.

4.9. Controles endégenos da PCR

Com o objetivo de avaliar a qualidade e integridade do material gendmico extraido e
eliminar resultados falsos negativos devido a presenca de inibidores, as amostras de DNA foram
submetidas a PCR utilizando controles enddgenos. Para as amostras de sangue, foi realizada a
amplificacdo do gene mitocondrial Citocromo B (cytB), enquanto para os demais 6rgios e

tecidos foi amplificado o gene gama actina de mamiferos.

A reagdo PCR dirigida ao cytB foi realizada utilizando SpL de DNA, tampao da PCR
(PCR Buffer 10X- 100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCl), 1,0 mM Cloreto de Magnésio (Life
Technologies®), 100uM deoxinucleotideos (dNTPs), 1 U Taq DNA Polymerase (Life
Technologies®) e 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador: cythl: (5°-
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3") e cyth2:
(5’GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA3’), que flanqueiam uma regido de 359 pb do
gene supracitado. As condi¢cdes da PCR para amplificacdo do cytB seguiram o protocolo

proposto por Steuber et al. (2005).

Para a amplificagdo do gene gama actina utilizou-se SuL. de DNA, tampao da PCR
(PCR Buffer 10X- 100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCl); 0,75 mM Cloreto de Magnésio
(Life Technologies®); 0,50uM de deoxinucleotideos (dNTPs), 0,5 U Taq DNA Polymerase
(Life Technologies®) e 1,25 puM de cada oligonucleotideo iniciador: y actina fw:
5’ACAGAGAGAAGATGACGCAGATAATG 3’ e 1% actina rv:
5’GCCTGAATGGCCACGTACA3’. A reagdo amplifica uma regido de 70 pares de bases e foi
realizada seguindo proposto por Espitia et al. (2010).

Para todas as reagdes de PCR dirigidas ao alvo c¢ytB e gama actina foram utilizados
controle positivos compostos por DNA extraido sangue de capivara. Além disso, foram
utilizados controles negativos compostos pela mistura dos reagentes da PCR sem adi¢do de

DNA template em todas as reacdes.

As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador automatico (ProFlex PCR

System; Applied biosystems) e os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose



32

2,0% corados com brometo de etidio. A visualizagdo dos produtos ocorreu em uma exposi¢ao

a luz ultravioleta no transluminador L-Pix Ex (Loccus Biotecnologia).

4.10. Nested-PCR para detec¢io molecular de Trypanosomatidae

Utilizando a técnica de Nested-PCR, foi amplificada a subunidade menor do RNA
ribossomico (SSU rRNA) do gene 18S na regido conhecida como V7V8 para deteccao
molecular de Trypanosomatidae. Foram utilizados os iniciadores TRY927F (5’
GAAACAAGAAACACGGGAG 3’), e TRY927R (5° CTACTGGGCAGCTTGGA 3’) que
amplificam um fragmento de 927pb. O material resultante da primeira PCR foi diluido na
proporc¢do 1:50 em agua destilada estéril, sendo posteriormente utilizado (2,0 uL) como DNA
template da reacdo de Nested, utilizando os iniciadores internos SSUS561F - 5’
TGGGATAACAAAGGAGCA 3’ e SSU561R - 5 CTGAGACTGTAACCTCAAAGC 3’, que
amplificam um fragmento de 561pb, seguindo o protocolo estabelecido por Noyes et al. (1999,

2000).

A amplificagdo do DNA foi realizada em termociclador automatico ProFlex PCR
System (Applied Biosystems) e os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose
2,0%, corados com brometo de etidio e examinados em exposi¢ao a luz ultravioleta (UV) no

transluminador L-Pix Ex (Loccus Biotecnologia).

Em todas as reagdes de PCR para detecg¢do de Trypanosomatidae foi utilizado controle
positivo composto por cepas referéncia de Le. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8), Le. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Le. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Le. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147), na concentragdo de 20 ng/uL. e como controle negativo foi utilizada

a mistura dos reagentes da PCR sem adicdo de DNA template.

4.11. Reacao para sequenciamento de DNA

Apo6s a amplificacdo das amostras positivas nas reagdes de PCR, o produto amplificado
foi purificado utilizando os kits QIAquick PCR Purification e QIAquick Gel Extraction
(Qiagen), de acordo com as instrug¢des do fabricante, para purificacdo de produto amplificado
e de bandas retiradas do gel de agarose, respectivamente. Em seguida, duas rea¢des foram
preparadas contendo cada 1 pL dos produtos purificados na concentracdo de 10 ng/pL

juntamente com 1 pL dos iniciadores (senso e antissenso) em uma reacdo individual na
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concentragdo de 5 pmol, e dgua destilada suficiente para atingir um volume final de 6,5 pL.
Essa mistura foi enviada para a Plataforma de Sequenciamento de DNA por eletroforese capilar
do Instituto René Rachou/Fiocruz-MG. A reagdo de sequenciamento de Sanger foi realizada no

sequenciador automatico de DNA ABI 3730x] DNA Analyzer.

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os softwares Finch TV (Geospiza,
Inc.) e MEGA X (Kumar et al., 2018), sendo realizado a avaliagdo de cromatogramas em ambas
as fitas visualmente quanto a presenca de picos duplos, sendo quando necessario a atribui¢ao
de correta de nucleotideos. Apds a definicdo da sequéncia consenso utilizou-se a ferramenta

Bésica de Pesquisa de Alinhamento (BLAST) para comparar as sequéncias obtidas com aquelas

depositadas na base de dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo
posteriormente depositadas as sequéncias obtidas no estudo. Para a confirmacao das espécies

também utilizamos sequéncias com coberturas e identidades superiores a 98%.

5 RESULTADOS
5.1. Fauna de Quiropteros

Durante os quatro meses de captura, foram realizadas seis campanhas no Parque das
Mangabeiras, sendo uma em maio, duas em junho, duas em julho € uma em dezembro de 2022.
O esforco amostral, de acordo com a metodologia proposta por Straube e Bianconi (2003) foi
de 12.960 m2/h. Um total de 56 quirdpteros foram coletados de forma aleatoria durante o
periodo de estudos. Todos os quirdpteros pertencem a familia Phyllostomidae, e foram
distribuidos nas subfamilias Stenodermatinae (57,1%), Carolliinae (14,3%) e Glossophaginae
(28,6%). Das sete espécies coletadas durante o estudo, aquelas com habito alimentar frugivoro
foram as mais abundantes, representando 71,4% do total. As espécies mais comuns foram
Artibeus lituratus (50%), Sturnira lilium (21,4%) e Carollia perspicillata (10,7%) (Tabela 1;
Figura 7).
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TABELA 1: Classificagdo taxondmica de exemplares quiropteros capturados no Parque das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais em 2022, de acordo com o sexo.

Exemplares Total
Subfamilia Espécie Habito capturados (%)
alimentar Fémea Macho
Carolliinae Carollia perspicillata  Frugivoro 4 2 6 (10,7)
Glossophaginae Anoura caudifer Nectarivoro 0 2 2 (3,6)
Glossophaginae Glossophaga soricina  Nectarivoro 0 2 2 (3,6)
Stenodermatinae Artibeus lituratus Frugivoro 10 18 28 (50)
Stenodermatinae Artibeus obscurus Frugivoro 0 1 1(1,8)
Stenodermatinae  Platyrrhinus lineatus  Frugivoro 4 1 5(8,9)
Stenodermatinae Sturnira lilium Frugivoro 4 8 12 (21,4)
Total (%) 22 (39,3) 34(60,7) 56 (100)

FONTE: Elaborado pela autora.

FIGURA 7: Imagens representativas das espécies de morcegos capturados no Parque Municipal das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais em 2022.

LEGENDA: a: Anoura caudifer; b: Artibeus lituratus; c: Artibeus obscurus; d: Carollia perspicillata; e:
Glossophaga soricina; f: Platyrrhinus lineatus; g: Sturnira lilium. FONTE: Jennifer Ferreira, Marcelo Souza e
Lucas Assuncgao.

A distribuicdo dos animais coletados e posteriormente processados conforme os
critérios mencionados no terceiro paragrafo do topico 4.4, no Parque das Mangabeiras de
acordo com més de captura ¢ apresentada na Tabela 2. Em niimeros absolutos, o més de julho
apresentou maior abundancia com 21 animais coletados, seguido pelos meses de maio e junho
(13 espécimes cada) e dezembro (9 espécimes), enquanto a maior riqueza de espécies foi
observada no més de junho (4 espécies), seguido pelos meses de maio e julho (ambos com 4

espécies) e dezembro (3 espécies).



TABELA 2: Espécies de morcego por més de coleta no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo
Horizonte, Minas Gerais em 2022.

Espécies Meses de coleta — Ano 2022 Total
Coletadas Maio Junho Julho Dezembro (%)
A. caudifer 0 0 1 0 0 1 2(3,6)
A. lituratus 9 0 2 7 3 7 28 (50)
A. obscurus 1 0 0 0 0 0 1(1,8)
C. perspicillata 1 1 1 1 2 0 6 (10,7)
G. soricina 0 0 2 0 0 0 2 (3,6)
P. lineatus 2 1 1 1 0 0 5(8,9)
S. lilium 0 0 4 4 3 1 12 21,4)
Total (%) 13 (23,2) 13 (23,2) 21 (37,5) 9 (16,1) 56 (100)

FONTE: Elaborado pela autora.
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De maneira geral as fémeas coletadas foram categorizadas como adultos (95,5%), sendo

uma fémea jovem (4,5 %), ja morcegos machos adultos representam 100% do total (Tabela 3).

TABELA 3: Classificagdo dos morcegos utilizados no estudo, capturados no Parque Municipal das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais em 2022, de acordo com o sexo e condicdo reprodutiva.

ID Espécie Idade Sexo Peso (g)
M1 Artibeus lituratus Adulto Macho 75,5
M2 Artibeus lituratus Adulto Fémea 78
M3 Artibeus lituratus Adulto Fémea 64,5
M4 Carollia perspicillata Adulto Macho 14
M5 Artibeus obscurus Adulto Macho 46
M6 Artibeus lituratus Adulto Macho 60
M7 Artibeus lituratus Adulto Macho 60
M8 Platyrrhinus lineatus Adulto Macho 15,5
M9 Platyrrhinus lineatus Adulto Fémea 19,5
M10 Artibeus lituratus Adulto Fémea 20
Mi1 Artibeus lituratus Adulto Fémea 72
M12 Artibeus lituratus Adulto Macho 57,5
M13 Artibeus lituratus Adulto Macho 57
Mi4 Carollia perspicillata Adulto Macho 16
Mi15 Platyrrhinus lineatus Adulto Fémea 20,5
Mi16 Platyrrhinus lineatus Adulto Fémea 25
M17 Carollia perspicillata Adulto Fémea 20
Mi8 Sturnira lilium Adulto Fémea 19
M19 Anoura caudifer Adulto Macho 6
M20 Glossophaga soricina Adulto Macho 10
M21 Glossophaga soricina Adulto Macho 9
M22 Sturnira lilium Adulto Macho 18
M23 Sturnira lilium Adulto Macho 20



ID Espécie Idade Sexo Peso (g)
M24 Sturnira lilium Adulto Macho 23g
M25 Artibeus lituratus Adulto Macho 56,5¢g
M26 Artibeus lituratus Adulto Macho 70
M27 Artibeus lituratus Adulto Macho 73
M28 Sturnira lilium Adulto Macho 18,5
M29 Sturnira lilium Adulto Fémea 22
M30 Platyrrhinus lineatus Adulto Fémea 29
M31 Carollia perspicillata Adulto Fémea 16
M32 Artibeus lituratus Adulto Fémea 68
M33 Artibeus lituratus Adulto Fémea 70
M34 Artibeus lituratus Adulto Fémea 70
M35 Artibeus lituratus Adulto Fémea 62
M36 Sturnira lilium Adulto Fémea 17
M37 Artibeus lituratus Adulto Macho 70
M38 Artibeus lituratus Adulto Macho 70
M39 Sturnira lilium Adulto Macho 18
M40 Artibeus lituratus Adulto Macho 66
M41 Carollia perspicillata Adulto Fémea 14,5
M42 Sturnira lilium Adulto Macho 22
M43 Sturnira lilium Adulto Macho 20,5
M44 Carollia perspicillata Jovem Fémea 12,5
M45 Sturnira lilium Adulto Fémea 15,5
M46 Artibeus lituratus Jovem Fémea 67
M47 Artibeus lituratus Adulto Fémea 79
M48 Artibeus lituratus Adulto Macho 82
M49 Artibeus lituratus Adulto Macho 76
M50 Artibeus lituratus Adulto Macho 73
M51 Artibeus lituratus Adulto Macho 72,5
M52 Artibeus lituratus Adulto Macho 74
MS53 Artibeus lituratus Adulto Macho 72
M54 Artibeus lituratus Adulto Macho 66
M55 Sturnira lilium Adulto Macho 19.5
M56 Anoura caudifer Adulto Macho 11,5g

FONTE: Elaborado pela autora.

5.2. Infec¢do natural por Trypanosomatidae
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Foram realizadas tentativas de isolamento de Trypanosomatidae por meio de cultura

em um total de 152 amostras, correspondentes a 42 individuos. Devido a alta taxa de

contaminagdo verificada no periodo de experimentacdo a metodologia foi descontinuada, e nao

empregadas em todas as amostras. Dentre as amostras, 41 (26,9%) eram fragmentos de figado,

dos quais cinco (12%) apresentaram contaminagao e 36 (88%) apresentaram resultado negativo.
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Das 42 (27,6%) amostras de coragdo, 34 (81%) foram negativas para a presenga de
Trypanosomatidae, enquanto oito (19%) apresentaram contaminagdo. Além disso, das 18
amostras de pele de orelha (11,8%), 11 (61,1%) apresentaram contaminagdo e sete (38,9%)
foram negativas. J4 as 18 amostras de membrana alar (11,8%) resultaram em 17 (94,4%)
amostras contaminadas e uma amostra negativa (5,6%). Por fim, das 33 amostras de sangue

(21,7%), 7 apresentaram contaminagdo e 26 apresentaram resultado negativo (Tabela 4).

No total, 48 amostras (31,5%) foram descartadas devido a contaminagdo fungica,
enquanto 104 amostras (68,4%) foram descartadas devido a auséncia de crescimento de
protozoarios apos 30 dias de cultivo. Observou-se que a maioria das amostras de figado

(80,9%), coracdo (81,8%) e sangue (78%) foram descartadas

sem apresentar indicios de contaminacdo. Por outro lado, 94,4% das amostras de

membrana alar foram descartadas por apresentarem contaminagao fingica.



TABELA 4: Resultado das amostras de morcegos coletados no Parque das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais em 2022, submetidas ao meio de

cultura para tentativa de isolamento de parasitos.

Amostras bioldgicas coletadas de Morcegos

Individuos Espécies
Figado Coracao Pele de Orelha Membrana Alar Sangue

M1 Artibeus lituratus Negativo Negativo Negativo Contaminado Negativo

M2 Artibeus lituratus Negativo Negativo Contaminado Contaminado Negativo

M3 Artibeus lituratus Negativo Negativo Contaminado Negativo Negativo

M4 Carollia perspicillata Negativo Contaminado Contaminado Contaminado Negativo

M5 Artibeus obscurus Negativo Negativo Contaminado Contaminado Negativo

M6 Artibeus lituratus Negativo Contaminado =~ Contaminado Contaminado Negativo

M7 Artibeus lituratus Negativo Negativo Contaminado Contaminado Negativo

MS8 Platyrrhinus lineatus Negativo Negativo Contaminado Contaminado -

M9 Platyrrhinus lineatus Negativo Negativo Contaminado Contaminado Negativo
M10 Artibeus lituratus Negativo Negativo Negativo Contaminado Negativo
M11 Artibeus lituratus Negativo Negativo Contaminado Contaminado Negativo
M12 Artibeus lituratus Negativo Contaminado =~ Contaminado Contaminado Negativo
M13 Artibeus lituratus Negativo Negativo Negativo Contaminado Negativo
M14 Carollia perspicillata Negativo Negativo Negativo Contaminado Contaminado
M15 Platyrrhinus lineatus ~ Contaminado Negativo Contaminado Contaminado Contaminado
M16 Platyrrhinus lineatus Negativo Negativo Negativo Contaminado Contaminado
M17 Carollia perspicillata Negativo Negativo Negativo Contaminado Negativo
M18 Sturnira lilium Negativo Negativo Negativo Contaminado Negativo
M19 Anoura caudifer Negativo Negativo - - Negativo
M20 Sturnira lilium - Negativo - - -

M21 Sturnira lilium Negativo Negativo - - Contaminado
M22 Sturnira lilium Negativo Negativo - - Negativo
M23 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo

38
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Amostras bioldgicas coletadas de Morcegos

Individuos Espécies

Figado Coracao Pele de Orelha Membrana Alar Sangue
M24 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo
M25 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo
M26 Sturnira lilium Contaminado Negativo - - Negativo
M27 Platyrrhinus lineatus Negativo Negativo - - Contaminado
M28 Carollia perspicillata Negativo Negativo - - -
M29 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo
M30 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo
M31 Artibeus lituratus Negativo Contaminado Contaminado
M32 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo
M33 Sturnira lilium Contaminado  Contaminado - - Negativo
M34 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - Negativo
M35 Artibeus lituratus Contaminado Negativo - - Contaminado
M36 Sturnira lilium Negativo Contaminado - - Negativo
M37 Artibeus lituratus Negativo Contaminado - - -
M38 Carollia perspicillata Negativo Negativo - - -
M39 Sturnira lilium Negativo Negativo - - -
M40 Carollia perspicillata  Contaminado Negativo - - -
M41 Sturnira lilium Negativo Contaminado - - -
M42 Artibeus lituratus Negativo Negativo - - -

FONTE: Elaborado pela autora.
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5.3. Deteccio molecular de Trypanosomatidae

Antes da deteccdo de tripanossomatideos, realizou-se a amplificagdo do gene
Citocromo B (cytB) em amostras de sangue (18) e do gene gama actina em amostras de 6rgaos
e tecidos (168). As amplificagdes foram bem-sucedidas (Figuras 8 e 9), indicando qualidade e

integridade do material gendmico extraido.

FIGURA 8: Imagem representativa da eletroforese em gel de agarose 2% das amostras de
sangue de morcego submetidas a PCR dirigida ao gene citocromo B.
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LEGENDA: PM: peso molecular de 100 pares de bases. Canaletas M12S a M52S: amostras de sangue dos
morcegos. CP: controle positivo (DNA extraido de sangue de capivara). CN: controle negativo. FONTE:

Elaborado pela autora.
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FIGURA 9: Imagem representativa da eletroforese em gel de agarose 2% das amostras de
orgdos e tecidos de morcego submetidas a PCR dirigida ao gene gama actina.
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LEGENDA: PM: peso molecular de 100 pares de bases. Canaletas M1F a M2F: amostras de tecidos e 6rgaos
dos morcegos. CP: controle positivo (DNA extraido de sangue de capivara). CN: controle negativo. FONTE:
Elaborado pela autora.

Em seguida as amostras foram submetidas & Nested PCR dirigida a regido V7V8 do
gene 18S. Desse total, 11 amostras (5,9%) apresentaram resultado positivo para a presenca de
tripanossomatideos. Das amostras de sangue (18) trés (16,6%) apresentaram resultado positivo,
sendo: M9 (Platyrrhinus lineatus) positivo para Leishmania braziliensis (OR656597), M51
(Artibeus lituratus) para Trypanosoma sp. Neobat 3 (OR656598) e M56 (Anoura caudifer)
positivo para Trypanosoma sp. Neobat 4 (OR656599) (Figura 10). Com relacdo aos 6rgaos e
tecidos testados (168), oito amostras (4,9%) apresentaram resultado positivo, sendo: amostras
de baco (M1- Artibeus lituratus e M21 Glossophoga soricina) para Le. infantum (OR656595 e
OR656596); coragao dos individuos M9 (M9 (Platyrrhinus lineatus) e M26 (Artibeus lituratus)
com DNA de Le. infantum (OR656592 ¢ OR656594 respectivamente); e por fim no figado
quatro amostras foram positivas, duas para Le. infantum — M26 Artibeus lituratus (OR656593)
e M44 Carollia perspicillata (OR656590); e duas para Trypanosoma sp. Neobat 3 nos
individuos M39 (Sturnira lilium) (OR656589) e M47 (Artibeus lituratus) (OR656591) (Figura
11).
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FIGURA 10: Imagem representativa da eletroforese em gel de agarose 2% das amostras de
sangue de morcego submetidas a Nested PCR dirigida a regido V7V8 do gene 18S da SSU
rRNA.

PM ' MOS M47S M52S CP CN

LEGENDA: PM: peso molecular de 100pb; Canaletas 9S a 52S: amostras de sangue de morcego; CP: controle
positivo: Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); CN: controle negativo. FONTE: Elaborado pela
autora.

FIGURA 11: Imagem representativa da eletroforese em gel de agarose 2% das amostras de
orgdos e tecidos de morcego submetidas a Nested PCR dirigida a regido V7V8 do gene 18S
da SSU rRNA.
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LEGENDA: PM: peso molecular de 100pb. M9C a M43F: amostras de 6rgdos. CP: controle positivo —
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); CN: controle negativo. FONTE: Elaborado pela
autora.
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5.5. Analise comparativa da positividade de quirdpteros por tripanossomatideos

Ao analisar as amostras positivas para Trypanosomatidae através da Nested PCR da
regido V7V8, observou-se uma predominancia de positividade para a espécie Leishmania
infantum (6/11 — 54,5%) seguido por Trypanosoma sp. (Neobat 3 e 4) (4/11 36,4%) e Le.
braziliensis (1/11 9,0%) (Tabela 5).
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TABELA 5: Resultados dos 6rgaos positivos de morcegos e sequenciamento da regido V7V8 de amostras coletadas no Parque Municipal das Mangabeiras,
Belo Horizonte, Minas Gerais em 2022.

Orgios
ID Espécie Classificacio etaria/
sexo Baco Coracao Figado Sangue
Ml Artibeus lituratus Adulto/d Le. infantum - - -
M9 Platyrrhinus lineatus Adulto/? - Le. infantum - Le. braziliensis
M21  Glossophaga soricina Adulto /& Le. infantum - - -
M26 Artibeus lituratus Adulto/d - Le. infantum Le. infantum -
M39 Sturnira lilium Adulto/d - - T. sp. Neobat 3 -
M44  Carollia perspicillata Jovem/? - - Le. infantum -
M47 Artibeus lituratus Adulto/¥ - - T. sp. Neobat 3 -
M51 Artibeus lituratus Adulto/d - - - T. sp. Neobat 3
M56 Anoura caudifer Adulto/d - - - T. sp. Neobat 4

FONTE: Elaborado pela autora.
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Quando consideramos a positividade de Tripanossomatideos entre o numero de
individuos coletados/0rgdos, as espécies Anoura caudifer (1/2) e Glossophaga soricina (1/2)
apresentam a maior indicie, com 50% de suas amostras contendo sequéncias de DNA de
interesse para o estudo, sendo constatadas no sangue e baco respectivamente (Tabela 6). Em
seguida as espécies Platyrrhinus lineatus (20% - 1/5), Carollia perspicillata (17% - 1/6)
Artibeus lituratus (14,2% - 5/28) e Sturnira lilium (8,3%, - 1/12). A espécie A. lituratus
apresentou amostras positivas em quatro orgdos referentes a quatro morcegos, um com dois
orgdos positivos. Para essa espécie o figado foi detectado duas vezes, totalizando 5 amostras;
entretanto resulta na de maneira geral um indicie reduzido devido a quantidade de morcegos
totais capturados. Em P. lineatus duas fontes bioldgicas foram detectadas positivas — coragao e
sangue, que correspondem ao mesmo individuo. A espécie A. obscurus foi a Unica coletada
que ndo apresentou positividade. O figado juntamente com o coragdo se configurou como os
6rgdos mais presentes no estudo, em que o figado foi também o de maior positividade com

quatro de 49 amostras.
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TABELA 6: Resultado das amostras positivas das espécies de morcegos por 6rgaos, coletados no Parque das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas

Gerais em 2022.
Orgios
L C e . o
Especies Baco Coracao Figado Membrana Alar l;:l?h(;e Sangue Total por individuo (%
Anoura caudifer 0 0 0 0 0 1 1/2(50)
Artibeus lituratus 1 1 2 0 0 1 4/28 (45,4) *
Aritbeus obscurus 0 0 0 0 0 0 0/1 (0)
Carollia perspicillata 0 0 1 0 0 0 1/6(17)
Glossophaga soricina 1 0 0 0 0 0 1/2(50)
Platyrrhinus lineatus 0 1 0 0 0 1 1/5 (20) *
Sturnira lilium 0 0 1 0 0 0 1/12 (8,3)
9/56 (16,1)
(1)
Total (%) 2/34(5,9) 2/49(4,1) 4/49(8,2) 0/18 (0) 0/18 (0) 3/18(16,7) 11/ 186 (6)

*A soma total da positividade entre os 6rgaos foi contabilizada por individuo, portanto alguns individuos tiveram positividade em mais de um 6rgao, nao
influenciando no valor da soma total. FONTE: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Os morcegos desempenham um papel importante na dinamica ecoldgica dos ambientes
naturais, fornecendo servicos ecossistémicos essenciais, como polinizacdo e dispersdo, que
contribuem para a manuten¢do da biodiversidade (KUNZ et al., 2011). No entanto, com o
crescimento urbano as alteragdes nas condi¢des naturais do habitat afetam ndo apenas os
morcegos, mas também outras espécies. Os parques urbanos sdo considerados refugios de
fragmentos florestais em meio a urbanizagdo, mas também enfrentam pressdes ambientais,
como poluicdo do ar, solo e agua, perturbagdes sonoras e espécies exoticas (RUSSO &
ANCILLOTTO, 2015). A proximidade dos morcegos com areas urbanas ¢ uma preocupagao,
uma vez que sdo conhecidos por manter e transmitir tripanossomatideos, virus, bactérias e
fungos (CORREA et al. 2013; MORATELLI & CALISHER 2015; VOLOKHOV et al. 2017).
Estudos como este, realizado no Parque das Mangabeiras, sdo de grande importancia para uma
melhor compreensdo da ecoepidemiologia dos morcegos em parques urbanos, especialmente
em Belo Horizonte, onde ndo ha levantamentos prévios nesse segmento. O presente estudo
confirma a deteccdo molecular de Le. braziliensis, Le. infantum e Trypanosoma sp. em
morcegos, indicando seu possivel papel como hospedeiros ou reservatérios desses parasitos
podendo assim, contribuir para a manutenc¢do do ciclo epidemiologico de doencas emergentes

€ reemergentes.

Todos os espécimes coletados neste estudo pertencem a familia Phyllostomidae, sendo
considera a familia com maior diversidade de espécies na regido neotropical (Fenton, 1992b).
E sabido que fragmentos florestais preservados tém uma maior atividade de morcegos em
comparagdo com areas alteradas (Silva de Araujo & Bernard, 2016), sendo coletado no Parque
das Mangabeiras 56 individuos de morcegos distribuidos em sete espécies de morcegos. O
indice de riqueza de morcegos em habitats fragmentados pode conter relagdo negativa com a
infeccdo por hemoparasitas, uma vez que ¢ maior se comparado a ambientes de floresta
continua, sendo observado o crescimento de um e a reducao do outro (Cottontail ez al. 2009).
Isso se deve a determinadas caracteristicas, como a altera¢do da cobertura vegetal que atua
favorecendo a transmissdo de patdgenos (Cottontail et al. 2009). Diferente do que foi visto por
Rangel et al. (2019) no Rio de Janeiro, em que o nivel de infeccdo ndo apresentou variacao
significante entre duas areas com diferentes niveis de preservagdo. Devido a longevidade e o
constante deslocamento realizado pelos morcegos, as infec¢des aqui constatadas podem ter sido

adquiridas anteriormente em outro local.
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Devido ao nimero de coletas realizadas (seis), com esforgo amostral de 12.960 m*h
em uma area especifica do parque, os dados de riqueza e abundancia podem ter sido afetados,

ndo abrangendo a area total do parque.

As espécies A. lituratus, S. lilium e C. perspicillata foram as mais abundantes e ja
foram observadas anteriormente em Belo Horizonte por De Knegt et al. (2005), com destaque
para A. lituratus apresentou maior incidéncia em ambos os estudos. Embora sejam encontradas
em florestas tropicais, estas espécies também mostram tolerancia e adaptacdo a ambientes
modificados, principalmente A. lituratus (De Souza Laurindo & Vizentin-Bugoni, 2020), o que
resulta na ocorréncia dessas espécies a diferentes condigdes ambientais, dispondo de abrigos
desde cavidades naturais e arvores até edificagdes humanas (Gannon et al., 1989; Evelyn &

Stiles, 2003).

A utilizagdo de parques urbanos como refugios de fragmentos florestais pode
contribuir para a conservacdo e manutencdo dessas espécies pertencentes a familia
Phyllostomidae (Silva de Aratijo & Bernard 2016; Nunes et a/. 2017). Silva de Araujo e Bernard
(2016) observaram uma maior atividade de filostomideos dentro ou proximo a fragmentos
florestais em areas urbanas, ao contrario do comportamento da familia Molossidae, que mostrou
uma preferéncia por ambientes sem areas verdes (Silva de Aratjo & Bernard, 2016). Um
exemplo € a espécie A. lituratus — de maior abundancia no presente estudo (50%), comumente
encontrada em fragmentos verdes dentro de areas antropizadas, como parques urbanos (De
Oliveira Sene, 2022; Guedes et al., 2020; Zortéa & Chiarello, 1994) ¢ é considerada uma
espécie generalista, indicando a partir de tais caracteristicas uma possivel resiliéncia e
adaptacdo favoravel a urbanizacdo e ambientes fragmentados (Barros et al. 2006; Bredt &

Uieda, 1996).

Além disso adiciona-se que essas espécies generalistas t€ém se adaptado e utilizado de
ambientes modificados, ao empoleirar-se em estruturas que compoe fragmentos florestais e até
mesmo diretamente nos centros urbanos (BARROS et al. 2006). Em estudos realizados foi
possivel verificar que cada espécie possui uma resposta especifica a ambientes modificados
(Pacheco et al. 2010; Russo & Ancillotto, 2015), sendo comum a redu¢do da riqueza e o
aumento da abundancia de determinadas espécies, evidenciando de modo geral o efeito

negativo gerado (Avila-Flores & Fenton, 2005; Geggie & Fenton, 1985).
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A relagdo entre o nimero de fémeas (22/39,3%) e machos (34/60,7%) - coletados
conforme os pardmetros estabelecidos no estudo evidenciou certa predominancia de individuos
machos. Entretanto, a propor¢do ¢ vista de forma significativa realizando analises
intraespecificas. Considerando A. lituratus, a espécie mais abundante neste estudo, cerca de
35% dos individuos coletados foram fémeas enquanto cerca de 65% foram machos. Resultado
similar foi observado para a espécie S. /ilium, no qual cerca de 33,3% foram fémeas e 66,7%
machos. Contudo, para C. perspicillata observou-se predominancia de fémeas (66,6%) em
detrimento dos machos (33,3%).

Quando realizada uma comparacdo entre a positividade para tripanossomatideos e o
sexo, observou-se que dos nove individuos positivos, trés eram fémeas (13,6%) com quatro
amostras positivas para Le. braziliensis, Le. infantum (2) e Trypanosoma sp. Neobat 3; e seis
machos (17,6%) com sete amostras positivas para Le. infantum (4) e Trypanosoma sp. Neobat
3 (2) e Neobat 4. Nao foi possivel afirmar que exista correlagdo direta entre estas variaveis, haja
vista que provavelmente os dados espelham a propor¢do geral entre machos e fémeas que ¢
reduzida. Resultado similar ao presente estudo foi observado por Vieira (2016) que além da
relacdo entre machos e fémeas constatou maior positividade do género Trypanosoma para
machos (3/4 - 75%) e maior positividade de fémeas para o género Leishmania (3/5 60%).

As fémeas positivas para os tripanossomatideos foram categorizadas como adulto (2)
e jovem (1). J& os machos positivos foram classificados em adulto (6). A categorizagdo dos
individuos positivos de acordo com a classificagdo etaria pode indicar que animais adultos estao
mais susceptiveis a infeccdo, haja vista o maior tempo de exposicdo aos insetos vetores,
contudo, mesmo que reduzido o registro de morcegos na fase jovem positivos para
Trypanossomatidae (1) pode indicar contato estreito com os agentes patogénicos ainda em fase
inicial, ocorrendo em infec¢des em tempos mais recentes (Vieira, 2016).

A familia Phyllostomidae abriga uma grande diversidade de habitos alimentares,
incluindo espécies que se alimentam de insetos — Molossus molossus, frutas — A. lituratus,
néctar - A. caudifer, carne - Chrotopterus auritus, € hematdfaga — Desmodus rotundus (Nowak,
1999; Gardner, 1976). Nesse contexto, destaca-se a subfamilia Stenodermatinae, que
usualmente apresenta espécies de dieta frugivora e, portanto, tende a ser mais comum em 4areas
com disponibilidade de arvores frutiferas, inclusive parques urbanos (Pereira & Esbérard 2009).
No presente estudo, foi observada uma predomindncia do habito alimentar frugivoro (5/7
71,4%), ndo sendo coletados morcegos insetivoros. Tal fato deve-se a metodologia empregada
(redes de neblina) que ndo favorece a coleta de morcegos insetivoros por apresentarem voo

acima do dossel, como nas familias Emballonuridae, Molossidae, Mormoopidae e



50

Vespertilionidae (Kalko & Handley, 2001). Contudo, todas as espécies do estudo além da fonte
principal complementam sua dieta de acordo com a sazonalidade e disponibilidade de recursos,
incorporando outros alimentos como néctar, folhas e insetos (Reis et al. 2007).

Destaca-se a importancia das espécies com habitos alimentares ecléticos uma vez que
se beneficiam da flexibilidade alimentar ao se adaptarem a diferentes cenarios de
disponibilidade de alimentos, inclusive com escassez de recurso, como ¢ visto em todas as
espécies coletadas no presente estudo, bem como em A. lituratus, que € conhecido por ser
generalista em ambientes com recursos limitados, mostrando uma alta plasticidade alimentar
(Galetti & Morellato, 1994; Passos & Graciolli, 2004). Neste sentido, De Oliveira Sene, 2022
e Guedes et al., 2020 e observaram a presenga de insetos nas fezes de 4. lituratus, o que pode
indicar um comportamento oportunista na auséncia de frutas, um recurso para suprir a
necessidade de proteina ou até mesmo ocorrendo a ingestdo inadvertida de insetos juntamente
com frutas (Courts, 1998, Fleming et al. 1972; Gardner, 1976, Heithaus et al. 1975, Thomas,
1984).

O habito de incorporar varias fontes alimentares na dieta visto nas espécies de estudo
pode gerar implicagdes nas dindmicas de transmissdo de patégenos, uma vez que a alimentagao
insetivora pode servir como fonte de infec¢ao para hospedeiros e/ou reservatorios (Thomas et
al. 2007; Reimann et al. 2022). As espécies A. caudifer e G. soricina — de habito alimentar
primariamente nectarivoro (Barros et al. 2013; Zortéa, 2003) com poucos exemplares coletados
neste estudo apresentaram positividade para Trypanosoma sp. e Le. infatum respectivamente.
Especula-se que a transmissdo do patdogeno pode ter acontecido ocasionalmente durante a
ingestdo de néctar em plantas como bromélias que sdo utilizadas como abrigos por barbeiros
como visto em Rhodnius domesticus; através das fezes, como também em uma alimentagao
ocasional de artropodes (Lent et al. 1979; Monteiro et al. 2018; Zortéa, 2003). No caso dos
fleb6tomos que possuem aproximadamente 3mm de comprimento acredita-se que estes nao
participam da dieta de morcegos, e se ocasionalmente ocorra seja de maneira acidental, como
por exemplo ao realizar o grooming individual ou mutuo.

Além da transmissao por meio da alimentacdo insetivora dos morcegos, € importante
mencionar que a infec¢do por tripanossomatideos também pode ocorrer através de insetos
hematofagos. Adiciona-se que esses fatores em conjunto com o compartilhamento de abrigos
entre morcegos ¢ flebotomineos/triatomineos (Alves et al. 2008; Campos et al. 2020; Pinto et
al. 2015) e o habito noturno desses insetos poderiam influenciar na dindmica de infecg¢des
(Reimann et al. 2022), chamando a atengdo para o potencial risco de os morcegos estarem

envolvidos na manutengao do ciclo desses patogenos.
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A capacidade de Lu. longipalpis - uma das principais espécies vetoras se alimentar
em C. perspicillata, bem como em outras espécies de morcegos, foi observada por Lampo et
al. (2000). No presente estudo, identificou-se a infec¢ao de C. perspicillata por Le. infantum, o
principal agente etioldgico transmitido por Lu. longipalpis. Além disso, evidéncias moleculares
indicam a possibilidade de morcegos atuarem como recurso alimentar primario para barbeiros,
apresentando fonte de positividade para 7.cruzi em detrimento de roedores e marsupiais do
Equador, indicando que os ciclos de transmissdo podem ser mais intensos em quirdptero em

determinadas regides (Pinto et al. 2003; 2006; 2015).

De acordo com Pinto et al. (2015) a espécie de barbeiro Cavernicola pilosa foi
verificada em associacdo com o morcego insetivoro Myotis sp. dentro de uma residéncia no
Equador, além da associacdo entre a espécie Triatoma dispar aos morcegos insetivoros
Molossus molossus e Myotis sp., sendo um individuo da ultima espécie positivo para

T. c. marinkellei, coletados no interior de um galinheiro, localizado proximo a residéncia.

J& existem registros das principais espécies coletadas no presente estudo - 4. lituratus
C. perspicillata e S. lilium, infectadas naturalmente por parasitos do género Trypanosoma sp.
(Rangel et al. 2019) e Leishmania sp. (Lima et al. 2008). Das 152 amostras submetidas ao
isolamento em meio de cultura, nenhuma apresentou resultado positivo, sendo que 31,5% das
amostras apresentaram contaminagao por fungos ou bactérias e 68,4% resultaram em amostras
negativas, ou seja, sem crescimento de formas flageladas. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Savani et al. (2010), que identificaram 21 amostras contaminadas e 319
amostras negativas em um estudo conduzido na cidade de Sao Paulo. Diferente do observado
por Lima et al. (2008) com o primeiro isolado de Leishmania (Le. Infantum) em morcego
(Carollia perspicillata).

A alta taxa de amostras contaminadas neste estudo indica a necessidade de
procedimentos adicionais para garantir a integridade das amostras durante a manipulacao,
incluindo o uso de capela de fluxo laminar. As condi¢des de cultivo in vitro utilizadas neste
estudo, validadas previamente pelo Grupo de Estudos em Leishmanioses (Fiocruz Minas) em
outros estudos, ndo foram um fator determinante para os resultados negativos e contaminados.
Verifica-se até o momento a impossibilidade de resultados positivos para sangue em meio de
cultura para amostras com parasitos identificados como Trypanossoma sp. Neobats (Rodrigues
et al. 2019). O individuo M36 positivo no figado para Trypanosoma sp. Neobat 3 apresentou
sangue em meio de cultura sem a presenca de parasitos ou outros microorganismos, sendo tido

como negativo e posteriormente descartado, como também verificado anteriormente por
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Rodrigues et al. (2019) em condigdes de cultivo semelhante. Tais evidencias reforcam a
incapacidade de Trypanosoma sp. Neobat crescer em meio de cultura convencional (NNN/LIT),
ndo apresentando condigdes ideias para a sobrevivéncia como ocorre para 7rypanosoma spp.

Os morcegos possuem a capacidade de se deslocar tanto em curtas distancias -como
entre abrigos e areas de alimentagdo, quanto em longas distancias - em eventos migratorios
populacionais, realizados através do voo verdadeiro (Trajano, 1996; Aguiar ef al. 2014). Devido
as atividades humanas que alteram o ambiente natural, ha cada vez mais a presenca de morcegos
em areas urbanas, especialmente da familia Phyllostomidae, proximos a fragmentos florestais
(Silva de Araujo & Bernard, 2016; Nunes et al. 2017). Essa capacidade de dispersdo das
colonias e adaptagdo a ambientes antropizados, aliada a diversidade alimentar, possibilita a
manutengdo de doengas e a dispersio de patogenos (FAO, 2011; Nunes et al. 2017). E
importante ressaltar que a maioria dos registros de morcegos infectados por agentes etiologicos
de doencas pertence a familia Phyllostomidae (Corréa et al., 2013).

As doengas causadas por tripanossomatideos merecem uma atengdo especial, pois os
morcegos compartilham abrigos com seres humanos e vetores que possuem patdgenos
causadores de varias doencas (Fabian, 1991; Jansen & Roque, 2010). O compartilhamento de
abrigo entre morcegos infectados e barbeiros foi constatado por Dias et al., 1942 no norte do
Brasil. Inclusive a espécie A. lituratus que utiliza palmeiras como abrigo (Dos Reis et al. 2009)
assim como visto em barbeiros, foi verificada no referido estudo com DNA de Trypanosoma
sp. (sangue e figado) e Le. infantum (bago, coragdo e figado).

A espécie S. lilium positiva para Trypanosoma sp. neste estudo ja foi verificada no
Brasil com infec¢do por 7. dionisii € T. cruzi (Lima et al. 2015; Nishimura et al. 2010).
Entretanto C. perspicillata que foi positiva para Le. infantum ¢ comumente associada na
literatura a infeccdo por diferentes DTU’s de 7. cruzi (I, III, IV e V), bem como 7. c.
marinkellei, T. dionisii e T. rangeli (Dario et al. 2017a, 2017b; Da Costa et al. 2016; Dos Santos
et al. 2018; Rangel et al. 2019).

No presente estudo, das 186 amostras analisadas, 11 (5,9%) apresentaram positividade
para a presenca de tripanossomatideos. Deste total de positivos, aproximadamente 63,6 %foram
positivas para o género Leishmania (85,7% para Le. infantum e 14,3% para Le. braziliensis) e
36,4% para o género Trypanosoma. Através do sequenciamento do fragmento interno da Nested
PCR, ndo foi possivel realizar a identificacdo a nivel de espécie do género Trypanosoma,
entretanto, a analise molecular indicou a presenca de duas diferentes MOTU, sugerindo a
presenca de dois tdxons. Adiciona-se que as amostras identificadas como Trypanosoma sp.

foram submetidas a técnica de PCR convencional multilocus conforme protocolo estabelecido
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por Da Cruz Moreira e Ramirez 2019, amplificadas na regido AC do gene SL-IRac, regides I e
IT do gene spliced-leader (SL-IR I e II), dominio divergente D7 do gene 24Sa rRNA (24Sa
rDNA) e o fragmento nuclear A10, que possibilita verificar as diferentes DTUs de T cruzi; nao
havendo regides amplificadas apds a aplicacdo da técnica. Ao comparar o codigo de acesso de
Genbank de amostras de Trypanosoma verificou-se a compatibilidade com amostras de
Rodrigues et al. (2019), sendo MH411068.1 constatado em amostras de figado e sangue, e
MH411067.1 verificado em uma amostra de sangue.

Como também visto pelos autores referidos verificamos a positividade da MOTU
Neobat 3, na espécie Artibeus lituratus (2), além da espécie Sturnira lilium (1), em que a
linhagem Neobat 3 ¢ observada na literatura com infec¢do em A. jamaicensis, A. lituratus e A.
cinereus (Cottontail et al. 2014; Lima et al. 2015; Rodrigues et al. 2019). Além disso foi
possivel averiguar positividade de Trypanosoma Neobat 4 na espécie 4. caudifer — ja detectada
com Crithidia mellificae (RANGEL et al. 2019). Este configura-se como o primeiro registro da
linhagem Neobat 4 em outros quirdpteros que ndo C. perspicillata (Alves et al. 2021). Alves et
al. (2021) obtiveram sequencias compativeis com Trypanosoma sp. Neobats 3, 4, além do 1 e
5, apresentando alto nivel de infec¢do por 7 spp. Neobat 4 restrito a C. perspcillata. Ainda nao
se sabe os vetores que transmitem as linhagens de 7.spp. Neobats, possivelmente insetos
hematd6fagos que compartilham o habitat com os morcegos estejam atuando na manutencdo do
ciclo. Originalmente foram descritos no Panamé por Cottontail ef al. (2014), e recentemente
foram associados com a espécie 7. wauwau por um ancestral proximo.

Evidéncias demonstram que 7. wauwau e T.spp Neobats formam um conjunto mais
proximo da linhagem de tripanossomatideos encontrados em marsupiais e roedores australianos
do que outros mamiferos neotropicais, indicando serem espécies mais basais; havendo também
evidéncias da espécie T cruzi ter evoluido e sido dispersada por animais da ordem Chiroptera,
sendo possivelmente este o hospedeiro original de 7. cruzi (Dario et al. 2017b; Kostygov et al.
2021; Lima et al. 2015b; Lopes et al. 2018; Rodrigues et al. 2019). A constatacdo de
Trypanosoma spp Neobats (1, 2 3, 4 e 5) em diferentes localizagdes geograficas auxilia no
entendimento da distribuicdo destes patdgenos, que ja € verificado por autores em diferentes
localidades (Cottontail et al. 2014; Lima et al. 2015; Rodrigues et al. 2019).

Amostras de sangue, inclusive coagulado sdo utilizadas para a detec¢do molecular de
Trypanosoma e Leishmania (Azami-Conesa et al. 2020; Alves et al. 2021; Dario et al. 2021;
Rodrigues et al. 2019). Foi possivel detectar DNA de Le. braziliensis e Trypanosoma sp. em

amostras de sangue (3/18), sendo que estudos indicam que a positividade de parasitos no
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sangue, assim como na pele pode estar relacionada a uma infec¢do mais recente (Azami-Conesa
et al. 2020).

Amostras de bacgo, coracdo, figado e pele sdo comumente vistos na literatura sendo
utilizados para a detecgdo de tripanossomatideos (Alcover et al. 2020; Azami-Conesa et al.
2020), sendo possivel também citar outras estratégias que podem ser empregadas como a coleta
de fezes e swab perianal, que em conjunto com amostras de patdgio (pele) de morcegos
detectaram DNA de 7. cruzi em estudo de Quiroga et al. (2022). No presente estudo amostras
de coragdo e figado apresentaram DNA de Leishmania infantum e Trypanosoma sp. conforme
Berzunza-Cruz et al. (2015) que confirmou a positividade por L. mexicana em amostras de
coracdo e figado de morcegos. Os bagos apresentam grande positividade na literatura
comparado a outras fontes bioldgicas, sendo dois positivos no presente estudo para Le.
infantum, estando em consonancia com o ciclo biolégico da Leishmania no hospedeiro
vertebrado na qual ha ocorréncia de formas amastigotas na fase cronica (Azami-Conesa ef al.
2020). A positividade em orgdos internos indica uma menor chance de transmissdo se
comparado ao sangue, tendo em vista o contato com os insetos vetores (Pires ef al. 2017). Para
fragmentos de membrana alar e orelha resultado diferente foi visto em comparagdo com as
outras fontes bioldgicas, com amostras negativas em todos os individuos. Entretanto, De Castro
Ferreira (2017) detectou Le. braziliensis em amostras de pele de morcegos em Corumbé/ MS,
sendo a pele de orelha considerado a matriz mais adequada para o diagnostico de Leishmania
em roedores e caes devido a sensibilidade e atuagdo de maneira menos invasiva (Reis et al.
2013; Svobodova & Votypka, 2003); sendo possivel até mesmo deteccdo de Le. infantum em
pelos de morcego (Azami-Conesa ef al. 2020).

Os resultados moleculares evidenciam que os 6rgaos com resultados positivos para
tripanossomas podem variar entre individuos, demonstrando a importancia de se analisar
diferentes matrizes bioldgicas. A diferenca de positividade entre os 6rgados além da participacao
nos ciclos das doencas estd associada a resposta imune de cada individuo interferindo na
progressao e distribuicdo dos parasitos (Maia & Campino, 2008; Reis et al. 2013).

Os morcegos demonstram suportar certa tolerancia a diferentes infecgdes (Brook &
Dobson, 2015), visto em outros mamiferos o acumulo de diferentes cepas de 7.cruzi
apresentando resposta imune atenuada (Perez et al. 2014; Rodrigues et al. 2010). A técnica de
Next-Generation Sequencing (NGS) € corriqueiramente empregada e se mostra muito eficiente
para a deteccdao de coinfeccdo de Trypanosoma, inclusive em morcegos coletados no Brasil
(Austen & Barbosa, 2021; Dario et al. 2017b), podendo ser uma metodologia implementada em

futuras publicagoes do Grupo de Estudos em Leishmanioses. Entre os morcegos positivos
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mencionados anteriormente, foi identificada uma infec¢ao mista no individuo M9 (P. lineatus)
em fontes bioldgicas incomuns visto o ciclo bioldgico dos parasitos. A positividade de Le.
infantum em amostra de coragdo podem estar associadas ao sangue circulante. A deteccao de
infec¢do mista em morcegos ja foi constatada por De Oliveira et al., (2015) em amostra de bago
detectada com Le. infantum e Le amazonensis, por Ferreira (2010) em Belo Horizonte com
roedores positivos para Le infatum e Le braziliensis. No género Trypanosoma a multipla
infeccdo também foi constatada por Rangel et al. (2019) por T. dionisii e T. cruzi (Tcl - S.lillium
e Tclll — A. lituratus), e por Dario et al. (2017b) pela técnica de NGS, em que a maior parte
das espécies de Trypanosoma sp. constatados foram provenientes de infec¢do mista, sendo uma
resultante do héabito gregério dos mamiferos voadores.

Em um estudo recente, a fauna de flebotomineos do Parque das Mangabeiras foi
descrita (Serra & Meira et al., 2022), sendo estes insetos predominantes em ambientes
cavernicolas. A espécie Ev. edwardsi, foi encontrada naturalmente infectada por Le.
braziliensis, sugerindo possivel participacdo na transmissdo deste parasito, fato que ja havia
sido sugerido a partir de um relato de infecg¢do natural em Cotia, Sao Paulo (SUCEN, 2005).
Ainda com relagdo ao estudo conduzido por Serra & Meira et al., (2022), a presenca de DNA
de Le. amazonensis e Le. infantum também foi detectada em flebotomineos por técnicas
moleculares, sugerindo a circulagdo destes agentes patogénicos.

A auséncia de coletas sistematicas neste estudo representa uma limitagdo para a
compreensdo completa da diversidade de morcegos, da positividade observada e dos estudos
ecologicos comparativos. No entanto, ¢ importante destacar o carater colaborativo dessa
pesquisa, que envolveu projetos de diferentes instituicdes com objetivos distintos. Apesar das
limitacdes, a presente pesquisa revela resultados significativos sobre a fauna de quirdpteros e
sua infec¢@o por tripanossomatideos em um parque urbano, fornecendo informagdes valiosas
para a compreensao da ecologia e epidemiologia desses animais em areas urbanas. A detecgdo
de espécies de morcegos predominantes na regido, como A. lituratus, S. lilium e C. perspicillata,
e sua positividade para Leishmania e Trypanosoma, ressalta a importancia desses animais como
hospedeiros e potenciais reservatorios de patégenos de importancia em satide publica. Nossos
dados confirmam que os morcegos sdo hospedeiros adequados para espécies de Trypanosoma
do clado 7. wauwau. Além disso, a presenga de insetos vetores infectados nas proximidades do
parque indica a possibilidade de estabelecimento de ciclos epidemiologicos envolvendo
morcegos, vetores e outros mamiferos. Esses achados destacam a necessidade de ampliar os

estudos e as agdes de vigilancia em saude, visando a compreensdo e o controle dessas zoonoses,
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ndo apenas no contexto do Parque das Mangabeiras, mas em outras areas urbanas onde a

interagcdo entre morcegos e seres humanos ocorre de forma frequente.

7 CONCLUSOES

e Primeiro registro de DNA da MOTU Trypanosoma Neobat 4 fora de C. perspicillata,
sendo detectado na espécie 4. caudifer.

e A alta taxa de amostras contaminadas por fungos e bactérias em amostras de tecido
submetidos a cultivo in vitro indica a necessidade de procedimentos adicionais prévios
e durante a retirada dos fragmentos para garantir maior integridade das amostras.

e Deteccdo mista de DNA de Le. infantum e Le. braziliensis no coracdo e sangue

respectivamente, possivelmente associada a circulagdo sanguinea.
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ANEXOS

Anexo 1: Aprovacio do Comité de ética no Uso de Animais — CEUA Fiocruz

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

Vice-Presidéncia de Pesquisa e Colegoes Comissao de Etica
Biologicas - VPPCB no Uso de Animais

LICENCA LW-3/23

Certificamos que o protocolo (P-37/21.5), intitulado "Hospedeiros e Reservatorios
de Leishmania sp. e sua importincia na manutencio dos ciclos de transmissio nos
ambientes silvestre e sinantrépico no estado de Minas Gerais", sob a responsabilidade de
JOSE DILERMANDO ANDRADE FILHO, atende ao disposto na Lei 11794/08, que
dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 30/11/2026 e inclui o uso total de:
Marsupialia
- 90 machos.

- 90 fémeas.

Rodentia

- 90 machos.

- 90 fémeas.
Chiroptera

- 20 machos.

- 20 fémeas.
Mesocricetus auratus
- 100 machos de Golden.

Rio de Janeiro, 30 de novembro de 2022.

Etelcia Molinaro

Coordenadora da Ceua/Fiocruz
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Anexo 2: Aprovacio do Comité de ética no Uso de Animais — CEUA PUC MINAS

Com}.sséa dhe-.- Ertlicdahno Usb de Anim.ais - CEUA PUCMlnas

PUC Minas

PARECER DA CEUA PUC MINAS

Certificamos que o projeto intitulado “Comparagdo da concentracdao de metais
pesados em diferentes matrizes biolégicas de morcegos”, protocolo n° 14/2022, sob a
responsabilidade de Professora Dra. Soénia Talamoni - que envolve o uso de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
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| Vigéncia do projeto 12/07/2022 a 31/03/2023

Espécie Namero de animais

Artibeus lituratus 14

Artibeus planirostris 14

Artibeus obscurus 14

Carollia perspicillata 14

Anoura geoffroyi 14

Glossophaga soricina 14

Nyctinomops laticaudatus 14

Myotis levis 14

Equipe envolvida Sonia Aparecida Talamoni
Jennifer Emanuele Ferreira
Leonardo dos Santos Soares
Fernanda Santos Delgado Silva
Sarah Felipe Bessa
Lucilaine Valéria de Souza Santos

~ ) ,
U\“’”LL Pas M " Ovnfe
{

h /

Profa. Dra. Gisele Pires de Mendonca Dantas
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais- PUC Minas
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Anexo 3: Licenca de coleta e sacrificio dos quiropteros - SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
g Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
ICi o’ Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 80543-4 | Data da Emisséo: 03/05/2023 16:26:59 Data da Revalidagao™: 01/12/2023
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no grama de atividad,

do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua a

Dados do titular

Nome: MARIANA ALVES LIMA | CPF: 143.962.926-94

Titulo do Projeto: Estudo das leishmanioses em érea de ecoturismo de Minas Gerais ? importancia dos flebotomineos e de mamiferos
voadores na manutengéo de um ciclo silvestre.

Nome da Instituigdo: CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | CNPJ: 33.781.055/0008-01

Cronograma de atividades

# |Descricdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Coleta e transporte de flebotomineos e morcegos 07/2023 12/2023

2 | Coleta e transporte de flebotomineos e morcegos 01/2022 06/2023

Equipe

# |Nome Funcéo CPF Nacionalidade

1 | SONIA APARECIDA TALAMONI coleta, identificagio e manejo dos quirdpteros 050.741.568-07 E i

2 | Jennifer Emanuele Ferreira coleta, idenfificagdo e manejo dos quirdpteros 127.193.876-65 Brasileira

3 | JOSE DILERMANDO ANDRADE FILHO coleta, identificag@o e analise ecologica de 835584 546-34 Brasileira
flebotomineos

4 | Felipe Dutra Régo coleta, identificacéo e analise ecologica de 059.973 946-03 Brasileira
flebotomineos

5 | DEBORA CRISTINA CAPUCCI coleta, identificag@o e analise ecologica de 080.115.636-02 Brasileira
flebotomineos

6 |LETICIA GRACIELLE TORRES DE MIRANDA | Responsavel pelos procedimentos de anestesia 097.361.266-50 Brasileira

ESTEVAM e eutanasia

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou reguiaridade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 0805430420230503 Pagina 1/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

: Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Icmid Sistema de Autorizagéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 80543-4 | Data da Emissédo: 03/05/2023 16:26:59 Data da Revalidacédo™: 01/12/2023

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

Dados do titular

Nome: MARIANA ALVES LIMA | CPF: 143.962.926-94

Titulo do Projeto: Estudo das leishmanioses em area de ecoturismo de Minas Gerais ? importéncia dos flebotomineos e de mamiferos

voadores na manutengéo de um ciclo silvestre

Nome da Instituigo: CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | CNPJ: 33.781.055/0008-01

Observagées e ressalvas

1 A 40 ndo eximira o p da idade de obter outras anuéncias, come: ) do proprietario, arrendatario, posseire ou merador quando as atividades forem realizadas
‘em area de dominio privado cu dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de regularizagao fundiaria encontra-se em curso; |1y da comunidade indigena

envolvida, ouvido o érgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; |ll) do Conselho de Defesa Macional, quando as atividades de pesquisa

forem ‘emarea ir avel 3 nacional; V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicicnais brasileiras; V) do

Departamento Macional da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploragéo de d li ou a extragdo d é fasseis; V1) do érgdo gestor da

plorag P ¢ P

unidade de conservacio estadual, distrital ou municipal, dentre cutras.

2 Deve-se observar as as recomendagbes de p ot tra a COVID-19 da: dades sanitarias locais e das Unidades de Conservagio a serem acessadas.

Esta autorizagio NAO libera o uso da substéncia com potencial agrotéxico efou inseticida e NAO exime o pesquisader titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
as exigéneias e obter as autorizages previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotdxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de
Jjaneiro de 2002, entre outros).

4 Esta autorizagao MAO libera o uso da substancia com potencial agretéxice efou inseticida e MAQ exime o pesquisader titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
as exigéncias e obter as autorizages previstas em outros instrumentos legais relatives ao registro de agrotdxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de
Jjaneiro de 2002, entre outros)

5 As atividades de campo exercidas por pessca natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtides por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difus&o ou & pesquisa, est3o sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

6 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Pertaria ICMBio n° 748/2022, no que especifica esta Autorizacdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais,

industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utiizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

T Este documento no dispensa o cumprimento da legislacio que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territdrio nacional, na plataforma continental e
na zena ecendmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccdo e desenvelvimento tecnoldgico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.brfegen.

8 O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esferco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagdes do grupe

taxondmico de interesse em condigdc in situ.

9 Esta autorizagio NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outres instrumentos legais, bem como do
consentimento do respensavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagio
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservag&o federal cujo processo de reqularizagio

fundidria encontra-se em curso.

10 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAQ, o pesquisador titular desta autorizagio devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

pedicdes, as condigdes para realizagio das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.
11 | Otitular de auterizagéio ou de licenca p , assim come os membros de sua equipe, quando da vielagie da legislagio vigente, ou quando da inadequacdo, omisséo ou
falsa d 3o de O que aexpedicio do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagio ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em viger.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codige de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera veiificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacdo: 0805430420230503 Péagina 2/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagéo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 80543-4 | Data da Emissédo: 03/05/2023 16:26:59 Data da Revalidacédo™: 01/12/2023

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

Dados do titular

Nome: MARIANA ALVES LIMA | CPF: 143.962.926-94

Titulo do Projeto: Estudo das leishmanioses em area de ecoturismo de Minas Gerais ? importéncia dos flebotomineos e de mamiferos

voadores na manutengéo de um ciclo silvestre

Nome da Instituigo: CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | CNPJ: 33.781.055/0008-01

QOutras ressalvas

1 CBC BrasiliaDF
2 PARMA da Serra do Gandarela
Mo esta autorizada a coletaftransporte de fémeas prenhes, lactantes ou com filhotes, sendo necessario a soltura de CENAP Atibaia-SP
individuos nestas condiges no mesmo local da captura.
4 O pesquisador e a equipe relacionada (exceto colaboradores locais) nesta autorizacie podem ter acesso as cavidades CECAV Brasilia-DF
preestabelecidas do projeto.
Locais onde as atividades de campo serao executadas
# |Descricdo do local Mun io-UF Bioma Caverna? Tipo
1 |Caeté Caeté-MG Mata Atlantica Sim Fora de UC Federal
2 | Parque Nacional da Serra do Gandarela MG Mata Atlantica MNao Dentro de UC Federal
3 | Serra da Piedade Caeté-MG Mata Atlantica Nao Dentro de UC Estadual
Atividades
# |Atividade Grupo de Atividade
1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Dentro de UC Federal
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Dentro de Caverna
3 | Captura de animais silvestres in situ Dentro de Caverna
4 | Observacéo e gravacéo de imagem ou som em cavema Dentro de Caverna
5 | Levantamento de dados abidticos em caverna Dentro de Caverna
6 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Dentro de Caverna
7 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Dentro de UC Federal
Atividades X Taxons
# | Atividade Taxon Qtde.
1 | Observagéo e gravagéo de imagem ou som em cavema Chiroptera -
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Chiroptera -
3 | Captura de animais silvestres in situ Chiroptera -
4 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera 10
5 | Observacdo e gravacgéo de imagem ou som em cavema Psychodidae -
6 | Captura de animais silvestres in situ Psychodidae -
7 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Psychodidae 5000

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codige de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera veiificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacdo: 0805430420230503 Pégina 3/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

# Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Icmid Sistema de Autorizagéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 80543-4 | Data da Emissédo: 03/05/2023 16:26:59 Data da Revalidacédo™: 01/12/2023

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

Dados do titular

Nome: MARIANA ALVES LIMA | CPF: 143.962.926-94

Titulo do Projeto: Estudo das leishmanioses em area de ecoturismo de Minas Gerais ? importéncia dos flebotomineos e de mamiferos

voadores na manutengéo de um ciclo silvestre

Nome da Instituigo: CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | CNPJ: 33.781.055/0008-01

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
8 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Psychodidae -
A quantidade prevista 56 é obrigatéria para atividades do tipo "Coletaftransporte de espéci da fauna silvestre in situ". Essa quantidade abrange uma porgédo

territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacdo Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras biolégicas (Insetos) Secre¢do

2 | Amostras biolégicas (Qutros mamiferos) Fragmento de tecido/6rgéo, Sangue, Urina
3 | Método de captura/coleta (Insetos) Armmadilha luminosa, Captura manual

4 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Rede de neblina

Destino do material biologico coletado

# |Nome local destino Tipo destino
1 | CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ Laboratério
2 | SOCIEDADE MINEIRA DE CULTURA Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codige de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera veiificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacdo: 0805430420230503 Pégina 4/5



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagéo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 80543-4 | Data da Emissédo: 03/05/2023 16:26:59 Data da Revalidacédo™: 01/12/2023

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

Dados do titular

Nome: MARIANA ALVES LIMA | CPF: 143.962.926-94

Titulo do Projeto: Estudo das leishmanioses em area de ecoturismo de Minas Gerais ? importéncia dos flebotomineos e de mamiferos

voadores na manutengéo de um ciclo silvestre

Nome da Instituigo: CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | CNPJ: 33.781.055/0008-01

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou
do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material
biclégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colegéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢des Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* ldentificar o espécime do nivel taxondmico possivel

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® Portaria ICMBio n® 748/2022. Através do codige de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera veiificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacdo: 0805430420230503 Pégina 5/5
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Anexo 4: Licenca de coleta e sacrificio dos quirépteros - SISBIO

Ministério do Meio Amblente - MMA

_ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Blodiversidade - ICMBio

lc.ﬁ ig" Sistema de AutorizagBo ¢ Informacio em Biodiversidade - SISBIO
M

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nomero: 829801 Data da Emissdo: 12082022 08 22:02 I Data da Revalidacho®: 12082023

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacho tem prazo de valdade equivalents a0 previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas deverd ser revalidada anuaimente mediante & apresentacio do relatdrio de atividades a ser enviado por melo do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisslo.

Dados do titular

Home SOMNIA APARECIDA TALAMONI JCPF 050 741 56807

Titulo do Projeto. COMPARAGAO DA CONCENTRAGAO DE METAIS PESADOS EM DIFERENTES MATRIZES BIOLOGICAS DE
MORCE GOS

Nome da Insttuigho SOCIEDADE MINEIRA DE CULTURA ]OOJ 17.178.1950001-67
Cronograma de atividades

# | Descrigho da atividade Inicio (mésano) Fim (méa/ano)
1 | caplura do morcegos o colota do amostaas de polo V2022 042024

2 | olaboracso do dssortacho do mesYado OV2022 032023

3 | delermnacho da concentracho de metal pesado em leados © em pol W22 1072024

4 | olaboraco o defesa do dssortacho do mosirado OV2023 02024

5 | elatoracho 90 3 relionos anuans w222 032024
Equipe

# | Nome Fungao CPF Naclonalidade
1_| Jeoester Emarunie Fomen Posqursaador 127 193 876-65 Brasters
2 |VITORW LOWSE XaSTO CHIOO! Posquisacor 140 929 92602 Braséora
3 | Tala do Otivorra Fanas P sqursacsol 116 775 30682 Braséera
4 | Luisa Lauren Lima Vil Posquesacsor 112 732 606 60 Braséora
5 | FERNANDA SANTOS DELGADO SLVA Estagano - Estudante do Cincias Buoldgons 154 498 796.01 Braséora
6 | SARAH FELIPE BESSA Estiagano - Estudante de Chncias Buoldgons 022 280 22608 Braséara
7 | LEONARDO DOS SANTOS SOARLS Lstiagano - Lstudante do ongorharn Quimca 470 753 0480 Braséora

Esto documento fof expedicdo com Dase na nstrucio Normatva 1P 032014 Através do cONg0 d0 sutenticaslio abaxo, Quakamr cladio
poderd verHicar 2 autentiodade ou reguiandade desto Jocumento, pov Mo da pAOING O S ICMERO Na Infornet (www KCMEvo QOov Der/sisbe)

Codigo de autenticagdo: 0829800120220512 Péigina 115
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Ministério do Melo Amblente - MMA

4 Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBlo

'c'ﬁ 'd Sistema de Autorizaco e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO
M

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 82980-1 Data da Emissdo: 12052022 08:22:02 l Data da Revalidacho®: 12082023

—Oomnoeuuna«mmmmwumommummmam
do projeto, mas deverd ser revalidada anuaimente mediante a apresentacio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissbo.

Dados do titular

Home: SONIA APARECIDA TALAMONI _|cPF 050 741 %6807
Tituko do Projeto. COMPARAGAO DA CONCENTRAGAO DE METAIS PESADOS EM DIFERENTES MATRIZES BIOLOGICAS DE
MORCE GOS

HNome da Insttuigso SOCIEDADE MINEIRA DE CULTURA | Crepy. 17,178 195000167

Observagdes e ressalvas
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Anexo 5: Carta de aceita para depésito de exemplares no Museu de Ciéncias Naturais da

PUC Minas.
sontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais
Museu de Ciencias Naturas
MCN/CA-09/2022 Belo Horizonte, 13 de janeiro de 2022
Ao Orgdo Ambiental Competente
CARTA DE ACEITE

O Museu de Ciéncias Naturais PUC Minas manfesta o inleresse em
receber exemplares da Mastofauna e  Quiroplerofauna provenientes do Projete
projeto intitulado "Hospedeiros e Reservaldrios de Leishmana sp. e sua importancia
na manuten¢o dos ciclos de transmissdo nos ambientes silvestre e sinantrépico no
estado de Minas Gerais".

O trabalho sera coordenado pelo  Bidlogo José Diermando Andrade
Filho {(CRbio 13789/4) do Instituto René RachouFiocruz Minas.

Os laboratorios do Museu de Ciéncias Naturais PUC Minas
encontram-se plenamente capacitados a receber o referido  matenal sob
condicbes satisfatérias de armazenamento e consulta Todos o0s espécimes
depositados nesta instituicio estardo a disposigdo de pesquisadores.

Informamos que as normas dos laboratérios do Museu para
recebimento dos exemplares s80: os exemplares da Mastofauna deverdo ser
entregues com a pele taxidermizada e o esqueleto congelado; os exemplares da
Quiropterofauna deveriio ser entregues fixados e mantidos em alcool 70% todo
material bioldgico deve ser acompanhado de planilha constando data de coleta, local
(incluindo municipio e coordenadas gecgréficas) e copia da licenca do Orgdo
Ambiental Competente.

£ essencial que os técnicos responsdveis pela realizagio do trabalho de
campo tenham conhecimento dos procedimentos citados acima Caso o material n&o
se encontre conforme explicitado ou na auséncia de dados e'ou documentos, ©
mesmo nao sera aceito.

Solicitamos que caso nenhum material testemunho for coletado
gentileza comunicar aos curadores das colegdes,

ALT {/ {
L AL, Al Y (e -
Marco A&fﬁd c;muun Veloso Ldmw oixoirs
{CRBIio 030736/04D) Coordenador
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Anexo 6: Artigo “Molecular detection of Leishmania and blood meal analysis sand fies
from Corumba, Mato Grosso do Sul, Brazil” realizado e publicado durante o periodo do

mestrado.

Acta Tropica 245 (2023) 106961
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Molecular detection of Leishmania and blood meal analysis in sand flies
from Corumba, Mato Grosso do Sul, Brazil

Felipe Dutra-Rego ™ , Mariana Alves Lima ", Giovana Luisa Pereira Almeida °, Paulo Silva de
Almeida", Grace Kelly Sguario do Valle Bastos ‘, Luiza Vilalva das Neves Alexandre *, Rodrigo
Daltro Samaniego “, Walkiria Arruda da Silva“, Alcides de Moraes Ogaya , José

Dilermando Andrade-Filho*

* Grupo de Estudo em Leishmanioses, Instituto René Rachou, Fundagao Oswealdo Onez, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
® Labx io Regional de E logia de Douradas, Niicleo Regional de Satide, Secretaria Estadual de Satide, Mato Grosso Sul, Brasil

© Laboratorio Regional de Entomologia da Gerencia de Vigilancia em Satide de Corumba, Secretaria Municipal de Sadide, Mato Grosso do Sud, Brasil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In this study, we i igated the p e of Leish ia in sand flies collected from a peridomestic area in
Sand fly Corumba, Mato Grosso do Sul, after an autochth case of ¢ leishmaniasis was confirmed. A total of
Leishmania ‘ o 1,542 sand flies belonging to seven species were collected, with Lu. cruzi being the most prevalent (94.3%). We
Ontaoond Eetibmrhniants detected the presence of DNA from Le. infantum (7 pools) and Le. braziliensis (3 pools) by sequencing the ITS1

Molecular detecti

Brazil s amplicon in ten pools, all of which were composed of engorged (3) and non-engorged (7) females of Li. cruzi. We
collected 24 engorged females, with Homo sapiens being the most common blood meal source (91.6%), followed
by Dasyprocta azarae and Canis lupus familiaris (4.2% each). To our knowledge, this is the first molecular evidence

of Le. braziliensis in wild-caught Lu. cruzi in Brazil, suggesting its potential role as a vector for this parasite.




