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Infecgéo natural por Trypanosoma (Trypanozoon) evansi (Steel, 1885) em

mamiferos de Rio Branco/AC
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Alessandra Filgueiras Gonzalez Araujo Santos

Trypanosoma (Trypanozoon) evansi foi o primeiro tripanossoma patogénico de
mamifero a ser descrito. E a espécie de Trypanosoma mais dispersa e a que infecta
a maior variedade de hospedeiros no mundo. T. evansi é um parasito de grande
importancia médico-veterinaria, exclusivo de sangue de mamiferos e sua
transmisséo se da através de vetores mecanicos. No ano de 2014, um cédo de Rio
Branco/AC recebeu um diagnostico sugestivo da infeccdo por T. evansi, dada a
sintomatologia apresentada e a presenca de parasitos flagelados, sem cinetoplasto
evidente, em esfregaco sanguineo. O objetivo do trabalho foi investigar a ocorréncia
de T. evansi em cdes, morcegos e capivaras provenientes de Rio Branco/AC através
de abordagens parasitoldgicas, sorolégicas e moleculares. Nossa hipétese € que ha
neste local uma ocorréncia ainda ndo reportada deste parasito. Foi coletado sangue
de 78 cées de areas préximas ao Parque Zoobotanico (PZ), pertencente ao campus
da Universidade Federal do Acre (UFAC). O diagnéstico parasitologico dos céaes foi
realizado por hemocultivo (buscando detectar infeccdo por T. cruzi como diagndstico
diferencial), exame a fresco de capa leucocitaria e analise de esfregaco sanguineo e
todos foram negativos. O diagnéstico soroldgico por Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) detectou a presenca de anticorpos anti-T.evansi e anti-T.cruzi em
20,5% e 26,0% dos animais avaliados, respectivamente. Também foi possivel
detectar a presenca de DNA de T. evansi em um céo através de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) utilizando um alvo especifico de DNA nuclear satélite de
Trypanosoma (Trypanozoon) sp. Para os morcegos foi realizado diagnostico
molecular utilizando o mesmo alvo em 182 amostras de baco coletadas em quatro

expedicdes realizadas durante os anos de 2014 e 2015 no PZ, sendo detectado um
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morcego (Carollia perspicillata) positivo. As sequéncias de DNA obtidas nas reacdes
de PCR do cdo e do morcego C. perspicillata mostraram similaridade com DNA
satélite de T. brucei (K00392.1), com cobertura de 90% e identidade de 89%.
Esfregacos sanguineos e/ou RIFI anti-T. evansi foram realizadas em 51 capivaras
de areas rurais e urbanas da regido coletadas em 2015. Todos os esfregacos
sanguineos (n=43) foram negativos, mas a infeccdo por T. evansi foi
sorologicamente confirmada em 17,4% dos 46 roedores avaliados utilizando-se um
conjugado anti-Cavia sp. Com os resultados obtidos no presente estudo foi possivel
confirmar a hipotese de transmisséo silenciosa de T. evansi em Rio Branco/AC e a
participacdo de ao menos trés espécies de mamiferos (caes, morcegos e capivaras)
neste ciclo. Essa € a primeira descricdo de T. evansi na regido norte do Brasil a
obter confirmacédo da infeccdo através de diagndstico molecular e andlise de

sequéncias dos produtos amplificados.

Palavras-chave: Trypanosoma evansi, cdes, morcegos, capivaras, Acre, Bioma

Amazonico.



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Natural Trypanosoma (Trypanozoon) evansi (Steel, 1885) infection among mammals from Rio
Branco/AC

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITARY BIOLOGY

Alessandra Filgueiras Gonzalez Araujo Santos
Trypanosoma (Trypanozoon) evansi was the first pathogenic mammalian

trypanosome ever described. It is the most dispersed Trypanosoma species and the
one that infects the highest variety of hosts worldwide. T. evansi is a parasite of great
medical-veterinary importance, exclusive of mammalian blood and its transmission
occurs through mechanical vectors. In 2014, a dog from Rio Branco/AC was
suspected of T. evansi infection, due to the its symptoms and the observation of
flagellated parasites, without evident kinetoplast, in dog’s blood smear. The aim of
this work was to investigate the occurrence of T. evansi in dogs, bats and capybaras
from Rio Branco/AC through parasitological, serological and molecular approaches.
Our hypothesis was the existence of an unreported occurrence of the parasite in the
area. Blood was collected from 78 dogs from areas near the Zoobotanical Park (PZ),
which belongs to the Federal University of Acre (UFAC). The parasitological
diagnosis made in dogs consisted in blood cultures (searching for T. cruzi infection
as differential diagnosis), fresh buffy coat examination and blood smear analysis, and
all of them were negative. The serological diagnosis by Indirect Fluorescent Antibody
Test (IFAT) detected the presence of anti-T. evansi and anti-T. cruzi antibodies in
20.5% and 26% of the evaluated animals, respectively. It was also possible to detect
the presence of T. evansi DNA in one dog’s blood through Polymerase Chain
Reaction (PCR) using a specific nuclear DNA target of Trypanosoma (Trypanozoon)
sp. The molecular diagnosis in bats was performed using the same above-mentioned
molecular target in 182 spleen samples collected in four expeditions during 2014 and
2015 in PZ. One bat (one Carollia perspicillata) was positive. The DNA sequences

obtained in the PCR reactions from the dog and the C. persipicillata bat showed
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similarity with T. brucei satellite DNA (K00392.1), with 90% of coverage and 89% of
identity. Blood smears and/or anti-T.evansi IFAT were carried out in 51 capybaras
collected in 2015 in rural and urban areas of the region. All blood smears (n=43)
were negative, but T. evansi infection was serologically confirmed in 17.4% of the 46
evaluated rodents using anti-Cavia sp. conjugate. We herein confirmed the
hypothesis of silent transmission of T. evansi in Rio Branco/AC, which includes at
least three mammal species (dogs, bats and capybaras) in its transmission cycle.
This is the first description of T. evansi in the Northern Region of Brazil that
confirmed the infection using molecular diagnosis and analysis of the sequenced

amplified products.

Key-words: Trypanosoma evansi, dogs, bats, capybaras, Acre, Amazon

Biome.
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1 INTRODUCAO

1.1 Kinetoplastea, Trypanosomatidae e género Trypanosoma

A classe Kinetoplastea € composta por protozoarios que possuem uma
organela em comum, denominada Cinetoplasto. Essa organela € uma porcéo
especializada integrante de uma mitocondria Unica e ramificada da célula e contém
DNA mitocondrial (KDNA) formada por maxicirculos e minicirculos. Os maxicirculos
apresentam-se similares e em numero reduzido com a funcédo de codificar genes
mitocondriais, jA 0s minicirculos estdo presentes em maior quantidade e
apresentam-se interconectados entre si (Stevens et al., 2008; Simpson; Lukes;
Roger 2002).

Atualmente, a classe Kinetoplastea € dividida em duas subclasses:
Prokinetoplastina (com a ordem Prokinetoplastida) e a subclasse Metakinetoplastina,
composta por trés ordens de bodonideos (Eubodonidae, Parabodonidae e
Neobodonida) e a ordem Trypanosomatida, com uma unica familia, denominada
Trypanosomatidae (Stevens et al., 2008; Deschamps, 2011).

A familia Trypanosomatidae compde-se de vinte géneros, dos quais
dezesseis sdo parasitas monoxénicos (possuindo apenas um hospedeiro definitivo,
geralmente um inseto das ordens Diptera ou Hemiptera), um de parasita
heteroxénico de plantas (Phytomonas) e trés géneros de parasitas heteroxénicos
gue alternam seu ciclo de vida entre insetos hematodfagos e hospedeiros vertebrados
(Endotrypanum, Leishmania e Trypanosoma) (Wallace et al, 1983; Camargo, 1999;
Maslov, Podlipaev e Lukes, 2001; Merzlyak et al, 2001;; Svobodova et al, 2007,
Borghesan et al, 2013; Votypka et al, 2013; Yurchenko et al, 2016).

O género Trypanosoma possui como caracteristicas morfolégicas um flagelo
anico saindo de sua regido anterior e presenca de estruturas tipicas, tais como bolsa
flagelar, multiplos lisossomos, corpos basais, citossoma, paraxonema (ou estrutura
paraflagelar), acidocalcissomos e reservossomos (Acosta et al., 2013; Mathews,
2005). Em 1972, Hoare propds a divisdo do género em duas secdes, baseadas na
forma de transmisséo do parasito: Secdes Stercoraria e Salivaria.

Na Secédo Stercoraria, estdo alocados o0s parasitos que possuem

desenvolvimento no intestino posterior de seus vetores, insetos hematéfagos
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(triatomineos, entre outros) e sédo transmitidos pela forma contaminativa. Essa secao
€ composta por trés subgéneros: Megatrypanum, Herpetosoma e Schyzotrypanum.
O subgénero Schyzotrypanum possui grande importancia epidemiolégica, pois é
onde classifica-se o Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da Tripanossomiase
americana (Hoare 1972; Haag; O’h Uigin; Overath 1998). Atualmente s&o
reconhecidas 6 subpopulacdes do parasito (Unidades Discretas de Tipagem, do
inglés Discrete Typing Units — DTU), as DTUs Tcl a TcVI, além de uma sétima DTU
normalmente associada a infec¢des por morcegos, Tcbat (Zingales et al., 2012).

Na Secdo Salivaria, estéo inseridos os tripanossomas originarios da Africa e
transmitidos de forma inoculativa pela saliva, principalmente pelo diptero Glossina
sp. (mosca tsé-ts€), além do Trypanosoma rangeli. Essa se¢do € composta por cinco
subgéneros: Tejeraia, Trypanozoon, Nannomonas, Duttonella e Pycomonas. O
subgénero Tejeraia foi o Gltimo a integrar essa se¢do e € composto apenas pelo
Trypanosoma rangeli. O subgénero Dutonella € composto por Trypanosoma vivax e
Trypanosoma uniforme, o subgénero Nannomonas por Trypanosoma congolense,
Trypanosoma godfreyi e Trypanosoma simiae, enquanto o subgénero Pycomonas
tém como integrante o Trypanosoma suis. No subgénero Trypanozoon estéao
alocados tripanossomas conhecidos e de importancia médica e veterinaria, como o
Trypanosoma brucei, agente infeccioso da doenca-do-sono em humanos no
continente Africano e Trypanosoma evansi, responsavel por doengas em animais de
producédo na Africa e nas Américas (Afiez 1982; Desquesnes et al., 2013a; Rotureau
e Van Den Abbeele, 2013).

Duas subespécies de T. brucei sdo agentes etioldégicos da doencga-do- sono
(HAT): T. brucei rhodesiense e T. brucei gambiense. O primeiro apresenta uma
forma mais virulenta e aguda da parasitose. Essa forma ocorre na Africa Oriental e
Austral, acredita-se que seja zoonética (sendo os hospedeiros gado e animais
silvestres) e a infeccdo de humanos é ocasional, com a morte dos pacientes
podendo acontecer em poucas semanas. Na Africa Ocidental e Central essa doenca
esta relacionada com T. brucei gambiense e representa 98% dos casos de HAT.
Apresenta-se de forma latente e curso cronico e também pode ser fatal se n&o
diagnosticada e tratada. Nela, os seres humanos sdo o principal reservatério da
infeccdo e apresentam papel chave na transmissdao do agente. A evolugédo da
doenca-do-sono apresenta dois estagios e seu curso na infeccdo por T.brucei

rhodensiense é mais rapido. Esses estagios sao: Estagio Hemolinfatico ou Estagio |,
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onde os parasitas penetram no sistema linfatico e na corrente sanguinea e Estagio
Meningo-encefalitico ou Estagio Il, onde os flagelados atravessam a barreira
hematoencefédlica e invadem o Sistema Nervoso Central, provocando dano
neuroldgico progressivo. Infelizmente, ndo ha droga ou vacina para prevenir nenhum
tipo de HAT (Franco et al., 2014; Ponte-sucre, 2016).

Outra importante doenca cujos agentes etioldgicos s&o tripanossomas
salivarios é a Nagana, uma infeccdo que ocorre em rebanhos africanos, causada
principalmente por T. vivax (subgénero Dutonella), T. congolense (subgénero
Nannomonas) e T. brucei brucei (subgénero Trypanozoon). Esta doenga ocasiona
grandes perdas econOmicas, ndo apenas pela sintomatologia dos animais
infectados, como também pelos custos para a prevencao da infec¢cdo. Muitas vezes
a administracao de drogas tripanocidas, como Aceturato de Diminazeno e Cloreto de
Isometamidium € a principal medida de controle do rebanho. A diversidade de
espécies dos tripanossomas envolvidos é um dos fatores responsaveis pela variagéo
de sinais clinicos, que incluem: abortos, nascimentos prematuros, diminuicdo na
producdo de leite e infertilidade. Em relacdo a hospedeiros susceptiveis, T. vivax
infecta principalmente gado e em menor extensdo cavalos. O principal hospedeiro
de T. congolense também é o gado, enquanto T.brucei brucei infecta gado e animais
silvestres, porém sua prevaléncia de infeccdo € menor em relagdo as outras duas
espécies (Desquesnes et al.,, 2013a; Auty et al., 2015; Mamoudou et al., 2016;
Morrison et al., 2016).

Os tripanossomas salivarios ndo possuem a capacidade de invadir células,
como os tripanosomas da secdo Stercoraria, € duas importantes caracteristicas
definem este grupo: (i) sua localizacdo apenas em fluidos extracelulares; e (ii) a
habilidade de evadir o sistema imune do hospedeiro através da variacao antigénica
das glicoproteinas de superficie (VSGs). Com o sequenciamento do genoma de T.
brucei foi possivel identificar a existéncia de mais de 1000 genes de VSGs, a grande
maioria incapaz de produzir uma proteina vidvel, mas capazes de gerar uma
proporcao ainda maior de coberturas de VSGs através de conversdo segmentar de
genes. Essa variacdo antigénica mostra-se importante para esses organismos de
reproducdo clonal, pois favorece as linhagens que apresentam uma gama mais
ampla de variantes antigénicas distintas. Outro fato importante € que normalmente a
variacao antigénica ocorre em altas taxas, acima da taxa regular de mutacéo, sendo

um processo estocastico, e previne o reconhecimento imune do antigeno expresso.

3



Esse fato acarreta em uma exaustao imunolégica por parte do hospedeiro, pois leva-
0 a montar sucessivas respostas humorais em resposta as VSGs emergentes,
enquanto uma nova variante estd sendo ja produzida, antes da efetivacdo da
resposta humoral. A resultante disso sdo altas e recorrentes parasitemias e
recidivas, favorecendo sua transmissdo (Desquesnes et al., 2013a; Morrison et al.,
2014; Ponte-sucre, 2016).

Integrante do subgénero Trypanozoon, T. brucei tem sua transmissao ciclica
dependente do hospedeiro invertebrado Glossina sp. (mosca tsé-tsé) e esse
processo € dependente de genes contidos no DNA mitocondrial do parasito (KDNA).
O KDNA divide-se em maxicirculos e minicirculos, sendo os maxicirculos
responsaveis por codificar o RNA ribossomal (rRNA) e algumas proteinas, que sédo
em sua maioria subunidades de complexos respiratorios. J& 0os minicirculos tém a
funcdo de codificar moléculas essenciais de RNA, sendo sua preservacdo muito
importante para a viabilidade dos tripanossomas. Porém, pode ocorrer uma mutacao
espontanea, podendo ser uma mutacao pontual em um gene essencial ou delegcéao
de um ou mais genes que leve a uma delecdo do DNA maxicircular, nesse caso, 0
parasito permanece apenas em sua forma sanguinea, ndo podendo mais efetuar
seu ciclo no vetor e podendo ser transmitido mecanicamente. Essa situagéo ocorreu
em duas espécies de tripanossomas originarios de T.brucei: Trypanosoma
equiperdum e Trypanosoma evansi, possibilitando a dispersdo desses parasitos
para fora da area onde o vetor é restrito (Jensen et al., 2009).

Alguns autores, inclusive sugerem que essas espécies Sao pequenos
mutantes de T. brucei, devendo ser chamadas de T. brucei equiperdum e T. brucei
evansi (Lai et al., 2008). Isso porque ndo héa diferenca significativa entre eles, a ndo
ser pela auséncia total ou parcial de partes do KDNA. Acredita-se que essas
espécies evoluiram de T. brucei apdés terem perdido a capacidade de replicar
fielmente esse KDNA. Em T. equiperdum h& ainda uma parte dos maxicirculos,
enquanto T. evansi perdeu-os por completo. A edicdo de RNA é essencial em T.
brucei para as formas prociclicas (dependentes do inseto vetor) e formas
sanguineas. No entanto, a pressdo seletiva para manter o arranjo completo dos
minicirculos, um pré-requisito para um mecanismo de edi¢do totalmente funcional,
nao existe com auséncia do estagio infectivo do vetor. A falta desses genes impede
o parasito de diferenciar-se em forma prociclica, sendo assim, o parasito mantém-se

apenas na forma tripomastigota, e a transmissdo passa a ocorrer apenas de forma

4



direta entre os hospedeiros: mecanicamente, no caso de T. evansi, ou sexualmente
durante o coito, no caso de T. equiperdum. As cepas discinetoplasticas se
caracterizam pela homogeneidade dos minicirculos, seguido por alguma delecéo
dos maxicirculos. A auséncia de recombinacao genética no inseto vetor fez com que
a manutencéo e replicacdo de um KDNA néo produtivo em algumas cepas tenha se
tornado um processo custoso e evolutivamente desfavoravel em relagdo aquelas
cepas que ja haviam perdido por completo esta organela. Assim, acredita-se que o
processo evolutivo favorecera ao longo do tempo a selecdo apenas de cepas
acinetoplasticas. Sugere-se que a acdo humana, através do transporte de animais
infectados para fora da area do vetor e a mutacdo em cepas discinetoplasticas ou
acinetoplasticas, tenha facilitado a dispersdo destes parasitos para outras areas
além dagueles onde encontra-se presentes as moscas tsé-tsé (Lai et al., 2008).

A possibilidade de ser transmitido mecanicamente permitiu a dispersdo dos
parasitos para fora da area do vetor, incluindo outros continentes. A transmissao
ciclica consiste em diversos passos de proliferacdo, migracédo e diferenciacdo com o
objetivo final de se diferenciar em tripomastigotas metaciclicas, revestidas por uma
camada superficial glicoproteica (VSGSs), e prontas para a transmissdo a um novo
hospedeiro vertebrado. No caso de T. brucei, esse processo demora
aproximadamente 3 semanas e ocorre até a porcao anterior do intestino do vetor,
enquanto em T. vivax leva apenas alguns dias e é restrito apenas a probdéscide e
cibario da mosca tsé-tsé. No entanto, em seu ciclo dentro do vetor ambos
apresentam as formas de tripomastigota e epimastigota. A diferenca entre essas
duas formas esta na posicao do cinetoplasto: enquanto na primeira o0 cinetoplasto
localiza-se entre o nucleo e a extremidade posterior da célula, na segunda ocorre o
oposto. Porém, o papel da forma epimastigota entre os tripanossomas salivarios
ainda nao esta bem elucidado na literatura, mas € possivel que essa forma seja
mais adaptada a fixacdo celular e essa seja uma maneira eficiente de manter a
célula progenitora produzindo continuamente as formas infectivas sem ser eliminada
com a saliva durante a alimentacéo do vetor (Rotureau e Van Den Abeele, 2013).

O grau de dependéncia do vetor varia entre os tripanossomas salivarios,
desde espécies que sdo totalmente dependentes das Glossina sp. e realizam
apenas transmissao ciclica como T. brucei, (e portanto tém sua distribuicdo limitada
as areas de distribuicdo das moscas), passando pelo T. vivax que possui um grau de

dependéncia menor das glossinas e, assim, sdo transmitidos tanto ciclicamente
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pelas glossinas, quanto mecanicamente por outros vetores em areas fora da Africa
sub-Sahaariana, até espécies que tornaram-se totalmente independentes das
glossinas e assim séo transmitidos apenas mecanicamente, tanto pelas glossinas
guanto por outros vetores, como € o caso do T. evansi (Rotureau e Van Den Abeele,
2013).

1.2 Trypanosoma evansi

Trypanosoma (Trypanozoon) evansi foi primeiramente descrito por Steel, em
1885, sendo o primeiro tripanossoma patogénico de mamifero a ser descrito no
mundo. Antigamente, algumas cepas que nao possuiam cinetoplasto evidente foram
consideradas uma espécie diferente e receberam a denominagdo de Trypanosoma
hippicum, Trypanosoma equinum e Trypanosoma venezuelense (Hoare, 1972).
Todos estes foram posteriormente reconhecidos como sindnimo de T. evansi.

As mutacdes que resultaram na sua independéncia da transmisséo ciclica,
resultaram em que este parasito tenha conseguido dispersar-se para fora do
continente Africano e atualmente é reconhecido como a espécie de Trypanosoma
mais dispersa e que possui a maior gama de hospedeiros no mundo. Atualmente, o
parasito encontra-se presente no Oriente Médio, Asia, Europa, América Latina e

Africa. (Desquesnes et al., 2013a).

Figura 1- Distribuicdo geogréfica de Trypanosoma evansi no mundo. Fonte: Desquesnes et al., 2013a.
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1.2.1 Morfologia

Sua morfologia em amostras de sangue fresco pode apresentar formas
delgadas com tamanho pequeno, extremidade posterior fina e flagelo livre com
movimentos ativos, mas produzindo deslocamentos limitados no campo
microscopico. Possui ainda uma membrana ondulante bem visivel e cinetoplasto
terminal. Também apresentam formas intermediarias, com um flagelo livre mais
curto e cinetoplasto quase terminal. Ambas as formas séo caracteristicas do

subgénero Trypanozoon. (Desquesnes et al., 2013a)
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Figura 2: Amostra de sangue humana corado com Giemsa. Fonte: Van Vin Chau et al., 2016.

Em esfregagcos corados com Giemsa, 0 parasito caracteriza-se por possuir
uma forma de tripomastigota monomorfica fina. Em comparagdo com T. brucei,
apresenta-se com formas mais finas, possuindo um longo flagelo livre e extremidade
posterior fina, com cinetoplasto quase terminal. Na Figura 2, € possivel ver T. evansi
em uma amostra de sangue corada com coloracdo de Giemsa. Nela, os parasitos
possuem o0 aspecto caracteristico do subgénero Trypanozoon, com flagelo livre,
ndcleo central, longa membrana ondulante, cinetoplasto subterminal pequeno e
extremidade posterior fina. O tamanho médio do parasito varia entre 24 e 4 uM
(minimo de 15 uM e maximo de 33 uM), independente de sua cepa, area de origem,
ou hospedeiro (Hoare, 1972; Desquesnes et al., 2013a; Chau et al.2016)

A multiplicacédo dos flagelados do subgénero Trypanozoon ocorre por divisao
binaria. Esse processo se da pela biparticdo do cinetoplasto, seguido pela formacéo
de um novo flagelo proximo a porcao posterior do cinetoplasto. O novo flagelo

cresce paralelamente ao flagelo ja existente, enquanto o ndcleo se divide. Quando
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os dois flagelos apresentam-se com tamanhos iguais, inicia-se a divisdo do

citoplasma pela extremidade anterior do corpo (Hoare, 1972).

1.2.2 Caracteristicas genéticas

Em relacdo ao seu genoma, T. evansi € discinetoplastico, ja que uma parte de
seu DNA é ausente, pois ndo possui maxicirculos. Os minicirculos apresentam-se
homogéneos, porém em algumas cepas eles podem estar ausentes (cepas
acinetoplasticas). Sendo assim, baseado no perfil de seus minicirculos, essa espécie
divide-se em T. evansi tipo A e T. evansi tipo B:

Trypanosoma evansi tipo A é mais abundante e encontrado na Africa,
Ameérica do Sul e Asia. Caracteriza-se pela presenga na maioria das cepas do gene
de VSG RoTat 1.2. O gene se expressa no inicio das infeccfes, fazendo com que
seja possivel detectar a presenca do parasito em animais infectados por T. evansi
tipo A por ferramentas sorolégicas (CATT/T. evansi) ou moleculares com esse alvo.
(Njiru 2006; Birhanu et al., 2016)

Trypanosoma evansi tipo B € bem mais raro, foi descrito pela primeira vez em
1983, sendo até entdo s6 encontrado na Africa. Esse genétipo ndo possui 0 gene
RoTat 1.2, sendo assim, as ferramentas com esse alvo diagnostico ndo funcionam.
A raridade desse gendétipo sugere que ele esteja restrito a um nicho bem menor que
o tipo A ou tenha emergido mais recentemente, o que justificaria sua restricao
geografica. Além disso, apenas camelideos foram encontrados como hospedeiros
dessa cepa, 0 que sugere que apenas essa espécie seja susceptivel ou esse
parasito tenha coevoluido com esse hospedeiro (Njiru 2006; Birhanu et al., 2016).

As cepas de T. evansi encontradas no Brasil possuem na maioria das vezes,
um DNA cinetoplastico totalmente ausente, tanto nos isolados obtidos de animais
domésticos quanto dos silvestres. Acredita-se que essa seja uma caracteristica do
parasito nesse pais (Ventura et al., 2000). As cepas acinetoplasticas do parasito
retém a parte membranosa de sua estrutura mitocondrial, ainda que a massa central
fiborosa que contém o DNA esteja ausente. Ja que essa parte é visivel na
microscopia de luz o nome cinetoplasto pode ser mantido para esse disco fibroso
(Hoare, 1972). Porém existem cepas de capivaras que nao sao totalmente
acinetoplasticas, e esse fato corrobora a idéia das multiplas origens do parasito na
América do Sul (Stevens et al.,1989). As cepas brasileiras quando vistas por

microscopia eletronica possuem o KDNA composto por uma massa amorfa
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eletrondensa e circundada por membrana dupla, localizado no local ocupado
normalmente pela mitocondria. Essa conformacgéo é semelhante a apresentada pelo
parasito apds sucessivas passagens em animais de laboratorio ou induzido por

drogas (Ventura et al., 2000).

1.2.3 “Surra” ou Mal-de-cadeiras

A doenca desencadeada por T.evansi em equinos € conhecida como “Surra”
ou “Mal de cadeiras”, dependendo da regido onde ocorre. A palavra “Surra” vem do
Indi e significa podre, esse nome € principalmente relacionado ao estado em que os
animais susceptiveis apresentam uma forma crénica da parasitose. Ja o nome “Mal
de caderas” € decorrente da sintomatologia neurolégica apresentada principalmente
por equinos caracterizada por paresia de membros posteriores (Desquesnes et al.,
2013a).

Alguns dos sintomas apresentados pelos hospedeiros acometidos sao
comuns da maioria das tripanossomiases: febre, imunossupressdo, anemia, perda
de apetite e peso, perda de produtividade e aborto. Porém, os sintomas podem
variar entre diferentes hospedeiros, ou até individuos de uma mesma espécie, e
dentro de uma area geografica, desde infeccbes totalmente assintomaticas até a
casos graves e muitas vezes fatais (Desquesnes et al., 2013a).

Entre os hospedeiros ja descritos de T. evansi no mundo estdo animais
domésticos e silvestres, tais como cdes (Aref et al., 2013), cavalos, capivaras,
quatis, morcegos, bovinos, bubalinos (Franke et al., 1994; Mufioz e Chavez., 2001;
Davila et al., 2003; Herrera et al., 2004; Iturriza et al., 2013), roedores, marsupiais e
porcos (Herrera et al., 2005; Milocco et al., 2013).

Nos bovinos, T. evansi normalmente apresenta-se de forma sub-clinica,
cronica ou assintomatica. Ainda que possam apresentar alguns sinais clinicos, seu
impacto econbmico nessa espécie € inexpressivo. No entanto, por esses animais
poderem apresentar-se como portadores assintomaticos, 0s mesmos possuem um
importante papel como reservatérios peridomésticos da infec¢éo. Isso € importante
em periodos entre surtos, onde a infec¢cdo entre os cavalos € diminuida, porém se
mantém no gado, permitindo que novos surtos equinos possa emergir de acordo
com a disponibilidade dos vetores (Hoare, 1972; Desquesnes et al., 2013a).

Em cavalos, o periodo de incubacdo varia de uma a quatro semanas,

podendo chegar a oito e os sintomas apresentados sdo febre alta (41,5°C — 44°C),
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anemia, fraqueza, letargia, severa perda de peso, edema local ou generalizado,
hemorragias petequiais, abortamentos e alteracdes de locomogdo de origem
neurologica que podem levar a paresia de membros posteriores. A parasitose é
preocupante em regiées como o Pantanal Mato-grossense, sendo responsavel por
grandes perdas econdmicas, pois essa regidao de grande planicie de inundacédo
sazonal com aproximadamente 140.000 km?, possui como uma de suas principais
atividades econdmicas a criagdo extensiva de gado, e o uso de cavalos para o
manejo desses animais é imprescindivel (Queiroz et al., 2000; Herrera et al., 2004;
Desquesnes et al., 2013a). Um importante fator que pode ainda favorecer a infeccéo
nessa localidade sd&o os periodos de enchentes durante o verdo, devido ao
alagamento das pastagens. Essa condi¢ao leva os animais a ficarem mais restritos
em uma determinada area, além de haver escassez de alimento, levando os animais
a uma situacado de estresse que pode favorecer a infeccdo parasitaria. Também foi
encontrada uma maior incidéncia da infeccdo em animais jovens nessa época, ja
que estdo desde cedo expostos ao vetor mecanico (tabanideos). Além disso, no
verdo ha grande disponibilidade de moscas e, uma vez que 0s animais estdo
concentrados em areas mais restritas e ndo alagadas, a transmisséo da parasitose é
favorecida (Parreira et al., 2016).

Os cédes também sédo altamente susceptiveis ao parasito e costumam exibir
sinais clinicos e morte em pouco tempo, de uma semana a um més, quando néo
ocorre o tratamento. O periodo pré-patente médio é de 11 dias com picos de
parasitemia ocorrendo em periodos intercalados e com duracdo de 1 a 3 dias. Os
sintomas apresentados séo febre (39-41°C), coincidindo com parasitemia flutuante
devido as ondas de variacdo antigénica, anemia, edemas de cabeca, parede
abdominal e patas traseiras, perda de apetite, e ocasionalmente, paresia de
membros posteriores. (Aquino et al., 1999; Defontis et al., 2013)

Capivaras séo importantes reservatorios silvestres de T. evansi na regido do
Pantanal e estdo inseridas na transmissédo do parasito devido a uma associacao de
fatores como: (i) grande densidade populacional na regido; (ii) parasitemias patentes
duradouras; e (iii) auséncia de sinais clinicos. Ao contrario do que ocorre com T.
evansi, as capivaras nao parecem ter um papel muito significativo em infec¢oes por
T. cruzi, provavelmente devido a sua dieta herbivora e pelagem densa (Franke et al.,
1994; Herrera et al, 2004; 2011).
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Outro animal silvestre importante na regido do Pantanal é o quati no qual o
curso da infecgdo possui dois estagios: o primeiro relacionado a altos niveis de
parasitemia em conjunto com o rapido desenvolvimento de anemia; e 0 segundo
estagio, quando a infec¢cao torna-se crbnica e os animais desenvolvem uma anemia
severa e persistente, com poucos parasitos sendo encontrados no sangue e
possibilidade de ocorréncia de deposicdo de imunocomplexos em 0Orgdos como:
coracdo, figado, cérebro e rins, provocando lesdes. Além disso, também pode
ocorrer miocardite e encefalite. Sendo assim, apesar de também apresentar-se
como um importante reservatério na regido do Pantanal, demonstrou-se que esse
animal pode desenvolver a doenca, ao contrario do que ocorre com as capivaras
gue se mantém assintomaticas (Herrera et al., 2002).

Os morcegos sao importantes hospedeiros de T. evansi, atuando como
reservatorios e podendo também exercer o papel de vetor biolégico da infeccao,
como ocorre com 0 morcego hematofago Desmodus rotundus na América Latina.
Nesse caso, 0 quirOptero se alimenta em hospedeiro vertebrado infectado
(capivaras, cavalos ou gado, por exemplo), contraindo a infeccdo. Esse fato é
possivel, pois a mucosa oral do morcego hematoéfago ndo apresenta barreiras aos
parasitos. Sendo assim, os flagelados adquiridos do hospedeiro infectado tém
acesso a corrente sanguinea do morcego, através da mucosa oral, e usam a mesma
rota para voltar ao mesmo local e poderem ser transmitidos em uma nova
alimentacdo do quiréptero (Hoare, 1972). Nessa situagcdo 0S morcegos se
apresentam como 0s vetores ideais, pois 0s parasitos sao capazes de se multiplicar
nesse mamifero e aumentar suas chances de transmisséo para novos hospedeiros.
Além disso, devido ao habito comum entre esses mamiferos de morder e lamber
outros da mesma colbnia, o parasito pode ser transmitido mesmo entre espécies nédo
hematéfagas, como também pode permanecer nessa localidade mesmo sem outros

hospedeiros disponiveis (Desquesnes et al., 2013b).

1.2.4 Transmissao e ciclo

A transmissdo de T. evansi se da por forma mecanica, através de moscas
hematofagas. Para isso, o diptero deve realizar seu repasto sanguineo em
hospedeiro infectado, ter esse repasto interrompido (por movimentos de defesa do
hospedeiro que acarretem em sua expulsao, por exemplo), levando-o a voar desse

hospedeiro e continuar sua alimentacdo em outro animal. Nesse processo, 0
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aparelho bucal do invertebrado contém um residuo do sangue infectado que sera
inoculado, junto a saliva (necessaria devido a propriedades anti-coagulantes), em
um novo hospedeiro susceptivel na proxima refeicdo do vetor (Hoare, 1972 ).
Porém, a sobrevivéncia dos tripanossomas no aparelho bucal do inseto vetor é
limitada. Ja foi demonstrado que a permanéncia de tripanossoma viavel, dentro ou
sobre a proboscide do diptero era de 5 a 7 minutos apds o repasto sanguineo. O
mesmo resultado é observado quando se considera um material contaminado, como
uma agulha de seringa, por exemplo (Sumba, Mihok e Oyieke, 1998).

Na Ameérica Latina, local onde ndo ha a presenca da mosca tsé-tsé, os
vetores mecanicos da parasitose sdo os dipteros Tabanus sp. (principalmente) e
Stomoxys sp. Nesses invertebrados, o sucesso da transmissdo esta diretamente
ligado a parasitemia do hospedeiro infectado, o0 nimero de insetos ao redor do
hospedeiro e a presenca de hospedeiros susceptiveis. A transmissdo da infeccao
relaciona-se a subparametros, como: tamanho e morfologia do diptero (volume de
sangue que pode ser transferido de um hospedeiro a outro) e a densidade do inseto.
Logo, uma grande populagédo de “pequenas” Stomoxys spp. pode ser tdo efetiva na
transmissdo quanto uma pequena populacdo de “grandes” Tabanus spp
(Desquesnes et al., 2013b).

Tabanideos podem atuar de duas formas na epidemiologia da
tripanossomose: diretamente, através de deplecdo sanguinea e estresse,
ocasionando imunossupressdo dos rebanhos e indiretamente, transmitindo os
parasitos mecanicamente. Além disso, acredita-se que a presenca dos insetos
poderia desencadear as manifestacdes clinicas da infeccdo em animais portadores,
ajudando também na transmissdo, afinal a abundancia desses dipteros é
concomitante nas areas com infecgéo por T. evansi da América Latina e Africa. No
Brasil, acredita-se que a adocdo de estratégias de controles desses vetores
reduziriam as perdas econdmicas causadas pela infeccdo em cavalos em 27 a 91%
(Desquesnes, 2004). Um fato interessante a respeito desse inseto € que apenas as
fémeas sao hematéfagas, ja em Stomoxys sp. tanto machos, quanto fémeas
realizam hematofagia. Sendo assim, os machos de Tabanus sp. ndo estao inseridos
no ciclo de transmisséao desse parasito (Hoare, 1972).

Outra mosca hematoéfaga envolvida na transmisséo de T. evansi € a mosca
dos estabulos (Stomoxys spp.). Esse diptero inclusive, ja foi responsavel pela

transmissdo do parasito ficar mais restrita a camelos nas llhas Canarias, Espanha.
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Isso ocorreu devido ao fato de o inseto ser mais atraido por dioxido de carbono do
que os tabanideos da regido, entdo como os camelos produzem mais gas do que 0s
equinos e ruminantes, a transmissao se restringia a esse rebanho (Rodriguez et al.;
2014) Essas moscas nao possuem preferéncia por hospedeiros, podendo se
alimentar em gado, cavalos, porcos, aves e humanos, provocando uma picada
dolorosa, que pode acarretar em alteracdbes de comportamento e perdas na
producdo. (Dominghetti et al., 2015)

Outra forma de transmissdo se da através de instrumentos contaminados.
Essa forma de contaminacéo iatrogénica ocorre através de fomites no manejo dos
animais, como instrumentos cirdrgicos e agulhas (Desquesnes et al., 2013b). T.
evansi ndo é considerado uma zoonose, iSso porque humanos apresentam uma
apolipoproteina 1 (APOL1). Essa lipoproteina de alta densidade promove a
fagocitose dos tripanossomas através dos lisossomos, possuindo entdo importante
atividade tripanocida. Até recentemente, o Unico caso de infeccdo humana
reconhecido era de um fazendeiro indiano, que ndo apresentava a lipoproteina em
seu soro, devido a mutacdes nos alelos responsaveis pela codificacdo dessa
proteina. No ano de 2015, no Vietnd, uma mulher de 38 anos infectou-se com o
parasito e, ainda que nao tenha tido nenhum contato com animais ou insetos, relatou
ter cortado o dedo com uma faca enquanto cortava carne crua, sendo essa a
possivel forma de infeccdo. No entanto, surpreendentemente, nesse relato mais
recente da infeccdo, a paciente ndo apresentava nenhuma mutacdo de APOL1, fator
associado previamente a susceptibilidade por T. evansi no paciente indiano. Ainda
nesse mesmo estudo de 2016, a cepa de T. evansi tipo A responsavel pela infeccao
da paciente apresentou alto grau de homologia com os parasitos encontrados nos
bovinos da regido, reforcando a evidéncia de serem esses animais a provavel fonte
da infeccdo (Joshi et al., 2005; Vanhollebeke et al., 2006; Van Vinh Chau et al.,
2016).

A transmissao por via oral também € uma importante via de disseminacdo do
parasito, como demonstrado na regido do Pantanal, principalmente entre caes,
capivaras e quatis, os quais podem se infectar por predacdo ou como consequéncia
de encontros agonisticos frequentes. Além disso, quatis e capivaras sdo espécies
gregarias e apresentam um comportamento agressivo, podendo transmitir o parasito
em sua propria comunidade por via oral através de brigas e contato de sangue de

um animal infectado com mucosa oral de outro. Ja os caes estao inseridos tanto no
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meio silvestre, quanto proximos de outros hospedeiros domésticos, como cavalos e
0 gado, e tendo essa ligagdo com os dois ambientes tém um importante papel na
epizootiologia da infeccdo nessas localidades (Herrera et al., 2004). Outro
importante topico sobre a via oral de infeccdo foi a realizacdo de infeccéo
experimental em cées por Bazzoli e colaboradores (2002) levando a conclusédo de
que por essa via, o periodo pré-patente € semelhante a via parenteral encontrado
em cées e outras espécies animais infectadas natural ou experimentalmente (Hoare,
1972).

1.2.5 Métodos de diagndstico

Entre os métodos utilizados para diagnéstico da infeccdo por T. evansi estao
a presenca do parasito no exame a fresco (de sangue ou de papa de leucécitos — o
chamado buffy coat), esfregacos corados e inoculacdo em animais de laboratorio.
Os dois primeiros, apesar de bastante especificos possuem como ponto negativo a
baixa sensibilidade, em especial nos casos de baixas parasitemias. Ja a inoculagéo
de animais de laboratorio ndo € um meétodo diagndstico viavel de ser realizado no
campo.

Recentemente foi demonstrado que T. evansi tipo B (mas néo o tipo A) era
capaz de ser cultivado em meio de cultura HMI-9 (Hirumi’s modified Iscove’s medium
9), suplementado com 15% de soro fetal bovino inativado por calor e 5% de soro de
cavalo inativado pelo calor (Birhanu et al., 2016). Cabe ressaltar que a infec¢ao por
tipo B é bastante restrita geograficamente e encontrada apenas em camelideos.

Uma ferramenta sensivel e especifica a ser considerada como forma de
diagnéstico € a Reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Com a utilizacdo dessa
abordagem diagnostica é possivel detectar parasitemias de até 1 tripanossoma/mL
de sangue (Herrera et al., 2005). Para a realizacdo desse diagndstico molecular,
muitos alvos sdo propostos, como gene ribossomal (Desquesnes et al., 2001), DNA
nuclear satélite especifico do subgénero Trypanozoon (Masiga et al.,, 1992), o
antigeno de VSG RoTat 1.2, presente na maior parte das cepas de T. evansi tipo A
(Claes et al.,, 2004) e minicirculos integrantes do kDNA do parasito, para a
identificacdo de T. evansi tipo B (Njiru et al., 2006). Dentre os alvos mais utilizados,
o DNA nuclear satélite especifico para o subgénero Trypanozoon é considerado por
muitos autores como padréo ouro para a detec¢cdo de DNA desse subgénero, fato

corroborado em estudo de 2010 no qual foi feita a comparagdo com outros alvos e
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teve sua sensibilidade comprovada, sendo inclusive indicado para estudos
epidemiologicos (Pruvot et al., 2010; Milocco et al.,2013).

Outra importante ferramenta diagndstica sdo os testes sorologicos. Esses
testes tém como objetivo avaliar a presenca de anticorpos contra o parasito, ou um
antigeno especifico dele, e assim determinar se o animal ja foi exposto ao agente
infeccioso. Os tipos de testes soroldgicos mais conhecidos sdo: o CATT/T.evansi,
um teste rapido de aglutinacdo que detecta anticorpos em resposta ao antigeno de
VSG RoTaT 1.2 (Bajyana, Songa e Hammers, 1988; Milocco et al., 2013); Elisa e
RIFI. Os dois ultimos testes apresentam boa sensibilidade e sdo muito utilizados,
porém possuem como ponto negativo a baixa especificidade e a possibilidade de
ocorréncia de reacdes cruzadas com outros tripanossomas patogénicos (Aquino et
al., 2009).

1.2.6. Trypanosoma evansi ha América Latina

A entrada de T. evansi ha América Latina tém uma origem controversa.
Enquanto alguns pesquisadores acreditam ter ocorrido no século XV, através de
cavalos arabes pertencentes a conquistadores espanhdis, ja que até entdo nao
havia cavalos nas Américas (Desquesnes et al., 2013a), outros acreditam gque essa
introducdo tém sua origem muito anterior, ocorrido ha aproximadamente 37 milhdes
de anos através de ancestrais infectados de roedores caviomorfos na América do
Sul vindos da Africa, onde possuiam um passado de coevolucdo com o parasito. A
justificativa para esta segunda hipétese é que a viagem de navio feita pelos
colonizadores espanhdis era muito longa e o0os equinos sao hospedeiros muito
susceptiveis ao parasito, o que nos leva a crer que caso eles estivessem infectados,
nao resistiram a um transporte e confinamento tdo longo e sacrificante (Herrera et
al., 2004).

O primeiro relato da presenca do parasito nas Américas ocorreu na llha de
Marajo/PA (Estuario Amazénico) entre os anos de 1827 e 1830, onde pela primeira
vez foram observados equinos apresentando sintomatologia caracteristica da
infeccdo. Posteriormente, a infeccdo foi descrita também nessa mesma regido em
uma jaguatirica (Shaw, 1977), no Paraguai (1847), Pantanal Brasileiro (1850) e
estado do MS (1860), dispersando-se também para Bolivia, Venezuela, Guiana e
Colémbia. Apesar do primeiro relato da parasitose ter ocorrido na Regido Norte

nunca mais se descreveu este parasito nesta regido, ainda que epizootias desta
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parasitose sejam descritas nos mais variados ambientes desde a Argentina até o
Panama (Desquesnes et al., 2013a).

No Brasil, a infec¢cdo é enzooética no Pantanal mato-grossense e ocorre em
surtos esporadicos, podendo haver morbidade alta em algumas regides e auséncia
em outras (D4vila et al., 2000). Ja houve também relatos de casos no Rio Grande
do Sul com surtos em equinos (Rodrigues et al.,, 2005) e ja foram encontrados
casos da doenca em cavalos de Minas Gerais (Nunes et al., 2012) e capivaras
soropositivas para a infeccdo em Sao Paulo, ambos estados da regido sudeste, uma

regido ndo endémica da infeccéo (Da Silva et al., 2016).

1.1.7 O bioma amaz6nico e o estado do Acre

O bioma amazbnico é composto por 23 ecorregides e tem uma area de
4.105.401 km?, correspondendo a 48,1% do territorio brasileiro. A bacia hidrogréfica
foi considerada para a definicdo dessas ecorregides, jA que os rios sdo considerados
barreiras sobre a distribuicdo de plantas e animais da regido. Os estados integrantes
desse bioma sdo: Par4d, Amazonas, Amapa, Acre, Rondbnia, Roraima e algumas
partes do Maranh&do, Tocantins e Mato Grosso. Ha também terras de paises
proximos como Guianas, Suriname, Venezuela, Equador e Bolivia (Ministério do
Meio Ambiente, 2002).

O estado do Acre era parte do territorio boliviano até o ano de 1903, quando
foi incorporado ao Brasil. Situa-se no extremo oeste da Amazonia brasileira e possui
uma area de 164.221,36 km?, correspondente a 4% da area amazbnica brasileira.
Possui como divisas os estados de Amazobnia e Rondbnia e faz fronteira com os
paises Peru e Bolivia. Seu relevo € predominantemente composto por rochas
sedimentares e seu solo possui uma vegetacdo natural composta basicamente de
dois tipos de florestas: Tropical densa e Tropical aberta. Com o intuito de uma
melhor gestdo politica, o estado foi dividido em cinco areas: Alto Acre, Baixo Acre,
Purus, Tarauaca/Envira e Jurua, que correspondem a microrregides classificadas
pelo IBGE seguindo a distribuicdo das baias hidrograficas dos principais rios
acreanos. A populacdo do estado € de 669.736 habitantes, na qual sua maioria esta
concentrada na capital, a cidade de Rio Branco, localizada na regidao do Baixo Acre
(Acre, 2006).

16



Em relacéo a biodiversidade, a regido do Baixo Acre é a mais impactada por
processos de mudangas nos padrdes de uso da terra e desmatamento, levando a
um processo de fragmentacdo florestal e ocasionando problemas na fauna como
isolamento de espécies e o efeito de borda. O efeito de borda caracteriza-se por
mudancas nos padrdes de incidéncia de luz, vento, temperatura e umidade na borda
do fragmento florestal, que refletiiam na composic¢do da flora e da fauna local (Acre,
2006; Calouro et al.,2010).
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1.3 Justificativa

No ano de 2014, em Rio Branco/AC, inserido na regido norte do Brasil e
integrante do bioma amazonico, foi atendido em uma clinica veterinaria um cao
autoctone apresentando febre recorrente, anemia e grande edema de face. Foi
confeccionado um esfregaco sanguineo e observado pela equipe local varios
parasitos flagelados, sem cinetoplasto evidente, com morfologia caracteristica de T.
evansi. Esse cdo veio a Obito e ndo foi possivel coletar outros materiais que
confirmassem essa infeccdo. Houve também relatos de outros cdes com
sintomatologia semelhante, especialmente em regides proximas ao ambiente
silvestre, onde a presenca de quirOpteros e capivaras também é relatada. Apesar de
T. evansi: (i) ser um parasito disperso em varias regides da América Latina; (ii) ter
sido descrita no estado do Para, também na regido norte, a primeira descricdo da
presenca do parasito na América Latina; e (iii) ter sua ultima descricdo do parasito
nessa regido ha 40 anos (1977), ndo houve nenhum relato posterior da presenca de
T. evansi nessa parte da regido Amazonica Brasileira.

Sendo assim, considerando a descricdo de como o ciclo do parasito se
apresenta em outras localidades do Brasil, a avaliagdo da possivel presenca de um
ciclo de transmissao de T. evansi na regido demandaria um estudo que envolvesse:
() os céaes, espécie gque desencadeou a suspeita clinica, com alguns animais
apresentando sintomatologia e esfregaco sanguineo compativel com infec¢éo por T.
evansi; (i) os morcegos, capazes de atuar tanto como reservatorio, quanto como
vetores da infeccdo (no caso dos hematofagos); e (iii) as capivaras, que tém sua
presenca constantemente relatada na area de estudo e ja foram descritas no
Pantanal como reservatorios capazes de apresentar altas parasitemias,
permanecendo assintomaticas.

Considerando-se a diversidade do bioma amazoénico, a escassez de relatos
posteriores do parasito nessa regido apds sua primeira descricdo e a presenca de
cdes com sintomatologia positiva, nossa hipotese foi da existéncia de uma
transmissao silenciosa de T. evansi na regido e que se esta transmisséo, se

ocorresse, provavelmente envolveria alguma(s) desta(s) trés espécies de mamiferos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de Trypanosoma evansi em mamiferos de Rio
Branco/AC.

2.2 Objetivos Especificos

1) Coletar material para diagnéstico da infeccdo por T. evansi em caes de
duas localidades do municipio de Rio Branco/AC;

2) Diagnosticar a infeccdo por T. evansi em cdes e capivaras por métodos
parasitolégicos, sorolégicos e moleculares (este Ultimo apenas nos caes);

3) Realizar o diagnéstico sorolégico diferencial frente a infeccdo por
Trypanosoma cruzi em cées e tentar isolamento deste parasito através de culturas
de sangue;

4) Diagnosticar a infeccdo por T. evansi em amostras de bacos de morcegos
capturados em Rio Branco/AC;

5) Determinar a prevaléncia e perfis de infeccdo por T. evansi nos mamiferos
analisados, correlacionando com os habitos, localizacéo e distribuicdo das espécies
infectadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo de antigeno para Reacdo de Imunoflorescéncia

Indireta e controle positivo para diagnéstico molecular

Foi utilizado o isolado “cepa D” (MEQU/BR/1995/CPAP-D), proveniente de um
cavalo da regidao sul do Pantanal Mato-grossense, coletado no ano de 1995
(Queiroz, Cabello e Jansen, 2000). Esse isolado foi mantido criopreservado em
nitrogénio liquido a -196°C, no Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos desde
entdo, apds passagem in vivo em roedores de laboratorio.

Os parasitas foram retirados da criopreservacao, aquecidos a 37°C e a
cultura observada entre lamina e laminula para avaliar a viabilidade dos mesmos.
Foram observados aproximadamente 10’ parasitos/ml. Estes flagelados foram
inoculados em 5 camundongos Swiss Webster e em 2 ratos “Wistar” previamente
imunossuprimidos com Ciclofosfamida (200mg/kg) com 48 horas de antecedéncia. A
infeccéo foi realizada por via intraperitoneal, utilizando-se 0,1 mL (aproximadamente
108 parasitos) em cada camundongo e 0,2mL (aproximadamente 2x10° parasitos)
nos ratos. Apos 72 horas deste inéculo, coletou-se sangue dos camundongos
através da cauda, e o conteudo foi examinado entre lamina e laminula no
microscopio oOptico em aumento de 400x. Observou-se uma alta parasitemia
(aproximadamente 108 parasitas/mL) e assim, os camundongos foram anestesiados
com quetamina (0,2 mg) por via intramuscular e o sangue foi coletado por pungéo
cardiaca. A parasitemia dos ratos ainda estava baixa, 72 horas ap0s a infeccao
experimental.

Ao sangue coletado em tubos contendo EDTA foi adicionado 10% de PSG
(Solugdo tampédo de Salina Fosfatada com Glicose) pH 8,0. Este material foi
passado em coluna de troca idnica DEAE celulose (Lanham e Godfrey, 1970),
centrifugado e lavado a 3000 rpm a 4°C por 20 minutos em PBS pH 7,2 0,15M e
posteriormente diluidos em solucdo de PBS e formol 1%, até que fossem
observados cerca de 40 parasitas por campo em microscopio Otico em objetiva de
400x. Com a solucéao diluida nesta concentracao, retirou-se 10ul e depositou-se em
cada um dos pocos contidos nas laminas de imunofluorescéncia deixando-as

posteriormente para secar em temperatura ambiente até o dia seguinte para a
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fixacdo dos parasitas. Em seguida, as laminas foram enroladas em gaze e papel
aluminio e armazenadas no freezer a -20°C para utilizacdo nas Reacgbes de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Elevada parasitemia nos ratos foi observada apés 96 horas da infeccéo
experimental. Neste momento, foram realizados 0os mesmos procedimentos de
anestesia (na dose de 2 mg) e coleta de sangue previamente descrito para o0s
camundongos. O sangue obtido foi passado também em coluna de troca idnica
(como descrito acima) e dos parasitos obtidos, uma parte da massa de parasitos foi
colocada em criotubo e armazenada no freezer a -20°C (para posterior extracao de
DNA), enquanto outra parte foi separada e seguiu 0S mesmos passos descritos
previamente para obtencdo de antigeno formolizado. Este antigeno formolizado foi
guardado na geladeira em tubo falcon de 50mL, para posterior depdsito em laminas

e utilizacdo na RIFI.

3.2 Area de estudo

A éarea de estudo localiza-se na cidade de Rio Branco (09°57°33,0”S
067°52°23,3” W), pertencente ao bioma amazbnico, caracterizada pela
ténueinterface entre os ambientes doméstico e silvestre.

O clima acreano é descrito pela classificacdo de Koppen como sendo
equatorial, quente e umido. Apresenta variacdes de temperaturas anuais entre
24,5°C e 32°C (maxima), permanecendo uniforme em todo o estado e predominando
em toda a regido amazonica. Ocorrem duas estagOes distintas: uma seca (que se
inicia no més de maio e se estende até o més de outubro) e outra chuvosa (de
novembro a abril) (Acre, 2006).

A maioria das coletas foi feita nas imediacbes do Parque Zoobotanico,
localizado no campus da Universidade Federal do Acre (UFAC) e envolveram trés
espécies de mamiferos: Cées, no més de agosto de 2015, Morcegos em quatro
expedicdes nos anos de 2014 e 2015 e capivaras em 2015 (Figura 3). Capivaras
também foram coletadas no conjunto residencial Chacara Ipé, e em outras trés
regides rurais: Fazenda S&o Raimundo, Fazenda Piracema e Fazenda Catuaba
Senador Guiomard.
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Figura 3: Localiza¢des das coletas nas imedia¢des do Parque Zoobotéanico.

3.3 Mamiferos

3.3.1 Cées (Canis familiaris)

3.3.1.1 Coleta de sangue e separacao do material

As coletas de sangue de cées foram realizadas no més de agosto de

2015 em duas areas residenciais: Os bairros Chéacara Ipé, localizado na Estrada
Dias Martins e Conjunto Universitario, localizado na Avenida Maria José de Oliveira,
ambos nas imediagbes do Parque Zoobotanico. Também foi confeccionado um
questionario para levantar informacdes como: Nome e idade do animal, sexo,
acesso a rua e areas de mata, historico de deslocamentos e procedéncia (ANEXO
1). Foi coletado sangue desses cdaes utilizando-se de tubos vacutainer contendo
EDTA, sendo coletados aproximadamente 4ml de sangue através da venopuncéo da
veia cefalica (Figura 4). A antissepsia consistiu em tricotomia do membro anterior e
limpeza com sabonete antisséptico e alcool iodado, visando diminuir a possibilidade
de contaminacdo. Os tubos foram mantidos sob refrigeracdo e transportados ao

laboratdério do curso de Medicina Veterinaria da UFAC.
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Figura 4 (A, B e C): Coletas de sangue de caes no Condominio Conjunto Universitario

No laboratério da UFAC o sangue total obtido de cada animal foi

dividido para a realizagé&o dos seguintes procedimentos:

1. Foi semeado de 0,6-0,8 ml de sangue em dois tubos contendo meio NNN
(Nicoly, Novy, and McNeal) com LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 140 mg/ml do antibiético Gentamicina —
hemocultivo (para diagndstico de T. cruzi) (Rocha et al., 2013);

2. Preenchimento de dois tubos capilares por animal, posterior fechamento dos
tubos ao fogo e centrifugagdo a 4000 rpm durante 10 minutos para
determinacdo do volume globular.

3. Determinacao do volume globular (hematdcrito), corte do capilar na altura do
buffy coat (creme leucocitario) e depdsito do material entre lamina e laminula,

acondicionadas em camara umida e examinadas em microscopio Optico de
luz (exame direto);
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4. Confeccao de dois esfregacos sanguineos por animal que foram corados com
o kit Panético Rapido® e examinados em microscopio optico;

5. Separacdo de uma outra aliquota do sangue total (300pL) em microtubo
contendo Guanidina na propor¢cdo de duas partes de Guanidina para uma
parte de sangue para posterior realizacdo de diagndstico molecular;

6. Centrifugacdo do sangue restante, separagcédo do plasma e armazenamento do
mesmo para realizacdo de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

3.3.1.2 Diagnostico parasitologico

O diagndstico parasitologico foi realizado no campo através do exame direto
para visualizar formas flageladas no sangue. Para isso, o material obtido apés o
corte do capilar na altura do buffy coat foi depositado entre lamina e laminula e
visualizado em microscopio Optico no aumento de 400X. Os esfregacos
confeccionados no campo foram examinados no LABTRIP, também no aumento de
400X, buscando a visualizacdo de formas tripomastigotas de T.evansi.

Os tubos contendo sangue cultivados (2 para cada cao), foram identificados
com etiquetas contendo: numero da amostra, data, local e responsavel(is) pela
coleta. Foram mantidos a temperatura ambiente desde o momento de coleta até o
transporte ao Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos- LABTRIP, onde foram
armazenadas na estufa entre 26° e 28° C por até cinco meses, sendo observadas a
cada 15 dias. Para o exame microscopico das culturas utilizou-se uma pequena gota
do sobrenadante dos tubos em cabine de fluxo, por meio da pipeta de vidro de 3mL,
dispostas entre lamina e laminula, seguindo identificacdo do tubo, acondicionadas
em camara Umida e observadas no aumento de 400X. Esse procedimento foi

realizado visando apenas o diagndstico de T. cruzi, ja que T. evansi ndo € cultivavel.

3.3.1.3 Avaliacdo do Volume Globular

No campo, apds a centrifugacdo do capilar de microhematdcrito, foi feita a
leitura do mesmo frente a tabela de hematocrito, com os valores de referéncia. O
capilar era posicionado com a altura do buffy-coat sobre sua altura correspondente
na tabela e, assim determinava-se o valor. Foram feitos dois capilares por animal e a
meédia dos dois foi o valor final. Foram considerados anémicos 0s animais que

apresentaram volume globular igual ou inferior a 30% (Couto GC, 2010).
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3.3.1.4 PCR e Eletroforese do DNA nuclear satélite do subgénero
Trypanozoon

A extragcdo do DNA de sangue foi realizada dentro de uma cabine de
seguranca com luz UV (DNA Workstation) em ambiente totalmente separado do
lugar onde foram manipulados os produtos amplificados. A extracao foi feita com a
utilizagcdo do kit comercial QlAamp DNA Blood Minit Kit- Quiagen®, seguindo
instrucdes do fabricante. As amostras foram previamente digeridas em solucdo de
lise (Buffer AL) e proteinase K durante 10 minutos em termobloco a 56°C.
Posteriormente foi adicionado etanol e os demais reagentes integrantes do Kit,
conforme as instrucoes.

A reacdo de PCR teve o DNA amplificado usando 10pmol/uL dos iniciadores
TBR 1 (5'-GAATATTAAACAATGCGCAG-3) e TBR 2 (5'-
CCATTTATTAGCTTTGTTGC-3’), tendo como alvo a regido de DNA satélite
especifica para o subgénero Trypanozoon (Masiga et al., 1992), 2 uL do DNA das
amostras, tampao 10X PCR Buffer Il (Sem MgCl2) (Applied Biosystems, Foster city,
California), 2mM de dNTPs (Desoxirribonucleotideos fosfatados), 1,5mM de MgClz,
0,5 U/ uL da enzima Taq DNA polimerase recombinante Invitrogen e agua MiliQ
Ultra Pura, para um volume final de 50uL. Alternativamente, a uUltima reagdo [que
incluiu amostras controle de T. cruzi utilizadas na rotina do LABTRIP — Tcll (FRN10)
e Tcl (cutia Tcl) para confirmar que as mesmas ndo amplificariam frente a este
marcador] foi realizada utilizando-se a GoTaqg G2 Colorless Mastermix® (Promega),
gue apresenta uma maior concentracdo dos reagentes para a reacao.

As reacoes foram realizadas em termociclador Esco Swift Max Pro, conforme
as seguintes condicdes de ciclagens, de acordo com Herrera e colaboradores
(2004): 95° C durante 5 minutos (desnaturacéo inicial) e entdo 35 ciclos de 95°C por
1 minuto (desnaturacgéo), seguido por 55°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 1
minuto (extensao), com um passo final de extensao de 10 minutos a 72°C.

O produto obtido dessa amplificacéo foi aplicado em gel de agarose a 2% em
TBE 1x (Tris 1,1M; Acido Bérico 0,9M; EDTA 25mM, pH 8,3), utilizando-se um peso
molecular de 50 ou 100 pb (Ludwig Biotec) em cuba de eletroforese horizontal a 70
volts de corrente, durante 60 minutos. Como intercalante de DNA foi utilizado
GelRed™. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram presenca
de banda de 164pb, caracteristica de T. evansi e demais espécies do subgénero

Trypanozoon. Foram utilizados como controles positivos DNA de T. evansi da cepa
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D em diferentes concentracbes (1, 10, 50 ou 100 ng/pL) e o mix da PCR como
controle negativo.

Adicionalmente, foi realizada também uma eletroforese em gel de
Poliacrilamida, corado com prata, com o intuito de facilitar a visualizacdo de bandas
gue apresentaram-se fracas quando observadas em gel de agarose 2%. Para isso,
foi aplicado 7 pL do produto e dos controles positivo e negativo da reagdo em mini-
géis de poliacrilamida 8%. Esses mini-géis foram colocados na cuba de eletroforese
contendo tampdo TBE 1x (Tris 0,04M, Acido Bérico 0,04M e EDTA 0,02M) e
submetidos a corrente de 110V, durante 50 minutos. Além das amostras, foi
adicionado o marcador de pares de base de 50 pb (Promega, Madison, EUA). Em
seguida, os géis foram revelados por nitrato de prata utilizando-se o kit Silver Stain
Plus® (Bio Rad, Hercules, EUA). A visualizacdo tanto do gel de agarose 2%, como
do gel de poliacrilamida 8% foi realizada no fotodocumentador Gel logic 212 PRO,
através do programa Carestream Ml SE.

Os produtos amplificados foram purificados com o kit BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante e enviados a
Plataforma de Sequenciamento (RPT01A) da Fundacdo Oswaldo Cruz —RJ. Para a
andlise das sequéncias foi utilizado o algoritmo BLAST contra sequéncias de
referéncias armazenadas no GenBank. A edicdo e construcdo das sequéncias foi

realizada no Programa SeqMan- DNA Star.

3.3.1.5 PCR e Eletroforese do gene ribossomal 18S

Para as amostras que foram positivas na PCR de DNA nuclear satélite, foi
realizada uma Nested PCR da regido variavel do gene 18S rRNA de Trypanosoma
sp. (Noyes et al., 1999).

Foi utilizado 16pmol/puL dos iniciadores: TRY927F
(5°GAAACAAGAAACACGGGAGS3) e TRY927R (5CTACTGGGCAGCTTGGAST), 100
ng de DNA, tampé&o 10X PCR Buffer Il (sem MgCl2) (Applied Biosystems, Foster City,
California), 1,5mM MgCl2, 2mM dNTPs, 1.4U/ul da enzima Taq DNA polimerase
recombinante Invitrogen e agua para um volume final de 25ul. Alternativamente, a
altima reacao [que incluiu uma amostra controle de T. cruzi (cutia Tcl)] foi realizada
utilizando-se a GoTaq G2 Colorless Mastermix® (Promega), que apresenta uma
maior concentragdo dos reagentes para a reacao. A reacao ocorreu no termociclador

Esco Swift Max Pro, com a seguinte ciclagem: 95°C por 15 minutos (desnaturacao),
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34 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), 55°C por 60 segundos
(anelamento), 72° C por 90 segundos (extensao), 72°C por 10 minutos (extensao
final). O tamanho do fragmento esperado € de 900 pb.

Em seguida, o produto da primeira amplificacdo foi diluido na proporcao de
1:10 de agua deionizada, sendo 45ul de agua adicionado a 5 pl do produto
amplificado. Logo, 2 pl dessa diluicdo foram utilizados na segunda etapa da PCR,
com os seguintes iniciadores: SSU561F (5 TGGGATAACAAAGGAGCA3J’) e SSU561R
(5’CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3), seguindo as mesmas condicbes de ciclagem
previamente descritas para a etapa anterior. Também utilizou-se o produto
amplificado sem diluir através da adi¢do de 2 pl direto a mix dessa segunda etapa. O
tamanho do fragmento esperado nesta segunda etapa é de 700 pb.

A eletroforese seguiu a mesma metodologia ja descrita anteriormente para a
PCR de DNA nuclear satélite do subgénero Trypanozoon. O gel de agarose foi
visualizado no fotodocumentador Gel logic 212 PRO, através do programa
Carestream M| SE.

3.3.1.6 Diagnostico soroldgico

A reagdo de imunofluorescéncia indireta foi feita conforme descrito por
Camargo (1964): As amostras de plasma testadas foram diluidas em PBS (diluicdo
seriada) de 1:10 a 1:320. Como controle positivo utilizou-se soro de céo
naturalmente infectado por T. evansi e titulo de 1:320 e como controle negativo
utilizou-se soro de cédo livre da infeccdo por T. evansi. Os controles positivos e
negativo fazem parte do banco de amostras de soro do LABTRIP.

Colocou-se 10 pL de cada diluicdo nos pocos das laminas com os antigenos
fixados, incubados por 40 minutos, em camara umida a 37°C e lavados 3 vezes com
PBS, 30 segundos de cada vez. Para a revelacdo da reacdo antigeno-anticorpo
utilizou-se conjugado anti-lgG de céo fluoresceinado, adquirido comercialmente
(Sigma) que foi diluido em azul de Evans (Sigma) a 10%. As laminas foram
incubadas com conjugado por 40 minutos a 37°C e lavadas 3 vezes com PBS por 30
segundos e montadas em glicerina tamponada 9:1 (Merck pH=8,0).

A leitura das laminas foi realizada em microscopio Zeiss Axioplan com luz
ultravioleta 12V50W (Osram, Munique, Alemanha) e a visualizacao foi feita no
aumento de 400X. O resultado foi considerado positivo quando 50% dos parasitas

estavam fluorescentes e o titulo sorolégico correspondeu a ultima diluicdo da
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amostra de soro ou plasma testados que apresentava fluorescéncia em 50% dos
parasitas quando examinada na luz ultravioleta. Foram considerados como reagao
cruzada quando o titulo soroldgico frente a uma parasitose estava pelo menos 2
titulacdes acima em comparagcdo com a segunda parasitose. Nestes casos, o animal
era considerado infectado frente a primeira parasitose e a segunda reacao

considerada como reacéao cruzada.

3.3.2 Quiropteros

As capturas de quiropteros foram realizadas em trés areas da Universidade
Federal do Acre (UFAC) pertencentes ao Parque Zoobotanico (PZ) com area de
aproximadamente 150 hectares (Calouro et al., 2010) e situada a oeste do Campus
Universitario. Foram definidos trés pontos de coleta dentro de um gradiente de
preservacdo: No primeiro ponto (Al), denominado de Terra Firme, a principal
caracteristica € a presenca de floresta de dossel fechado e vegetacdo aberta na
parte inferior, que permite uma visdo horizontal a longa distancia. O segundo ponto
(A2), foi denominado Baixio e localiza-se em areas de planicies alagadicas no
periodo de inverno amazb6nico e com vegetacdo com alta diversidade de palmeiras.
O terceiro ponto (A3), denominou-se Area aberta (Granja) e localiza-se em area de
plantio de seringueiras, préximo a uma granja, na area experimental da UFAC e
adjacente aos bairros Ipé e Universitério.

Para as coletas dos morcegos foram realizadas quatro excursdes dentro do
projeto de doutorado de Francisco Charles Bezerra dos Santos, intitulado:
“Importancia de quirdptera na manutencdo de espécies do género Trypanosoma
(Schyzotrypaum), Tripanosomatidae no estado do Acre”. Essas coletas ocorreram
em: 2014 (margo e agosto) e no ano de 2015 (junho e novembro), com seis noites
de captura em cada expedicdo. As capturas foram feitas com a utilizacdo de redes
de neblina (modelo mist-net) de malha de 35mm e tamanho de 3m x 12m. Foram
utilizadas 10 redes por noite, dispostas nos locais de captura a 50 cm de altura do
solo, durante 6 horas em cada noite e verificadas a cada 1 hora, que eram
colocadas apdés o por-do-sol do inicio da noite, das 18 horas até meia noite (Kunz et
al., 1996). A riqueza de espécies encontrada na quatro expedicdes estéa ilustrada na

figura 5:
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Figura 5: Gréfico da riqueza de espécies de morcegos coletadas nas expedicdes de 2014 e 2015

3.3.2.1 Coleta de material biologico para diagndstico molecular

Os espécimes capturados eram manuseados e contidos mecanicamente, com
o auxilio de luvas de couro e soltos da rede. Fémeas identificadas como gestantes
e/lou lactantes foram soltas no mesmo lugar. Em seguida, oS morcegos eram
colocados individualmente em sacos de pano e transportados ao laboratério de
campo para realizacdo de coleta de dados, como biometria, pesagem e
etiquetagem.

Para identificacdo no laboratério foram utlizadas chaves especificas
(Emmons e Feer, 1997; Simmons e Voss, 1998; Eisenberg e Redford, 1999; Lim e
Engstrom, 2001; Gardner, 2007; Diaz, 2011), considerando-se as caracteristicas dos
espécimes analisados e respeitando-se os critérios de cada grupo. A chave
simplificada para identificacdo das espécies de morcegos esta no Anexo 2.

Os morcegos capturados foram anestesiados utilizando-se cloridrato de
guetamina na dose de 100mg/kg em associagcdo com acepromazina 1%, numa
proporcao de 9:1, por via intramuscular (IM). A dosagem era determinada de acordo
com o peso do animal, sendo 0,1 mL para cada 100 gramas de peso.

Posteriormente, os espécimes foram eutanasiados, através da administracao

de Cloreto de Potassio 19,1% por via intracardiaca (2ml/kg) para coleta de material
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visando o diagndéstico da infec¢cdo por Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. como
parte integrante da tese de doutorado citada acima. Para a obteng&o de fragmento
de baco a ser utilizada no diagnostico molecular a cavidade abdominal foi aberta e
retirou-se um pequeno fragmento do 6rgao e esse fragmento foi colocado em um

eppendorf com etanol absoluto e mantido a -20°C.

3.3.2.2 PCR e Eletroforese do DNA nuclear satélite do subgénero
Trypanozoon

A extracdo do DNA dos tecidos foi realizada dentro de uma cabine de
seguranca com luz UV (DNA Workstation) em ambiente totalmente separado do
lugar onde foram manipulados os produtos amplificados. Primeiramente, os bacos
gue foram coletados e colocados em etanol absoluto foram reidratados com a adicéo
de agua MiliQ, lavados trés vezes e secos em papel filtro. Posteriormente, foi
iniciada a extracdo utilizando-se o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification,
da Promega, Madison, EUA, seguindo instru¢cdes do fabricante. Brevemente, um
pedaco medindo entre 0,5 — 1 cm foi cortado com lamina de bisturi e colocado em
microtubo de 1,5 mL estéril contendo solucdo de lise nuclear e proteinase K
(20mg/mL) e deixado na temperatura de 56°C durante 3 horas. Posteriormente, as
amostras foram colocadas em solucéo de precipitacdo proteica, isopropanol, etanol
absoluto e etanol 70%, intercaladas em 3 centrifugacfes. Ao final, o DNA foi
reidratado com solucdo especifica para esse fim, integrante do kit, no volume de
100uL e colocado no termobloco por 1 hora a 65°C, para entdo ser estocado no
freezer na temperatura de -20°C.

Os alvos moleculares (TBR e 18S), condi¢cdes de ciclagem, eletroforese e
visualizacdo dos resultados seguiram os mesmos procedimentos descritos acima

para os caes.

3.3.3 Capivaras

As capturas das capivaras foram realizadas no ano de 2015 em cinco regifes
de Rio Branco: Campus da UFAC (S 09°57°33,0”; W 067°52'23,3”) e bairro Chacara
Ipé (S 09°57°51,4”; W 067°52’14,9”) e trés fazendas: Fazenda S&o Raimundo Rio
Branco, com localizagéo na estrada do Panorama (S 09°56’49,7”; W 067°44°09,4”),
Fazenda Piracema Rio Branco, localizada na rodovia AC 90, Km 12 (S 10°00’39,7” ;
W 067°56'14,9”) e Fazenda Catuaba Senador Guiomard (S 10°03'42,6” ; W
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067°36°07,3”). As propriedades rurais foram escolhidas devido ao convivio préoximo
das capivaras com bovinos, bubalinos e equinos. J4 as é&reas urbanas foram
selecionadas em consequéncia da frequente observacdo desses roedores nas
proximidades de acudes da UFAC, onde também €& comum a aproximacdo de
estudantes e visitantes. O condominio Chacara Ipé localiza-se préximo ao campus
da UFAC e observa-se com frequéncia a presenca de capivaras nas proximidades
das residéncias.

As coletas com capivaras foram feitas em gentil parceria com a professora
Dra. Vania Maria Franca Ribeiro e seus alunos lItacir Olivio Farikosky e Adriana
Rossi da UFAC.

3.3.3.1 Coleta de material biologico

Os animais foram atraidos com a utilizacdo de cevas confeccionadas em
cercados feitos de tela de alambrado e estacas de madeira (9x12 metros), fechados
com porta tipo guilhotina, onde eram diariamente colocados sal mineral e outros
alimentos palataveis para a espécie. Com a entrada do roedor no interior da ceva
para realizar sua alimentacdo, um gatilho de desarme, que sustentava a porta da
estrutura era acionado, ocorrendo a contencdo. As capivaras possuem habito de
alimentacdo ao final da tarde, entdo elas pernoitavam na ceva, para inducédo de
jejum hidrico e alimentar. No dia seguinte, 0os animais eram capturados com pucas,
para uma breve contencéo fisica, seguida da contencdo quimica que consistia na
associagao de azaperone 1,0 mg/kg, quetamina 12 mg/kg e diazepam 0,1mg/kg
administrados por via intramuscular (King, Congdon e Tosta, 2010). Em seguida, os
animais foram identificados por microchip colocado por via subcutanea na regidao do
pescoco do animal, a cerca de 5 centimetros atras do pavilhdo auricular esquerdo
(regido padronizada para facilitar a localizacdo do mesmo).

Para a coleta de sangue periférico, utilizou-se uma agulha descartavel estéril
e realizou-se uma pequena perfuracdo na orelha, para confeccdo de esfregaco
sanguineo, que posteriormente foi fixada por cinco minutos em metanol e levada ao
Laboratorio de Apoio a Vida Silvestre na Unidade de Ensino e Pesquisa de Medicina
Veterinaria da UFAC, onde eram coradas por com o Kit Panadtico rapido® e enviadas
ao LABTRIP. A analise ap6s chegada ao LABTRIP seguiu a mesma metodologia ja

descrita anteriormente para os cées.
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Também foi realizada a coleta de sangue através da veia cefalica ou femural,
com agulhas e seringas descartaveis estéreis. Posteriormente, o sangue obtido foi
depositado em microtubos, e acondicionados em caixas térmicas até que fossem
transportados ao Laboratorio de Apoio a Vida Silvestre da UFAC (tempo de
aproximadamente 1 hora). No laboratdrio, 0 sangue total foi centrifugado a 3000

rpm, o plasma separado, congelado a -20°C e enviado ao LABTRIP.

3.3.3.2 Obtencdo de IgG total de Thrichomys sp. para realizacdo de
diagndstico sorologico

Para a realizacdo das RIFI utilizando-se um conjugado anti-roedor
caviomorfo, foi necesséario primeiramente a obtencdo de IgG total de coelhos,
previamente imunizados com IgG do roedor caviomorfo Thrichomys sp., j& que por
tratar-se de animal silvestre ndo ha conjugado comercial disponivel. Esse processo

foi realizado de acordo com Jansen e colaboradores (1985).

3.3.3.2.1 Imunizacao de coelhos
Dois coelhos da raca Nova Zelandia foram imunizados em 3 ocasifes, por via
intradérmica, em 4 pontos na regido interescapular com o antigeno IgG anti-
Trichomys associado a adjuvante de Freund no volume de 1mL. Antes do
procedimento, em todas as imunizacBes, 0s animais foram pesados para
padronizacdo da dosagem de proteina. O adjuvante de Freund, quando completo,
induz uma alta producéo de anticorpos, pois a bactéria contida nele (Mycobacterium
tuberculosis) atua como estimulante do sistema imune. As imuniza¢cdes ocorreram
da seguinte forma:
e 12 imunizacdo: 1,5 mg/mL do antigeno em associacdo ao adjuvante
completo de Freund, na proporcédo de 1:1 (ACF — SIGMA cod. F-5881)
e 22 imunizacdo: Ocorreu 6 semanas ap0s a primeira imunizacao.
Utiliza-se o adjuvante incompleto de Freund associado a 1,5mg/mL do
antigeno na mesma propor¢ao usada anteriormente.
e 32imunizacéo: Realizada 10 dias depois da 22 imunizacdo. Utilizou-se
5mg/mL do antigeno associado ao adjuvante incompleto de Freund na

proporcao usada anteriormente.
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ApoOs as imunizacdes, foi coletado sangue dos coelhos pela puncéao da veia
auricular e feito o teste de imunodifusédo radial dupla de Ouchterlony. No teste a
titulacdo obtida foi superior a 1:64, sendo considerada uma boa titulagdo. Os coelhos
foram anestesiados com associacdo de cloridrato de quetamina e acepromazina na
proporcdo de 9:1 e o sangue foi coletado por puncdo cardiaca. ApOs este
procedimento, os animais foram eutanasiados, através da administracdo de Cloreto

de Potassio 19,1% por via intracardiaca (2ml/kg).

3.3.3.2.2 Obtencéo de 1gG Total de Thrichomys sp.

O sangue foi centrifugado a 3000 rpm na temperatura de 4°C por 15 minutos
e o soro foi armazenado no freezer na temperatura de -20°C.

Apoés 24 horas, o soro obtido foi descongelado na bancada sobre gelo e
colocado em um Erlenmeyer. Foi montada uma coluna, conforme demonstrado na
Figura 6, onde no interior da seringa continha o mesmo volume de Sulfato de
Amonio que o soro. O propdsito do Sulfato de aménio € provocar a precipitacdo das

proteinas.

> Solucdo de Sulfato de
Amonio

*Seringa de 60 mL

{—L, *  Soro
A\
Figura 6: Representacéo de coluna para precipitacdo de proteinas plasmaticas.

Decorrido todo o gotejamento do Sulfato de amonio de forma vagarosa, 0s
Erlenmeyers foram guardados na geladeira durante 24 horas. Apds as 24 horas,
observou-se a ocorréncia de precipitacdo de proteinas no conteudo eluido da
coluna, sendo assim, o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e o pellet foi
centrifugado por duas vezes a 3000 rpm durante 20 minutos a temperatura de 4°C.

Em seguida, o material foi colocado em sacos de diélise imersos em solucdo de PBS
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0,015M no volume de 1,5 L e armazenados em geladeira durante 3 dias, ocorrendo
a troca da solucao de PBS 0,015M duas vezes ao dia.

Posteriormente, o conteudo do saco de didlise foi depositado em um tubo
falcon de 25 mL e levado para dosagem de proteina no Nanodrop, sendo obtidos os
valores de 29,86 e 21,46 mg/mL para proteinas totais e fracdo IgG, valores
considerados satisfatorios para ocorrer em sequéncia o processo de conjugacao por
FIX e Peroxidase em parceria com o Dr. Edmilson Domingos da Silva, de

Biomanguinhos/Fiocruz.

3.3.2.4 Diagnéstico Soroldgico

A reacao de imunofluorescéncia indireta foi realizada da mesma forma que a
descrita para os cées, porém utilizou-se o conjugado do roedor caviomorfo
Thrichomys sp. A reacgéao foi feita para investigar a presenca de anticorpos IgG anti-
T. evansi e IgG anti-T.cruzi. Foi utilizado controle positivo de Thrichomys sp. com
alta titulacdo frente a infeccdo por T. cruzi (e reativo por reacdo cruzada em
propor¢cdo de 1:80 a 1:160 frente a antigeno de T. evansi) e controle negativo de
Thrichomys sp. néo infectado.

Alternativamente, apesar de ndo dispomos de controles positivo de porquinho
da India (Guinea Pig — Cavia sp.) infectado por T. evansi, submetemos os plasmas
das capivaras a RIFI utilizando um conjugado comercial anti-IgG de Guinea Pig, por
ser da mesma familia Caviidae que as capivaras (e, portanto, flogeneticamente mais
préximas que os Thrichomys, que sdo da mesma subordem Hystricognathi, mas da
familia Echimyidae). Como controle negativo, foi utilizado soro de porquinho da india
obtido junto ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz). A
reacao foi realizada utilizando-se a menor diluicdo do conjugado preconizada pelo
fabricante (1:10) e, dada a impossibilidade de obter controle positivo na reacao
(auséncia de soro de capivaras ou Cavia sp. experimentalmente infectadas por T.
evansi), consideramos as titulagbes de 1:10 e 1:20 como faixa indeterminada e

positivas apenas as rea¢des com titulos maiores ou igual a 1:40
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3.2.4 Aspectos éticos:

Todos os procedimentos realizados com cées e morcegos foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CeualFiocruz), sob licenca LW- 81/12. Os procedimentos realizados com ratos e
camundongos foram aprovados sob a licenga 18/2015.

As atividades de captura e eutanasia dos quirdpteros foram realizadas sob as
licencas 44089-1, em nome de Richarlly da Costa e Silva (coletas de 2014) e 47377,
em nome de Francisco Chagas Bezerra dos Santos (coletas de 2015), fornecidas
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgéao da Biodiversidade —ICMBIo .

A captura e coleta de sangue de capivaras foram autorizadas pelo ICMBIo
através de seu Sistema de Autorizacdo e Informacdo de Biodiversidade — SISBio
namero 44791-1. Foi analisado também pelo Comité de Etica do uso de Animais da
Universidade Federal do Acre — CEUA/UFAC 23107.016723/2014-41. A pesquisa
sobre hemoparasitas em capivaras € vinculada a um projeto que abrange diversas
zoonoses, intitulado: “A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) da Amazonia
Ocidental como possivel reservatério de agentes etiologicos causadores de

zoonoses.”
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4 RESULTADOS

4.1 Mamiferos

4.1.1 Cées (Canis familiaris)

Foi coletado sangue de 78 cdaes, entre final de julho e inicio de agosto de
2015, sendo 18 deles residentes do condominio Chéacara Ipé (23,1%), 49 do
condominio Conjunto Universitario (62,8%) e 11 da Estrada Dias Martins (14,1%).
Todas essas areas localizam-se proximas ao Parque Zoobotanico e ao Campus da
UFAC. Entre os animais estudados, 37 eram fémeas (47,4%) e 41 eram machos
(52,6%).

Através da andlise do questionario empregado, o contato com outros
possiveis reservatorios de T. evansi como capivaras ou morcegos foi reportado em
39 animais (50%), sendo 15 relatos de contato de caes com capivaras (19,2%), 16
de contato com morcegos (20,5%) e 8 relatos de animais com contato com ambos
(10,3%). Outras condi¢des que favoreceriam a infeccdo como o habito de caca e
acesso a rua foram reportadas em 24 (30,7%) e 39 céaes (50%), respectivamente.
Essas informacdes estédo assinaladas com um X na Tabela 1.

Comparando-se as localidades, todos os animais da Chacara Ipé (n=18) e
Estrada Dias Martins (n=11) relataram contato com possiveis reservatérios e apenas
10 (20,4%) cdes do Conjunto Universitario apresentaram este mesmo
comportamento. O acesso a rua foi descrito em 10 cdes do condominio Chacara Ipé
(55,5%), 18 (36,7%) do Conjunto Universitario e todos os animais da Estrada Dias
Martins. Na Chacara Ipé, 14 animais (77,7%) possuiam habito de caca, enquanto
apenas 10 (20,4%) apresentavam essa caracteristica no Conjunto Universitério.
Nenhum animal tinha esse habito na Estrada Dias Martins. Essas informacdes estéao
assinaladas com um X na Tabela 1.

As caracteristicas e habitos dos caes, coletadas através do questionario, de

acordo com a moradia estdo demonstradas na Tabela 2.

4.1.1.1 Diagnostico
Foram realizadas analises de volume globular, diagnostico parasitoldgico,

sorologico e molecular e o resultado dessas analises esta na Tabela 2
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4.1.1.1.1 Diagndstico parasitologico
O diagnoéstico parasitologico consistiu de exame a fresco, hemocultivo
(visando detectar infec¢@o por T. cruzi) e analise de esfregaco sanguineo. Todas as

amostras dos 78 cdes analisados foram negativas.

4.1.1.1.2 Volume globular

Na anélise do volume globular, dos 78 animais integrantes do estudo, 7
apresentavam volume globular inferior a 30%, indicativo de anemia (9,0%) (Couto,
G.C., 2010). Destes 7 caes, 4 eram moradores do Conjunto Universitério (57,1%) e 3
eram moradores do Condominio Chacara Ipé (42,9%). Em relacdo ao sexo desses
animais, 4 eram machos (57,1%) e 3 eram fémeas (42,9%). O contato com possiveis
reservatorios da infeccdo por T. evansi foi descrito em 3 animais (42,9%), o habito
de caca estava presente em 4 animais (57,1%) e o acesso a rua foi relatado em 2
caes (28,6%).

4.1.1.1.3 Diagnéstico sorolégico

Foi realizada RIFI em plasma de 73 cées, jA que ndo foi obtido sangue
suficiente para a analise em 5 animais. Dentre os animais analisados na RIFI, 16
(21,9%) apresentaram resultado positivo (titulacdo igual ou superior a 1:40) frente a
infeccdo por T. evansi, sendo 56,2% fémeas e 43,8% machos. Destes 16 cées, 10
foram considerados negativos frente a infeccdo por T. cruzi. Dentre os 5 caes que
apresentaram titulacdo de 1/80 frente a infeccdo por T. evansi, dois deles estavam
negativos frente a infecgdo por T. cruzi. Dois animais (2,6%), um infectado por T.
evansi e outro com provavel infeccdo mista com T. cruzi apresentaram volume
globular inferior a 30% (22,5 e 27%, respectivamente), caracterizando anemia.

Também avaliou-se a exposicdo a infeccdo por T. cruzi como forma de
detectar possiveis reacfes cruzadas frente a infec¢éo por T. evansi. Foi confirmada
a circulacdo desse parasito na area de estudo, uma vez que 19 animais (26,0%)
apresentaram reacg0Oes positivas frente a infeccdo por T. cruzi, sendo que em 13
deles (68,4%) a sorologia frente a infeccdo por T. evansi foi negativa. Dentre esses
caes, 1 (5,2%) apresentava volume globular igual a 30%. Seis animais (8,22%)

apresentaram sorologia positiva frente a ambas as infecgoes.
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Tabela 1: Informacdes dos cées analisados obtidas pelo questionario aplicado
durante o estudo realizado em Rio Branco/AC (Anexo 1)

Caes
ID da Sexo Moradia Contato com morcegos Habito de Acesso a
amostra e/ou Capivaras caca rua
LBT6591 M Chécara Ipé X
LBT6592 M Chécara Ipé X
LBT6593 F Chécara Ipé X
LBT6594 M Chécara Ipé X X X
LBT6595 M Chécara Ipé X
LBT6596 M Estr. Dias Martins X X
LBT6597 F Estr. Dias Martins X X
LBT6598 F Estr. Dias Martins X X
LBT6599 F Estr. Dias Martins X X
LBT6600 F Estr. Dias Martins X X
LBT6601 M Estr. Dias Martins X X
LBT6602 M Estr. Dias Martins X X
LBT6603 F Estr. Dias Martins X X
LBT6604 M Estr. Dias Martins X X
LBT6605 M Estr. Dias Martins X X
LBT6606 M Estr. Dias Martins X X
LBT6607 M Conjunto Universitario X X
LBT6608 M Conjunto Universitario X X
LBT6609 F Conjunto Universitario X
LBT6610 F Conjunto Universitario X
LBT6611 F Conjunto Universitario
LBT6612 M Conjunto Universitario X
LBT6613 M Conjunto Universitario
LBT6614 F Conjunto Universitario
LBT6615 M Conjunto Universitario
LBT6616 M Conjunto Universitario
LBT6617 M Conjunto Universitario X
LBT6618 M Conjunto Universitario
LBT6619 F Conjunto Universitario X X
LBT6620 F Conjunto Universitario
LBT6621 F Conjunto Universitario
LBT6622 F Conjunto Universitario X
LBT6623 F Conjunto Universitario
LBT6624 F Conjunto Universitario X
LBT6625 M Conjunto Universitario X
LBT6626 F Conjunto Universitario X
LBT6627 M Conjunto Universitario
LBT 6628 M Conjunto Universitario
LBT6629 F Conjunto Universitario
LBT6630 M Conjunto Universitario
LBT6631 M Conjunto Universitario
LBT6632 M Conjunto Universitario
LBT6633 F Chécara Ipé X X
LBT6634 F Chécara Ipé X X
LBT6635 M Chécara Ipé X X
LBT6636 F Chécara Ipé X X X
LBT6637 F Chécara Ipé X X X
LBT6638 M Chécara Ipé X X X
LBT6639 M Chécara Ipé X X
LBT6640 M Chécara Ipé X X X
LBT6641 F Chécara Ipé X X X
LBT6642 M Chécara Ipé X X X
LBT6643 M Chécara Ipé X X X
LBT6644 M Chécara Ipé X X X
LBT6645 M Chécara Ipé X X X
LBT6646 F Conjunto Universitario X
LBT6647 F Conjunto Universitario X
LBT6648 M Conjunto Universitario X X
LBT6649 M Conjunto Universitario X
LBT6650 F Conjunto Universitario X
LBT6651 F Conjunto Universitario X
LBT6652 F Conjunto Universitario
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LBT6653 M Conjunto Universitario X

LBT6654 F Conjunto Universitario X

LBT6655 F Conjunto Universitario X X
LBT6656 M Conjunto Universitario X X
LBT6657 M Conjunto Universitario X X X
LBT6658 F Conjunto Universitario X X X
LBT6659 F Conjunto Universitario X X
LBT6660 F Conjunto Universitario X

LBT6661 F Conjunto Universitario X X
LBT6662 M Conjunto Universitario

LBT6663 F Conjunto Universitario

LBT6664 F Conjunto Universitario

LBT6665 M Conjunto Universitario

LBT6666 M Conjunto Universitario

LBT6667 F Conjunto Universitario

LBT6668 F Conjunto Universitario
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Tabela 2: Caracteristicas e habitos dos cdes analisados de acordo com

localizag&o de suas moradias.

Caes (N =78)

Localidade/Caracteristica

do cao

Contato com morcegos

e/ou capivaras

Acesso a rua

Habito de caca

Chacara IpéN=18

100% 55,5% 77,7%
Estrada Dias Martins
N=11 100% 100%
0
Conjunto Universitario
N=49 20,4% 36,7% 20,4%

Tabela 3: Resultado das analises executadas nos caes oriundos de Rio Branco/AC:
Volume globular obtido com microhematoécrito, Reagcdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI) frente a infeccdes por T. evansi e T. cruzi e Diagnostico molecular

frente a infecgdo por T. evansi utilizando os iniciadores TBR1 e TBR2 (Masiga et al.,

1992).
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Caes

ID da amostra | Volume globular | RIFI (T.evansi)* RIFI (T.cruzi)* Molecular
LBT6591 45 Negativo Negativo Negativo
LBT6592 48 Negativo 1/80 (Positivo) Negativo
LBT6593 50 1/10 1/20 Positivo
LBT6594 48 Negativo 1/10 Negativo
LBT6595 35 1/10 1/20 Negativo
LBT6596 46 1/20 Negativo Negativo
LBT6597 NR Negativo 1/160 (Positivo) Negativo
LBT6598 NR 1/80 (Positivo) 1/10 Negativo
LBT6599 40 Negativo 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6600 34,5 1/80 (Positivo) Negativo Negativo
LBT6601 40,5 Negativo Negativo Negativo
LBT6602 31 Negativo 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6603 38 1/20 1/20 Negativo
LBT6604 43,5 1/10 1/80 (Positivo) Negativo
LBT6605 36,5 Negativo Negativo Negativo
LBT6606 36,5 1/40 (Positivo) Negativo Negativo
LBT6607 38,5 Negativo 1/20 Negativo
LBT6608 41 Negativo 1/20 Negativo
LBT6609 31 Negativo Negativo Negativo
LBT6610 33 Negativo 1/20 Negativo
LBT6611 35 1/20 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6612 39 1/10 1/10 Negativo
LBT6613 22,5 1/80 (Positivo) 1/80 (Positivo) Negativo
LBT6614 30 1/20 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6615 39 Negativo 1/80 (Positivo) Negativo
LBT6616 31,5 1/40 (Positivo) 1/10 Negativo
LBT6617 42 Negativo Negativo Negativo
LBT6618 43,5 Negativo Negativo Negativo
LBT6619 35 1/80 (Positivo) 1/160 (Positivo) Negativo
LBT6620 40,5 1/40 (Positivo) 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6621 33 NR NR Negativo
LBT6622 41 Negativo Negativo Negativo
LBT6623 32,5 1/20 Negativo Negativo
LBT6624 35 1/80 (Positivo) 1/160 (Positivo) Negativo
LBT6625 39 1/20 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6626 43 Negativo Negativo Negativo
LBT6627 47,5 1/20 Negativo Negativo
LBT6628 33,5 Negativo 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6629 42 Negativo 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6630 33 1/20 1/20 Negativo
LBT6631 46 1/10 1/40 (Positivo) Negativo
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LBT6632 46 1/20 Negativo Negativo
LBT6633 42 NR NR Negativo
LBT6634 39 1/40 (Positivo) 1/10 Negativo
LBT6635 41,5 1/20 Negativo Negativo
LBT6636 52,5 Negativo Negativo Negativo
LBT6637 33 1/20 Negativo Negativo
LBT6638 47 Negativo Negativo Negativo
LBT6639 25 Negativo Negativo Negativo
LBT6640 42,5 1/40 (Positivo) 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6641 40 1/40 (Positivo) Negativo Negativo
LBT6642 40 1/20 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6643 28,5 Negativo 1/10 Negativo
LBT6644 27 1/40 (Positivo) 1/20 Negativo
LBT6645 34 1/40 (Positivo) 1/40 (Positivo) Negativo
LBT6646 48 NR NR Negativo
LBT6647 44 1/20 1/10 Negativo
LBT6648 40 1/10 Negativo Negativo
LBT6649 50 Negativo Negativo Negativo
LBT6650 42 1/20 Negativo Negativo
LBT6651 45 Negativo 1/10 Negativo
LBT6652 46,5 Negativo Negativo Negativo
LBT6653 47 1/40 (Positivo) 1/20 Negativo
LBT6654 54 1/40 (Positivo) 1/10 Negativo
LBT6655 49,5 Negativo 1/20 Negativo
LBT6656 48 1/10 1/20 Negativo
LBT6657 40,5 1/20 1/20 Negativo
LBT6658 38 1/10 1/10 Negativo
LBT6659 53 1/20 Negativo Negativo
LBT6660 29,5 Negativo 1/10 Negativo
LBT6661 41 1/20 Negativo Negativo
LBT6662 36 NR NR Negativo
LBT6663 43 Negativo Negativo Negativo
LBT6664 39 1/10 Negativo Negativo
LBT6665 33 NR NR Negativo
LBT6666 39 1/20 1/10 Negativo
LBT6667 33,5 1/40 (Positivo) 1/20 Negativo
LBT6668 23,5 Negativo Negativo Negativo

* s80 consideradas positivas as rea¢des com titulagdo maior ou igual a 1/40
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4.1.1.1.4 Diagnéstico molecular

Para o diagnostico molecular foi realizado PCR de DNA satélite do subgénero
Trypanozoon em 78 amostras de sangue total em guanidina. Desse total, apenas um
cao foi positivo (LBT6593), apresentando a banda esperada, de aproximadamente
164pb (Figuras 7 e 8). Essa amostra e os controles de 10 e 100 ng foram purificadas
e enviadas para o sequenciamento pela Plataforma de Sequenciamento (RPTO1A)
da Fiocruz. Este cdo era uma fémea da Chacara Ipé que, surpreendentemente, ndo
apresentava anemia e nem foi positiva nos diagndsticos parasitolégico e sorolégico.
Para uma melhor visualizacdo da banda obtida, a amostra também foi submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida corado por prata (Figura 8).

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 2% de PCR de DNA nuclear satélite do subgénero Trypanozoon.
Amostras negativas - 1,2,4,5,6,7,8,9,10,11; Amostra 3 positiva de cdo (LBT 6593) — banda fraca; 12) Controle
positivo 10 ng; 13) Controle positivo 1 ng; 15) Controle negativo; 16) vazio e 17) marcador de pares de bases de
100pb.
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% de PCR de DNA nuclear satélite do subgénero Trypanozoon.
1) Marcador de pares de base de 50pb; 2) Amostra positiva de cdo (LBT 6593); 3) Controle positivo de 1ng; 4)
Controle negativo.

Esta amostra positiva foi submetida a PCR do gene 18S, onde apresentou um
tamanho de banda um pouco maior que a banda esperada de aproximadamente
700pb (Figura 9). O controle positivo de T. evansi apresentou 0 mesmo padrao de
tamanho de banda, enquanto o controle de T. cruzi, utilizando uma cepa de

referéncia de T. cruzi DTU Tcl, apresentou o tamanho esperado de banda de 700pb.
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2% de PCR do gene ribossomal 18S. 1) Controle negativo; 2)
Marcador de pares de base de 50pb; 3) Amostra positiva de cao (LBT 6593); 4) Amostra positiva de morcego
(LBT 4989); 5)Amostra positiva de morcego (LBT5366); 6) Controle positivo de T.evansi de 100ng; Controle
positivo de DTU TCI.

As amostras referéncia de T. cruzi (DTUs | e II) ndo amplificaram quando
submetidas a reacdo de PCR utilizando os iniciadores especificos de Trypanozoon
(TBR) (dados ndo mostrados). O resultado do sequenciamento para os iniciadores
TBR da amostra de cao (LBT 6593) apresentou similaridade com DNA satélite de T.
brucei (K00392.1), com cobertura de 90% e identidade de 89% para um fragmento
de 102 pb.

Os controles também foram enviados para sequenciamento e as sequéncias
obtidas foram analisadas. O controle de 10 ng apresentou similaridade com T. brucei
gambiense DAL 972 chromosome 3 (FN554966.1), com cobertura de 85% e
identidade de 90% e o controle de 100 ng apresentou como resultado a mesma
sequéncia similar, porém com cobertura de 100% e identidade de 96%, para um

fragmento de 168 pb.
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4.1.2 Quirdpteros

4.1.2.1 Diagnostico molecular

Durante as quatro expedicdes, realizadas nos anos de 2014 e 2015 em Rio
Branco, foram coletados um total de 193 espécimes de morcegos, sendo 36 na
primeira expedicdo, 70 na segunda, 65 na terceira e 22 na quarta (Figura 5).

Foi feito PCR para o subgénero Trypanozoon com os iniciadores TBR1 e
TBR2 (Masiga et al., 1992) de 182 bacos de morcegos (32 da primeira expedicao,
68 da segunda, 64 da terceira e 22 da quarta). Desse total, uma amostra foi positiva
(LBT 4989), embora tenham resultadoem um fragmento de banda um pouco maior
que o esperado de 164pb (Figuras 10 ). A amostra LBT 4989 referia-se a um
espécime fémea de Carollia perspicillata, coletada no primeiro semestre de 2014, no
ponto Al (terra firme) Essa amostra positiva também foi submetidas a PCR do gene
ribossomal 18S nas condi¢Bes descritas na metodologia, com o produto obtido na

primeira etapa sendo diluido na proporcado de 1:10, mas nao amplificou (Figura 9).

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 2% de PCR de DNA nuclear satélite do subgénero Trypanozoon. 1-
14) Amostras negativas; 15) LBT 4989: positiva; Amostras 16 e 17: controles positivos de 10 e 1 ng,
respectivamente; 18) Peso molecular de 100 pb; 19) Controle negativo

A amostra de morcego (LBT 4989) que amplificou frente ao alvo TBR foi
purificada e enviada para o sequenciamento pela Plataforma de Sequenciamento
(RPTO1A) da Fiocruz. Como resultado foi obtido no BLAST o retorno de sequencias
de DNA satélite de T. brucei (K00392.1) para um fragmento de uma das fitas de
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DNA com 102 pb, com cobertura de 90% e identidade de 89%, semelhante ao

observado com a amostra do cao positivo.

4.1.3 Capivaras
No ano de 2015, foi coletado sangue de 51 capivaras de cinco diferentes

areas, duas na area urbana e trés propriedades rurais. Os locais de capturas e o
namero de animais analisados de cada localidade sdo demonstrados no mapa

abaixo (Figura 12 e Tabela 3).
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&

'3
ASen' Guiomard

Figura 12: Mapa de locais de capturas das capivaras analisadas no presente estudo

4.1.3.1 Diagndstico parasitologico e sorolégico

Foram analisados esfregacos de sangue periférico de 43 animais e realizada
RIFIs com conjugados anti- Thrichomys e anti- Cavia sp. no plasma de 46 animais
(Tabela 3). Nenhum dos animais apresentou esfregacgo positivo e as sorologias com
conjugado anti- Thrichomys foram todas negativas. Os resultados obtidos na RIFI

com conjugado anti- Cavia sp. estédo descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Origem e numero de amostras analisadas por exame de esfregaco
sanguineo e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) frente a infecdes por T.

cruzi e T. evansi.
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NUMERO DE ESFREGACOS
LOCALIDADE 3 RIFI (N)
ANIMAIS SANGUINEOS (N)
Campus da UFAC 15 14 14
Chacara Ipé 11 7 10
Fazenda Piracema 9 9 8
Fazenda Sao Raimundo 15 7 14
Fazenda Catuaba 1 1 0

Tabela 5: Origem, sexo e resultado da Reacdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI) utilizando conjugado anti-Cavia sp. frente a infeccéo por T. evansi.

Capivaras
RIFI T.evansi
ID da amostra Localidade Sexo
(Conjugado anti- Cavia sp.)

LBT 7384 Fazenda Piracema Macho 1/20
LBT 7385 Fazenda Piracema Macho 1/40 (Positivo)
LBT 7386 Fazenda Sao Raimundo Fémea Negativo
LBT 7387 Fazenda Sdo Raimundo Fémea 1/20
LBT 7388 Fazenda Sdo Raimundo Fémea 1/10
LBT 7389 Fazenda Sdo Raimundo Fémea 1/20
LBT 7390 Fazenda Sao Raimundo Macho 1/40 (Positivo)
LBT 7391 Fazenda Sao Raimundo NR Negativo
LBT 7392 Fazenda Sao Raimundo Fémea Negativo
LBT 7393 Fazenda Sao Raimundo Fémea 1/80 (Positivo)
LBT 7394 Fazenda Piracema Fémea Negativo
LBT 7395 Fazenda Piracema Fémea Negativo
LBT 7396 Fazenda Piracema Fémea 1/40 (Positivo)
LBT 7397 UFAC Fémea 1/20
LBT 7398 Chéacara Ipé Fémea 1/20
LBT 7399 Fazenda Piracema Fémea 1/20
LBT 7400 Fazenda Sao Raimundo Fémea 1/10
LBT 7401 UFAC ND 1/10
LBT 7402 Fazenda Sao Raimundo Fémea 1/10
LBT 7403 Fazenda Sao Raimundo Macho 1/20
LBT 7404 Chacara Ipé Fémea 1/40 (Positivo)
LBT 7405 Chacara Ipé Fémea 1/40 (Positivo)
LBT 7406 Chacara Ipé Fémea 1/20
LBT 7407 Chéacara Ipé Fémea Negativo
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LBT 7408 Chacara Ipé Fémea Negativo
LBT 7409 Chacara Ipé Macho Negativo
LBT 7410 Chécara Ipé Macho Negativo
LBT 7411 Chécara Ipé Macho Negativo
LBT 7412 Fazenda Sao Raimundo Fémea Negativo
LBT 7413 Fazenda S&o Raimundo Macho 1/10
LBT 7414 UFAC Macho 1/10
LBT 7415 UFAC Macho 1/10
LBT 7416 UFAC Fémea Negativo
LBT 7417 UFAC Macho Negativo
LBT 7418 UFAC Macho 1/10
LBT 7419 UFAC Macho Negativo
LBT 7420 UFAC ND 1/40 (Positivo)
LBT 7421 UFAC Fémea 1/20
LBT 7422 UFAC Fémea 1/10
LBT 7423 Chécara Ipé Fémea 1/40 (Positivo)
LBT 7424 Fazenda Piracema Fémea Negativo
LBT 7425 UFAC Macho Negativo
LBT 7426 UFAC Fémea Negativo
LBT 7427 UFAC Fémea Negativo
LBT 7428 Fazenda Piracema Macho 1/10
LBT 7429 Fazenda Sdo Raimundo Macho 1/10

ND = n&o determinado

Dos 46 animais analisados na sorologia, 8 apresentaram titulos sorolégicos
positivos (17,4%). Dentre esses animais 4 eram de areas rurais e outros 4 da area
urbana de Rio Branco. Os animais da area rural incluiam 2 (25%) provenientes das
proximidades da Fazenda Piracema e 2 (25%) da Fazenda Sdo Raimundo. Os
animais da area urbana eram da Chacara Ipé (n=3; 37,5%) e campus da UFAC
(n=1; 12,5%). Cinco dos roedores positivos eram fémeas (62,5%), enquanto 2 (25%)

eram machos e um nao teve o sexo determinado durante a coleta.
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DISCUSSAO

As areas incluidas no presente estudo foram escolhidas por estarem em sua
maioria proximas ao Parque Zoobotanico e inseridas em um ambiente que vém
sofrendo uma forte pressdo antrépica. A vegetacdo do parque é formada por
florestas em diferentes estagios, devido ao desmatamento que ocorreu nhaquela
area, pois até a década de 1940, a area era um seringal com atividade extrativista
(Calouro et al., 2010). Foi possivel realizar as coletas em trés espécies de
mamiferos habitantes dessa &rea, as quais foram escolhidas dada a nossa hipétese
de que haveria um ciclo de transmiss@o de T. evansi na area: (i) Caes, por ser a
espécie que, segundo relato dos veterinarios do local, estavam apresentando
sintomas compativeis com a infeccdo, sendo que as laminas de esfregaco
sanguineo realizadas para um deles era fortemente sugestiva da infeccdo por T.
evansi; (ii) morcegos, por serem animais longevos, com elevada capacidade de
deslocamento e descritos como hospedeiros (também como vetores, no caso das
espécies hematdfagas) de T. evansi (Hoare, 1972); e (iii) capivaras, por serem
abundantes na &rea de estudo e relatadas como um potencial reservatorio deste
parasito, capaz de manter altas e duradouras parasitemias, sem apresentacao de
sinais clinicos de doenca (Herrera et al., 2004). A transmissdo de T. evansi no Acre
ndo havia sido relatada até o momento. As areas rurais onde foi realizada a coleta
das capivaras foram escolhidas devido ao contato préximo desses animais com
outros animais domésticos como cées, bovinos, bubalinos e equinos.

Os resultados negativos no exame a fresco de buffy coat deve-se
provavelmente ao fato de que esse teste diagnéstico sO conseguir detectar
parasitemias superiores a 10%* parasitas/mL em animais que apresentem alta
competéncia infectiva, sendo pouco sensiveis para a deteccdo de baixas
parasitemias (Herrera et al., 2004; Jansen, Xavier e Roque, 2015). Este € um dos
testes mais empregados no diagnostico da infeccdo por T. evansi porque este € um
parasito com a caracteristica de provocar altas parasitemias em seus hospedeiros. A
auséncia do encontro de animais positivos por esta técnica pode ser consequéncia
da baixa taxa de infec¢cdo encontrada nos animais pesquisados. Dos 73 caes
analisados, 16 (20,5%) obtiveram sorologia positiva, apresentando anticorpos 1gG

anti-T.evansi  (demonstrando estarem infectados). Esta infeccdo, porém
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provavelmente ocorreu no minimo 3 semanas antes (Herrera et al., 2004) e as altas
parasitemias podem ter sido controladas antes do momento da coleta de sangue
para o presente estudo. Se considerarmos o0 encontro de parasitos no sangue,
apenas em um cdo isso foi detectado (diagndstico molecular positivo, dentre os 78
que foram avaliados, ou seja 1,3%). Esse cdo certamente apresentava baixa
parasitemia, como comprovado pelo exame a fresco negativo e sugerido pela fraca
intensidade de banda observada no diagnostico molecular. Além disso, a auséncia
de titulos detectaveis de IgG anti-T. evansi na RIFI indica que provavelmente este
animal estava em fase inicial de infeccéo.

O hemocultivo realizado nas amostras dos cées foi feito com o intuito de
pesquisar a infeccdo por T. cruzi, pois como ja dito anteriormente, T. evansi nao é
cultivavel. Nos Ultimos anos muitos trabalhos vém sendo feitos na regido da
Amazonia com animais silvestres e cées. Na regido, as DTU’s de T. cruzi
encontradas sao Tcl, Tclll e TclV. (Xavier et al., 2012; Roque et al., 2013; Lima et
al., 2014). Duas importantes caracteristicas da infec¢do na regido séo a sua relacéo
com ingestao de alimentos contaminados e invasao das residéncias por espécies de
triatomineos silvestres (Roque et al., 2013). No ambito da infeccéo por T. cruzi, caes
apresentam-se como importantes sentinelas em suas localidades, sinalizando a
presenca do parasito e sua infeccdo normalmente precede os casos humanos. A
infeccdo dos cdes na regido amazbnica esta associada a proximidade das
residéncias ao ambiente silvestre. Também ja foi relatado que a diminuicdo da
biodiversidade em ambientes degradados, favorece a possibilidade de infeccao
nesses animais. Porém, o relato de altas parasitemias, pelo menos detectaveis no
hemocultivo € raro, demonstrando que, pelo menos nesta éarea, podem ser
considerados hospedeiros com baixa competéncia infectiva (Xavier et al., 2012).
Relatos de isolamento de T. cruzi em cées nesta regido ainda sao pontuais (Roque
et al.,, 2013; Lima et al.,, 2014). Este cenario € oposto ao descrito na Regido do
Chaco na Argentina, onde as prevaléncias de xenodiagndstico positivo em caes séo
bastante relatadas e ao menos 4 DTU’s diferentes ja foram isoladas destes animais
(Tcl, Tclll, TcV e TcVI). Essa regido Argentina é considerada como hiperendémica
para a infeccdo por T. cruzi e os ciclos de transmissdo silvestres e domeésticos
ocorrem simultaneamente. Um fator que favorece o ciclo doméstico é a existéncia do
principal vetor responsavel por esse tipo de transmissdo, Triatoma infestans na

regido. Diferentemente, a transmissao do parasito por este vetor foi erradicada no
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Brasil através das iniciativas de controle do “Cone Sul” em 2006 (Schofield, Jannin e
Salvatella 2006; Enriquez et al.,, 2013; Monje-Rumi et al., 2015). Sendo assim, o
cenario nessas duas regides tanto relacionado a vetores, quanto hospedeiros e
DTU’s é bem distinto. Nossos resultados, com auséncia de isolamento de T. cruzi
nos hemocultivos realizados em cédes corroboram o cenario usualmente observado
na Amazonia.

Outro fator avaliado no presente trabalho foi o volume globular dos caes. Em
nosso estudo a associacdo do decréscimo de volume globular com a infec¢éo por T.
evansi ou T. cruzi foi baixa. Logo, € possivel que outros fatores estejam provocando
a reducdo de volume globular nesses animais. No diagnéstico sorologico dentre os
cdes estudados no presente trabalho que apresentaram titulos sorolégicos positivos
para T. evansi, dois cdes apresentavam-se com volume globular abaixo da
normalidade, caracterizando anemia, um traco importante nas infeccbes por esse
parasito (Desquesnes et al., 2013a). Em um desses animais (LBT 6613), foi
diagnosticada infeccdo mista frente a infec¢des por T. evansi e T. cruzi (ambos com
1/80).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta realizada tinha como objetivo
detectar a presenca de IgG anti-T. evansi, 0 que ocorre aproximadamente 2-3
semanas apos a infeccao. Por outro lado, ja foi demonstrado que uma maior eficacia
no controle da infeccdo por esse parasito se da principalmente mediada por
anticorpos IgM, responsaveis pelo controle inicial da infeccdo, principalmente
através do mecanismo de fagocitose. Esse fato foi demonstrado em um trabalho
realizado em 2007 (Baral et al., 2007), onde ratos conseguiam debelar a infec¢éo
com altos niveis de IgM e niveis de IgG relativamente baixos, enquanto ratos com
reduzidos niveis de IgM e altos niveis de IgG apresentavam uma descontrolada
parasitemia tardia. Sendo assim, é possivel que a taxa de infeccdo encontrada, de
20,5%, esteja ainda subestimada e que outros cdes tenham se infectado por este
parasito, mas conseguido controlar a infeccdo em seu estagio inicial, ainda antes da
formacdao de niveis de IgG que pudessem ser detectados no diagndstico sorolégico.

Por outro lado, a utilizacdo de IgM na RIFI, € bem menos especifica e
portanto mais sujeito a rea¢des cruzadas por ser esta uma molécula pentamérica e
de menor especificidade que a IgG (Abbas, A.K; 2012). A especificidade era um
ponto a ser levado em consideragédo na escolha do método sorologico a ser utilizado

e a utilizacdo de IgM para deteccdo de T. evansi em uma area onde é sabida a
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circulacdo de T. cruzi certamente aumentaria as chances de erros de interpretagéao
no diagnostico ocasionadas por reacdes cruzadas entre estes dois
tripanosomatideos.

Das 10 amostras com reacdo soroldgica positiva apenas para T. evansi, sete
delas apresentaram baixos titulos frente a infeccao por T. cruzi (abaixo do ponto de
corte de 1/40), mas trés delas (LBT 6600, 6606 e 6641) estavam negativas. Destas,
dois caes apresentaram titulacdo de 1/40 frente a infec¢do por T. evansi e um deles
(LBT 6600) apresentou titulacdo de 1/80. Além disso, outro cao (LBT 6598) também
apresentou titulacdo soroldgica de 1/80 frente a infeccdo por T. evansi e apenas
1/10 frente a infeccao por T. cruzi. Os dois cdes com titulo soroldgico de 1/80 tinham
como moradia a Estrada Dias Martins, préximo a UFAC e ao Parque Zoobotéanico e
possuiam acesso a rua. Os resultados soroldgicos, em especial nestes quatro
altimos, descartam a possibilidade de infeccdo cruzada com T. cruzi na RIFI e
confirmam a infeccéo destes cdes por T. evansi.

O héabito de caca estava descrito nos cdes LBT 6634, LBT 6641, LBT6644,
LBT6653 e LBT 6654, cdes que também foram sorologicamente positivos frente a
infeccdo por T. evansi e negativos frente a infeccdo por T. cruzi. Esse fator
favoreceria a ocorréncia da infeccdo, uma vez que aumentaria a probabilidade da
ocorréncia de infecgcéo oral, ja demonstrada através de infec¢do experimental como
importante via de transmissao do parasito (Bazolli et al., 2002).

O contato com outros animais silvestres, como capivaras e morcegos foi
descrito em metade dos caes analisados e, portanto, ndo foi um fator importante na
diferenciacdo dos céaes infectados, sendo observados cées infectados por T. evansi
tanto entre 0s animais apresentavam essa convivéncia mais proxima com animais
silvestres (o que favoreceria a possibilidade de infeccdo) quanto os que eram mais
restritos as residéncias e sem relato de contato com o meio silvestre (Franke et al.,
1994).

As amostras LBT 6613, LBT 6619, LBT 6620, LBT 6624, LBT 6640 e LBT
6645, apresentaram titulos sorolégicos positivos para T. evansi e titulos sorolégicos
positivos de valor igual ou superior frente a infeccdo por T. cruzi. Por tratar-se de
uma técnica sorolégica indireta ha a probabilidade de reagdo cruzada,
principalmente por utilizar-se o parasito inteiro na confeccdo do antigeno. Ainda
assim, o alto ponto de corte adotado (1/40) e a auséncia de titulos acima de 1/160

(que pudessem resultar em reacfes cruzadas mais faceis de serem detectadas)
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indicam que a maior possibilidade é da ocorréncia de infeccdo mista com as duas
espécies de Trypanosoma.

Além das 6 amostras com titulos soroldgicos positivos para os dois parasitos,
havia ainda 13 amostras com titulos sorologicos positivos apenas para T. cruzi. Esse
achado demonstra que os caes da area estavam expostos também a esse parasito,
inclusive quatro animais (LBT 6597, LBT 6599, LBT 6602 e LBT 6604) residiam na
Estrada Dias Matrtins, localizada préxima ao campus da UFAC, e onde recentemente
foi encontrado um exemplar do triatomineo Rhodnius stali, naturalmente infectado
com este parasito (Meneguetti et al., 2016). Apesar de especificamente no estado do
Acre ndo haver descricdo da infeccao por T. cruzi em cées, a regido amazonica vem
sendo considerada uma nova fronteira endémica para doenca de Chagas e a
presenca de caes sorologicamente positivos no bioma amazonico ja foi relatada em
varias outras areas (Xavier et al., 2012). Em trabalho realizado na regido sul do
Pantanal, onde a infec¢do por T. evansi € endémica, foi realizada sorologia por RIFI
para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. evansi e anti- T.cruzi em 69 cédes. Entre
esses caes, apenas 6 apresentaram titulos sorologicos positivos para T. cruzi, em
comparacao com 29 animais obtiveram sorologia positiva para T. evansi (Herrera et
al., 2011). A diferenca nas taxas de infecgcdo em cées por T. cruzi ou T. evansi foram
diferentes do que observamos no presente trabalho, onde foi possivel detectar uma
maior exposi¢do dos animais ao T. cruzi do que ao T. evansi, ainda que os dois
parasitos estejam presentes na area de estudo. Esta diferenca provavelmente reflete
a diferenca na distribuicdo destes parasitos nestes dois biomas, pois no Pantanal a
infeccdo por T. evansi é endémica, enquanto na regido amazénica é a infec¢do por
T. cruzi que é mais relatada.

Para o diagndéstico molecular foram utilizados os iniciadores TBR1 e TBR2
(Masiga et al., 1992), especificos para o subgénero Trypanozoon, que apresentam a
importante caracteristica de serem muito sensiveis e possuir como alvo o DNA
nuclear satélite, que possui muitas copias (10.000- 20.000 por célular) (Milocco et
al., 2013). A vantagem da utilizacao destes iniciadores € que resultam em uma mais
eficiente deteccdo de DNA mesmo com pouca quantidade disponivel, podendo
detectar parasitemias tdo baixas quanto 1 Trypanosoma/ mL de sangue (Herrera et
al., 2005; Pruvot et al., 2010). Esse alvo foi descrito pela primeira vez em cepas
discinetoplasticas e ndo possui homologia com o kDNA, sendo sua localizacao

independente da presenca dessa estrutura. Uma das principais caracteristicas da
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utilizacdo do DNA satélite € sua capacidade em apresentar diferencas consideraveis
de sequéncia entre espécies e diferencas limitadas dentro de um mesmo organismo.
Isso ocorre devido a rapida evolugcdo dessa estrutura em tripanossomas. O
fragmento alvo de 177pb encontrado em Trypanosoma brucei possui como possivel
origem a replicagdo de uma mesma sequéncia de 19pb. (Sloof et al., 1983).

Na amostra positiva de cdo (LBT 6593) e do morcego LBT 4989, a andlise
das sequencias realizadas no BLAST retornou com sequencias de DNA satélite de
T. brucei para um fragmento de uma das fitas de DNA com 102 pb. Este fragmento,
apesar de pequeno, corresponde a aproximadamente 2/3 do fragmento do alvo
escolhido. A andlise da sequéncia do controle positivo de 100ng retornou com uma
qualidade muito melhor e um tamanho de fita de 168 pb, igualmente similar com T.
brucei. As similaridades apresentadas foram em torno de 90% com T. brucei que,
apesar de inserido no mesmo subgénero Trypanozoon, é uma espécie diferente de
T. evansi. A falta de sequencias de T. evansi e a baixa quantidade de sequencias de
T. brucei depositadas para este alvo (n=3) explicam este menor percentual de
similaridade que o normalmente adotado para identificacdo de uma espécie. Cabe
ainda ressaltar que as sequéncias obtidas nas amostras de cdo e morcego
(idénticas entre si) foram diferentes das sequencias obtidas nos controles positivos
utilizados na reacao, descartando assim, qualquer possibilidade de contaminagéo no
laboratorio. Além disso, é possivel inferir que as infeccbes encontradas no céo e no
morcego sejam decorrentes da mesma populacdo de T. evansi.

Na literatura é descrita que apenas a presenca dessa banda de 164 pb ja é
conclusiva para garantir a infecgdo por Trypanosoma (Trypanozoon) sp., T. evansi
no caso (Pruvot et al., 2010; Milocco et al., 2013), fato corroborado no presente
trabalho (em especial na amostra de cdo). Em apenas um trabalho os autores
sequenciaram os produtos obtidos na reacdo de TBR e encontraram similaridade
com DNA satélite de T. brucei (K00392.1) (Milocco et al., 2013). No presente estudo,
além de sequenciarmos e obtermos fragmentos similares a sequencias de T. brucei
tanto nas amostras positivas, quanto nos controles da reacdo, também realizamos
uma PCR, com o mesmo marcador, incluindo cepas de referéncia de T. cruzi das
DTUs Tcl e Tcll para garantir gue as mesmas nao seriam amplificadas utilizando as
condicbes descritas em Masiga et al.,, (1992). Como esperado, ndo ocorreu
amplificagdo para T. cruzi, provavelmente porque o DNA nuclear satélite de T.

brucei, integrante do subgénero Trypanozoon e alvo do marcador utilizado, € um
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fragmento de 177 pb, composto por uma sequéncia bem especifica e caracteristica
desse subgénero, totalmente diferente, tanto em sequéncia de bases nitrogenadas,
guanto em tamanho de fragmento, de T. cruzi (Sloof et al., 1983). Sendo assim, &
possivel afirmar que foi detectado DNA de T. evansi na area de estudo em céo e
morcego, ja que esse é 0 Unico integrante do subgénero Trypanozoon possivel
nessa localidade, uma vez que a transmissao de T. brucei € restrita a area da mosca
tsé-ts€, no continente africano e T. equiperdum é uma espécie que parasita apenas
cavalos.

Além do marcador ja mencionado, também utilizamos o marcador de gene
ribossomal 18S, através de uma nested PCR com os iniciadores TRY927 e SSU561
(Noyes et al.,1999). Ainda que os autores que descreveram a reacdo ndo a
recomendem para utilizacdo frente a tripanossomas salivarios devido a taxa de
evolucdo do gene ssRNA desses organismos ser oito vezes maior do que de
tripanossomas da secao Stercoraria, eles observaram que o tamanho do fragmento
obtido em parasitos da se¢do Salivaria é ligeiramente maior do que os produtos
obtidos para os parasitos da secédo Stercoraria (Noyes et al.,1999). Esse fato foi
corroborado com o encontrado no presente trabalho, onde a amostra de cdo e o
controle de T. evansi utilizado apresentavam um tamanho de fragmento superior ao
apresentado pelo controle positivo de T. cruzi. As duas amostras de morcegos
positivas na reacdo de TBR também foram testadas, mas ndo foram positivas,
possivelmente porque apresentavam uma quantidade menor de DNA do parasito no
tecido do hospedeiro.

A amostra de cado com diagndstico molecular positivo era de uma fémea,
moradora do condominio Chacara Ipé. Para esse animal ndo foi relatado acesso a
rua, nem o habito de cacar, mas foi descrita a presenca de morcegos proximo a
residéncia do animal. O diagnostico sorolégico foi negativo frente a infeccdo tanto
por T. evansi quanto por T. cruzi. Além disso, este animal também né&o apresentava
parasitos circulantes que pudessem ter sido detectados no exame direto em buffy
coat ou no esfregaco sanguineo corado. Este perfil de infeccdo demonstra que o
animal apresentava baixa parasitemia (detectavel apenas através do diagnostico
molecular) e indica que este animal: (i) conseguiu controlar a infec¢ao por T. evansi
sem a necessidade de montar uma resposta imune humoral detectavel na RIFI; ou
(ii) este animal ainda esta na fase inicial da infec¢éo (infeccdo recente) e as ondas

parasitémicas ainda ocorrerdo e poderdo resultar em elevadas parasitemias
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(detectaveis no exame direto) e montagem de uma resposta imune humoral
detectavel na RIFI.

Dos 182 morcegos analisados, apenas 1 apresentou-se positivo no
diagnéstico molecular (1,1%). O morcego encontrado positivo na reacdo de TBR era
uma fémea da espécie Carollia perspicillata (confirmado inclusive pelo
sequenciamento do produto amplificado). Essa espécie tem boa adaptacdo a
ambientes perturbados e € descritas como a abundante na &rea de estudo (Calouro
et al., 2010). C. perspicillata possui uma dieta baseada em frutos e insetos, e ocorre
em areas florestais e utilizam como abrigos cavernas, minas, fendas de rochas, ocos
de arvores, tubulacbes e edificagbes urbanas. Podem ainda abrigar-se sozinhos,
formar pequenos grupos ou colénias com muitos espécimes (Dos Reis et al., 2007).
O tamanho de banda acima do esperado de 164pb para o alvo TBR que foi
observado na amostra de morcego ndo pode ser considerado conclusivo para
garantir a infeccdo por T. evansi. A infeccdo na fémea de C. perspicillata foi
confirmada pelo resultado do sequenciamento obtido com o produto amplificado na
reacdo de TBR. A presenca do DNA do parasito em morcegos nao chega a ser
surpreendente uma vez que ambos incluem insetos em sua dieta, apesar desses
mamiferos possuirem habitos noturnos e as moscas hematéfagas possuirem habitos
diurnos, crepusculares. Este, no entanto, ndo é o primeiro achado deste tipo e, além
do morcego hemat6fago Desmodus rotundus, as espécies nectivaras Tonatia sp. e
Leptonycteris curasoae também ja foram encontradas infectadas por este parasito
no Pantanal e na Venezuela, respectivamente (Herrera et al., 2011; Silva-lturriza. et
al., 2016). A ndo sobreposicdo de horarios entre estes morcegos e 0s potenciais
vetores da area (as moscas hematéfagas) sugere a possibilidade de haver outros
possiveis vetores envolvidos na transmissdo do parasito na area estudada. A
presenca de morcegos hematofagos na area, se € que existe, é rara (nenhum
coletado em 4 expedi¢cdes realizadas). Assim, os morcegos de Rio Branco a
principio estdo inseridos no ciclo de transmissdo de T. evansi como hospedeiros
mamiferos (potenciais reservatérios), mas ndo como vetores, papel que pode ser
exercido exclusivamente por espécies de habitos hematofagos.

Foi possivel detectar anticorpos IgG anti-T.evansi em 8 das 46 (17,4%)
capivaras analisadas através de RIFI com a utilizagdo do conjugado anti-Cavia sp.
Sendo assim, € possivel concluir que a circulacdo do parasito na area de estudo

também inclui as capivaras. Para a realizagdo do diagnodstico sorologico das
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capivaras no presente estudo foram realizadas duas reacdes utilizando conjugados
diferentes. A primeira, utilizando-se conjugado de Thrichomys sp. foi feita com o
intuito de detectar exposicfes a infeccdo por T.evansi e T.cruzi, obteve todos os
resultados negativos. Ainda que o roedor Thrichomys sp. seja um roedor caviomorfo
da mesma subordem Hystricognathi, sua familia & Echimyidae, enquanto as
capivaras pertencem a familia Caviidae, a mesma familia dos porquinhos da India
(Cavia sp.). Realizamos esta reacéo pela mesma ja estar padronizada no laboratério
e dispormos de controles positivos e negativos para a reac¢ao. Acreditavamos que a
distancia filogenética entre as duas familias ndo seria grande o suficiente para
impedir a reagdo em amostras positivas, mas ndo foi o que aconteceu. Assim,
guando realizamos a RIFI com conjugado anti-Cavia sp., conseguimos diagnosticar
a infeccao por T. evansi (através da presenca de anticorpos IgG anti- T.evansi) em 8
das 46 capivaras analisadas no presente estudo. Esse fato ressalta a importancia de
trabalharmos com conjugados mais proximos filogeneticamente dos animais a serem
analisados. Apesar de em um primeiro momento parecer uma conclusao
redundante, em varios estudos com animais silvestres, pela auséncia de conjugados
comerciais para essas espécies, 0s autores adaptam metodologias de outros
hospedeiros para preencher essas lacunas. Como consequéncia, alguns destes
estudos conseguem realizar o diagnéstico nesses animais, mas certamente 0s
resultados obtidos devem ser analisados com cautela e as chances de
subestimacédo das taxas de infeccdo séo elevadas. Logo, a relacao filogenética das
espécies a serem analisadas deve ser o fator mais importante a ser considerado na
escolha dos reagentes para o desenvolvimento de reacdes mais sensiveis.

Outro ponto a ser ressaltado a respeito da sorologia com as capivaras € o
ponto de corte. Tendo em vista que a diluicdo do conjugado de Cavia sp. utilizada no
presente estudo foi a menor possivel descrita pelo fabricante (1:10) e considerando
a auséncia de controles positivos de capivara ou Cavia sp. infectados por T.evansi,
optou-se por considerar as diluicdes de 1:10 e 1:20 como faixa indeterminada e o
titulo soroldgico considerado positivo foram diluicdes a partir de 1:40. Cabe ressaltar
gue adotamos este ponto de corte de 1:40, ainda que o controle negativo utilizado
(de Cavia sp. oriundo de um biotério de experimentacdo) tenha sido negativo na
reacdo. Se adicionarmos ao calculo da taxa de infeccao os titulos presentes na faixa
indeterminada, esta taxa aumentaria de 17,4% para 21,7%. Porém, consideramos

como ponto de corte o titulo sorologico de 1:40, ainda assim a possibilidade de
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essas capivaras de menor titulo sorologico estarem também sorologicamente
positivas ndo pode ser completamente descartada.

Ha poucos estudos que reportam a investigacao da infeccéo por T. evansi em
capivaras através de testes sorologicos. O mais recente foi realizado no estado de
Séo Paulo, onde foi investigada a soroprevaléncia da infecgédo por T. evansi em 172
capivaras. Para isso, foram utilizados os testes soroldégicos CATT/T. evansi e RIFI,
utilizando anti-guinea pig. Nesse estudo, os autores também n&o dispunham de
controles positivos espécie-especificos e optaram por utilizar controles de cavalos,
cdes e ratos infectados por T. evansi. Ainda assim, foi possivel observar taxas de
infeccdo de 9,9% e 8,1% frente aos testes CATT/T. evansi e RIFI, respectivamente.
Nenhum dos animais estudados apresentava sintomatologia clinica e os plasmas
foram coletados durante um trabalho para estudo de febre maculosa. Vale ressaltar
que o primeiro € um teste rapido e visa a deteccdo do antigeno ROTAT 1.2 e
anticorpos IgM e o segundo 1gG. No entanto, ambos 0s testes mostraram-se
eficientes para deteccdo de anticorpos e apresentaram resultados semelhantes.
Neste estudo, ndo foram realizados exames parasitologicos diretos que
possibilitassem a deteccdo de altas parasitemias e, conseqguentemente,
possibilitassem a avaliacdo destes hospedeiros como dispersores da parasitose. Os
resultados do exame sorologico demonstram, no entanto, que estes animais
estavam inseridos no ciclo de transmissdo do parasito nesta area, que é nao
endémica para a parasitose (Da Silva et al., 2016).

Anteriormente, o papel das capivaras na transmissdao de T. evansi no
Pantanal Mato-grossense ja havia sido descrito. Nesta regido, estes animais
apresentam-se como importantes reservatérios do parasito, jA que conseguem
albergar parasitemias patentes e duradouras e ndo apresentarem sinais clinicos da
infeccdo (Franke et al., 1994; Herrera et al., 2004, 2011). Além disso, ha o relato do
isolamento do parasito no bioma amazonico, no Peru, na regido da Amazobnia
Peruana, também em capivara (Mufioz e Chavez, 2001).

Sendo assim, a presenca de sorologia positiva nos caes (20,5%) e capivaras
(17,4%), bem como confirmagdo da presenca de sequencias de DNA de T.
(Trypanozoon) sp. em amostra de cdo e morcego, confirma a circulagdo do parasito
na regido de Rio Branco, estado do Acre. Sendo assim, a hip6tese de ocorréncia de
transmissao silenciosa entre as trés espécies de mamiferos selecionadas foi

confirmada. O presente estudo, portanto, € o primeiro que demonstra a circulacéo de
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T. evansi no estado do Acre e o primeiro, desde 1830, que confirma a presenca do

parasito na regido Amazonica Brasileira.
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5 CONCLUSOES

v' Hé circulacdo de T. evansi entre cdes, morcegos e capivaras na

regido de Rio Branco/RJ;

v' O ciclo parece ser mantido mesmo em baixas parasitemias, ja que
nao foram observados testes parasitologicos positivos em nenhum

dos animais testados;

v Através do diagnostico sorologico dos caes foi possivel concluir que

a prevaléncia de anticorpos anti-T.evansi foi de 20,5%;

v' A presenca de titulos sorolégicos positivos para T.cruzi e T.evansi na

area de estudo demonstra a presenca de ambos na area de estudo;

v A presenca de sequéncia similar entre as amostras de cdo e
morcego sugere que os mamiferos estejam expostos a mesma

populacédo do parasito;

v Foi possivel detectar a presenca de IgG anti-T.evansi em 17,4% das

capivaras analisadas em Rio Branco.
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ANEXO | QUESTIONARIO DOS CAES
Namero LBT:
Nome:

Nome do proprietério:

Dados epidemioldgicos:

O animal tem acesso arua? ( )Sim ( )Nao
O animal tem acesso a areas de mata? ( )Sim ( )Nao

O animal costuma cacar? ( )Sim ( )Nao Onde?

Tipo de residéncia : ( )Fixa ( )Veraneio Tempo de
moradia:

N° cdes na casa? ( )Fixo ( )Esporéadicos

Possui outro(s) animal (is)? ( ) Sim ( )N&o

Qual? Quantos?

A casa é proxima a: ( )Mata ( )Plantacdes ( )Bananal ( )Colecéo de 4gua
()Terreno baldio
( ) CriacOes de animais ( )Outras casas

Vé na propriedade: ( )entulho ( )carrapatos ( )moscas ( ) morcegos ( ) barbeiros (
) animais silvestres( ) Quais:

NUmero de moradores da casa?

Costuma viajar junto com o animal com frequéncia para algum lugar? ( )Sim ( )Nao
Qual?

Outros relatos dos proprietarios (outras informacées):
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ANEXO 2 CHAVE SIMPLIFICADA DE IDENTIFICACAO DAS
FAMILIAS E ESPECIES DE MORCEGOS

1. Presenca de folha nasal (=apéndice nasal) em forma de lanca ou apéndice em
forma semi-circular (=ferradura) ao redor da narina
..................................................................................... Familia Phyllostomidae

1°. Auséncia de folna nasal ...........ccooiiiiiiiiii 2

2. Presenca de discos adesivos na base do polex e do halux
.......................................................................................... Familia Thyropteridae

2’. AUSENCIa d€ dISCOS AUESIVOS .....uvurrnniiiiiiiiiieeeeeeee e et eeeee s 3

3. Cauda téo longa ou mais longa que a membrana interfemural (=uropatagio)

3’. Cauda mais curta que a membrana interfemural, podendo perfura-la

(0 (0T £S7=11 1 1T 01 = 6

4. Cauda livre, aproximadamente metade do comprimento da cauda se da além

da borda distal da membrana interfemural (zuropatagio) .............ccccceevvvvrvvrinnnnns
............................................................................................ Familia Molossidae

4’. Cauda toda ou quase toda contida ao longo da membrana interfemural .... 5

5. Pélex reduzido (=diminuto), contido na membrana do propatagio e sem

(0 =11 - USSP Familia Furipteridae

5’. Pblex bem desenvolvido, livre da membrana do propatagio em sua porcao distal
€ Provido de Qarra.........ceeeeeeeeeeeeieiieeeeeeaeeennnninns Familia Vespertilionidae

6. Labio superior com marcada fenda vertical, plagiopatagio ligado a perna
(ZHDIA)....cc e Familia Noctilionidae

6’. Labio superior sem fenda vertical, um par de almofadas no labio inferior formando
um V; plagiopatadgio ligado ao tornozelo, e cauda perfurando dorsalmente a

membrana interfemural (zuropatagio) ............ccceevvvrririiiiiiiiinnn.
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Chave simplificada de identificacdo das espécies de morcegos da Familia
Phyllostomidae coletados.

1. Apéndice ao redor da narina em forma semi-circular (=ferradura), incisivos
superiores mais amplos que 0s caninos, polegar bem desenvolvido.................. 2

1°. Folha nasal bem desenvolvida; cauda geralmente presente; se cauda ausente,
rostro visivelmente estreito e alongado; folha nasal lanceolada (=triangular ou forma
de langa), incisivos superiores menores que 0S caninos, polegar de tamanho
NOFMAL ..ttt 3

2. Incisivos 1/2; polegar com trés calosidades, pontadas das asas sem manchas
brancas........ccccocceeeeiiiinnnene Desmodus rotundus

3. Nenhuma fenda mediana profunda no labio inferior; labio inferior com fenda
vertical, ladeado por almofadas em forma de V ou U, essas fendas podem ou nao
ser margeadas por papilas; coroas dos molares formando um W; geralmente com
orelhas, folha nasal, membrana interfemural e calcAneo bem desenvolvidos; lingua
(= ToJr=1 (o] g o F= Lo b= W UUUPR 4

3’. Labio inferior tem um Unico par de papilas lisas divididas por uma profunda fenda
mediana; rostro geralmente alongado; orelhas curtas; estreitas e alongadas; lingua
alongada; molares e pré-molares reduzida; geralmente os pré-molares separados
uns dos outros partir de CaniNO.......cccevvveeieeeeeeeeiieeieeiians 9

4. Arco zigomatico incompleto; cauda relativamente curta ou ausente, labio inferior
ladeado por uma ou mais linhas de papilas menores ou papilas labias centrais

ladeadas por uma Unica papila, molares inferiores ndo se assemelham ao pré-molar

inferior ou assemelham-se pré-molares inferiores...............cc....... 5

4. Arco ZIigOMALICO COMPIELO.......eeveiiiiiiiiee e e e e 12
5. Antebraco, na maioria das vezes, menor que 40 MM.........cccceeeeieiiieeeeeeeeeennnn. 6
5’. Antebrago maior qUE 40 MM .........uuiiiiiiiiiie e e 7

6. Antebraco sem pelos, 34 a 38 mm; dorso castanho palido; primeiro molar inferior
com cuspide principal baixa; segundo pré-molar inferior maior do que o
L1 L= (o T USSRRRPPPR Carollia benkeithi

6’. Antebraco com pelos, de 35 a 40 mm; dorso castanho-escuro; pelos tricoloridos;
primeiro molar inferior com cuspide principal de alta; primeiro e segundo pré-molares
inferiores quase iguais em altura....... Carollia brevicauda

7. Pelagem relativamente curta; reducdo do primeiro pré-molar superior em relacao

ao canino; primeiro e segundo pré-molares inferiores séo iguais em altura; antebraco
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e dedos dos pés sem ou com poucos pelos; fileira de dentes da maxila maior que
7,4 mm; quando visto diretamente acima por mandibula, 1/2 ou mais dos incisivos
externos escondidos pelo cingulo dos caninos; mandibula tende a ser em forma de
V..Carollia perspicillata

8. Primeiro incisivo superior relativamente amplo e com 3 ou 4 I6bulos bem
definidas; nenhum espago entre o incisivo superior e canina, margem membrana
interfemural sem  pelos; primeiros incisivos  superiores com  cingulo
[ALEIAIS......cce e ———————————— Rhinophylla pumilio

8’. Antebraco menor que 32 mm; comprimento do condilobasal inferior a 16 mm,;
margem de uropatdgio com uma franja de pelos; primeiros incisivos superiores sem
cingulo laterais...........ccvvveeieeiiiiiiieeeennes Rhinophylla fischerae

9. Incisivos superiores internos e externos ndo muito diferentes em tamanho; lingua
com a ponta "pincel" que consiste em longas papilas filamentosas; nenhum sulco
profundo ao longo de cada lado da lingua; Trés molares superiores e inferiores de
(072 1o F= T F= T [ o TR 10

9’. Incisivos superiores internos em destaque com pontas largas, visivelmente
maiores do que o0s incisivos externos; lingua carece de ponta "pincel”; um sulco
longitudinal profundo presente ao longo de cada lado da lingua...................... 11

10. Trés molares superiores e inferiores de cada lado; trés pré-molares superiores;
uropatagio pouco desenvolvido; margem posterior de uropatagio geralmente bem
peludo; caninos superiores de tamanho
L0 =7 =T [0 S Anoura caudifer

10’. Dois pré-molares superiores; incisivos inferiores bem desenvolvidos em adultos;
I1 sobressai muito além da ponta do 12; incisivos inferiores aglomerados, geralmente
em contato uns com 0S outros e
(o= 1 ] [0 1 TSP PP PPPPPRPPPPPR Glossophaga soricina

11. Comprimento do cranio menor que 24,5 mm; comprimento da fileira de dentes da
maxila igual ou inferior a 7 mm (6,2-7 mm); maior comprimento do cranio (19,6-21,8
mm); antebraco 31-34 mm................. Lonchophylla thomasi

12. Labios com pequenas papilas ou com um par de almofadas dérmicos dispostos

em um V ou Y; molares superiores com cuspides externas distintas em forma de

L U PPPPRPURPPPRP 13
12’. Molares superiores sem cuspides externas distintas em forma de W........ 26
13. Um par de iNCISIVOS INTEIIOIES. .......cii ittt 14



13’°. Dois pares de iNCISIVOS INFEMOIES...........oovvveveeiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e 19

14. Cauda bem desenvolvida; antebraco inferior a 70 mm; comprimento do cranio
menor que 35 mm; dois pré-molares inferiores; margem da folha nasal crenulada e
franjas com pelos retos; listra dorsal presente mediana palida ou ausente;
membrana da asa anexada ao lado do pé; antebraco 45-51 mm; maior comprimento
do cranio (21-23mm); pelos dorsais variando de acinzentada a marrom enegrecida,;
listra dorsal ao longo da linha média; sem ranhura vertical entre protoconide e
hipoconide no cingulo lingual de M1 e
V2. et Mimon crenulatum

14’. Cauda bem desenvolvida; antebraco inferior a 70 mm; comprimento do cranio

menor que 35 mm; trés pré-molares inferiores........ccoccvveeeeeeeeeeeeeeeins 15
15. Constricao pos-orbital inferior a5 mm............ccoovviiiiiicicicc e, 16
15’. Constricdo pos-orbital maior qUE 5 MM......cccoeeiiiiiiiiiii 18

16. Antebragco maior que 49 mm; comprimento do cranio maior que 26 mm...18

16’. Antebragco menor que 49 mm; comprimento do cranio menor que 26

17. Antebraco mais curto do que 40 mm; maior comprimento do cranio inferior a 21
1010 P PP P PP PP Lophostoma braziliense

18. Manchas brancas pos-auricular presentes ou ausentes; pelagem ventral mais
palida, muitas vezes fortemente fosco branco; superficie anterior do segundo pré-
molar superior sobreposto por primeiro pré-molar
SUPETION .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae s Lophostoma silvicolum

18’. Constricdo poés-orbital geralmente 5,0-5,5 mm; diferenca distinta entre cingulo
de caninos inferiores quando visto de cima; listra no topo da cabeca entre as
OrelNaS......ccco e Tonatia saurophila

19. Cauda contida na membrana interfemoral, ndo se estendendo a margem
posterior; dois pré-molares iNferiores. ..o 20

19’. Cauda contida na membrana interfemoral, ndo se estendendo a margem
posterior; trés pré-molares iNfErioresS........ccoovvivieeiiiiiiiiee e 23

20. Calcéneo igual ou maior do que o comprimento do pé; comprimento da orelha
mais de 25 mm; crista sagital bem desenvolvido...........c.c.ccccieinnnnn. 21

20’. Calcaneo mais curto do que o comprimento do pé; comprimento da orelha
inferior a 25 mm; crista sagital ausente ou pouco

dESENVOIVIAA. ....oiiiiiiiiiieiie e Phyllostomus discolor



21. Antebraco menor que 75 mm; membrana da asa anexada aos tornozelos; maior
comprimento do cranio inferior & 35 MM...........ccccciiiiiiie e 22

21’. Antebrago maior que 75 mm; membrana da asa anexada ao lado do pé; maior
comprimento do cranio maior que 35
10 2 T Phyllostomus hastatus

22. Antebraco maior que 61 mm; tibia mais do que 23 mm; maior comprimento do
Cranio Maior que 29 MM.......cceeiireeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeineens Phyllostomus elongatus

23. Antebraco maior que 100 mm; cauda ausente; rostro mais longo que caixa
(o= 1 |- L - DRSSP Vampyrum spectrum

23’. Antebrago menor que 75 mm; cauda presente; rostro menor que caixa
(o3 -V 1= 1 o = WP PP 24

24. Varias papilas ao redor da boca; margem da folha nasal levemente serrilhada;
antebraco entre 55-65 mMM.............ceeeeeeeiennnn. Trachops cirrhosus

24’. Sem papilas ao redor da boca; margem da folha nasal ndo serrilhada......25

25. Antebragco 33-58 mm; maior comprimento do cranio 17-28 mm; primeiros
incisivos superiores semelhantes aos caninos em comprimento; primeiro pré-molar
superior (P3) com cuspides acessorias sobre as margens lingual e posterior; ventre
de cor escura semelhante ao dorso; antebrago com comprimento superior a 41 mm;

maior comprimento do cranio superior a 21 mm; incisivos inferiores estreitos com e

coroas AIEAS. ..o —————— Micronycteris
hirsuta

26. MOIAK 2/2... oot e e e e e e 27

26’. MOIAr 2/3 OU 3/3...eeeeeee ettt e e 33

27. Arcada dentaria superior ndo semicircular, rostro maior que a % da caixa
craniana; rostro nao inflado ou em forma cuboide; sem nasais, a margem posterior
de narinas externas marcadas em forma de lira; tamanho moderada a grande,
antebragco maior que 43 mm, comprimento do cranio maior que 23 mm; incisivos
superiores internos delgados e paralelos uns aos outros (ndo convergentes nas
pontas); listras dorsais e faciais relativamente discretos ou
AUSEINTES. ettt et Chiroderma villosum

27’. Nasais presentes, a margem posterior de narinas externas sem marginalizacéo
€M fOrma de lira. ... 28

28. Margem posterior das narinas externas mais ou menos em linha reta; segundo

molar superior muito menor do que o primeiro e em informa diferentes; processo
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paroccipital pequeno ou moderadamente desenvolvido; pelos dorsais bicolores;
primeiro incisivo superior marcadamente bifido, duas vezes menor que o tamanho
da segunda iNCISIVO.......ccceeeeeeieiiiiiiieeeeeeeiiiiiiiiiees 29

28’. Primeiro incisivo superior ndo bifido ou apenas fracamente, duas vezes maior
gue o tamanho da segunda incisivo; segundo molar superior visivelmente maior do

que em primeiro lugar; pré-molares superiores separados uns dos outros partir de

dentes adjacentes através de lacunas
EVIAENTES. ...t Mesophylla macconnelli

29. Antebrago Menor QUE 46 MIM.......uuuieiiiiieieiee e e e e e e ee e aeeaaaes 30

29’. Antebrago mMaior QUE 46 MIM........ooiiiiiiiiiiie e 31

30. Molares 212, membrana Interfemoral praticamente sem
PEIOS. ... ——————— Dermanura cinerea

307, MOIAIES 2/2....eeeeeeeeeee e Dermanura sp

31. Molares 3/3; listras faciais geralmente evidentes; ferradura da folha nasal com
borda inferior, geralmente livre do labio superior; ponta das asas palida; antebraco
maior que 61 mm; comprimento do cranio maior que 29,5
101 0 0 USRS Artibeus planirostris

31’. Molares 3/3; pelos longos, enegrecidos; listras faciais fracas ou ausentes;

mascara negra ao redor dos 0lnosS...........ccccevvvveviveiiiiiiieennn. Artibeus obscurus
32. Molares 213; listras faciais proeminentes e bem
efiNIAAS. ...t Artibeus lituratus
GG T |V o] = 2 TR RSPPPIN 34
K S |V o =T e 7 T 34’

34. Primeiro incisivo superior ndo bifido ou levemente bifido e duas vezes maior em
tamanho que segundo incisivo; segundo molar superior de tamanho igual a, ou
menor do que o primeiro; incisivos 2/1; primeiro incisivo mais de alto que primeiro
pré-molar; comprimento do cranio inferior a 24 mm; primeiro pré-molar inferior
CaNINIfOIMES......ccoo e, Vampyressa sp

34’. Arcada dentaria superior ndo expandida lateralmente, em forma de U, vista
(oo o 11 15> 1P UUORRR 35

35. Membrana interfemural ausente; molares superiores distintamente sulcados
[ONGIUAINAIMENTE. ... e e eeans 36

35’. Membrana interfemural presente mesmo que as vezes reduzida; molares

superiores sem sulco longitudinal..............ooooiiiiiiiiiii 37



36. Quatro incisivos inferiores, dois de cada lado, e ndo reduzida para espiculas;
Molares e pré-molares geralmente em contato com os dentes adjacentes; cuspides
linguais do M1 e M2 bem definidas e separadas por um entalhe profundo;
paraconide ndo esta presente em M1 e M2; antebraco inferior a 55 mm; antebraco
entre 43-51 mm; pontas dos incisivos superiores interiores amplos e fracamente
bilobado com 0s |6bulos de igual
tamanno...........oiii e OTUT DT A T D @€

36’. Antebragco 45,5 mm ou menos; maior comprimento do cranio 20.0- 24,5 mm;
pontas dos incisivos superiores interiores estreitas; linhas dentes superiores
arqueadas para fora; incisivos superiores internos levemente
(0] 1] (o TS PPRPRPTP Sturnira lilium

37. Primeiro incisivo superior duas vezes o tamanho do segundo e diferente em
forma; espacos evidentes presentes entre 0S incisivos superiores; coroas de
primeira incisivos superiores paralelo, profundamente bifida; incisivos inferiores em
contato uns com 0S outros; cor escura, listras faciais proeminentes, margem orelha
amarelada, membrana interfemoral quase
01T T PO PP Uroderma bilobatum

37’. Coroas de primeiros incisivos superiores convergem nhas suas extremidades,
ndo profundamente bifida; incisivos inferiores separadas por espacos
(01153 1] (0 1 PRSP 38

38. Antebraco maior que 54 mm; comprimento do condilobasal maior que 26 mm;
dorsal com pelagem marrom claro a marrom escuro, ndo enegrecido; listras dorsais
e faciais; PM4 com uma curta cuspide
POSTEIION....eeiiieeeee ettt e e e e eeeees Platyrrhinus infuscus

38’. Pelage castanho claro ao castanho-escuro; listras faciais sempre brancas e
geralmente bem visiveis; antebraco 32-42 mm; crista anterolingual no ualtimo pré-
molar inferior (p2) com uma cuspide acessoria bem

dESENVOIVIAA. ...cciiiiiiiiieiei e Platyrrhinus incarum.

Chave simplificada de identificagdo das espécies de morcegos da Familia
Vespertilionidae coletados.

1. Orelhas normais, comprimento menor que 20 mm, nao alcancando a ponta do
focinho quando dobradas para frente ...........ccccvevviiiiiiiiiee 2

2. Superficie dorsal da membrana interfemural densamente pilosa................... 3
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2’.Superficie dorsal da membrana interfemural nua ou pouco pilosa; se pilosa,

com pelos esparsos e apenas na Por¢ao ProxXimal..........ccccceeviiiiiiiiiiiiinieieeeen. 4

3. Coloracdo geral avermelhada; orelha arredondada ou romboidal, antebraco
menor que 45 mm (36,75 - 40,45 mm); superficie dorsal da membrana

interfemural densamente pilosa em toda sua extensdo; pré-molares 2/2 (primeiro

pré-molar superior bastante
(=70 (814 [o [0 ) TSRS Lasiurus blossevillii
4. INCISIVOS 2/3.. .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e s bbb bbeeees 5

5. Face dorsal da membrana interfemural pouco pilosa em sua porgcao
proximal; pré-molares 3/3; focinho n&o inflado; coloragdo geral castanha a
castanha-enegrecida; membrana interfemural sem franja, sem despigmentacéo ou
borda pregueada; crista sagital presente; segundo pré-molar superior deslocado
internamente a série de dentes (deslocado para a face lingual) (Figura 46), se nao
completamente deslocado esse dente € reduzido e comprimido lateralmente
entre o] primeiro e o] terceiro pre-

[ pT0] F= TSP Myotis riparius.

Chave simplificada de identificacdo das espécies de morcegos da Familia
Emballonuridae coletados.

1. Fenda Basefenoidal dividida por septo mediano; dorso com duas linhas
esbranquicadas ou castanho mais ou menos distintas longitudinais, asa ligada ao
tarso ou no tornozelo, pelagem dorsal castanha uniforme; linhas dorsais
longitudinais geralmente distintos; comprimento do antebraco 37,4 - 42,3 (machos
37,4 - 40, fémeas 39.1 - 42.3); comprimento da fileira de dentes do maxilar superior
5 (5,1-5,5); maior largura de molares transversais (M3-M3) geralmente mais de 6

(5,9-6,3).cciiiiii e Saccopteryx leptura.
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