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DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Diana Azeredo Rangel

Tripanosomatideos (familia Trypanosomatidae) sdo organismos unicelulares
distribuidos mundialmente infectando invertebrados e vertebrados e incluem
parasitos dos géneros Trypanosoma e Leishmania, de grande importancia em
salude publica. Os morcegos estdo entre 0s hospedeiros mais antigos destes
parasitos e constituem o Unico grupo de mamiferos com capacidade de voo. A
grande capacidade de mobilidade, a longevidade, o habito alimentar bastante
eclético na maioria das espécies e a adaptacao aos diversos ambientes, inclu-
sive 0s sinantropicos, fazem destes animais potenciais reservatorios (e disper-
sores) de espécies de tripanosomatideos. O presente trabalho teve como obje-
tivo avaliar as taxas de infec¢do por tripanosomatideos em morcegos proveni-
entes de areas com diferentes niveis de preservacdo na Mata Atlantica do Rio
de Janeiro. Morcegos foram capturados, utilizando redes de neblina, na Reser-
va Ecoldgica de Guapiacu (REGUA), uma area com alto nivel de preservacgao,
e na Estacdo Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA), que possui elevado
grau de interferéncia antrépica. Nos 181 morcegos capturados, foram realiza-
dos: (i) exame direto em sangue; (ii) cultura de sangue e fragmentos de pele,
baco e figado; e (iii) diagnéstico molecular frente a infeccao por Leishmania sp.
utilizando como alvo um fragmento de kDNA destes parasitos.

Nossos resultados mostraram que a REGUA e a EFMA possuem riqueza de
espécies de morcegos similar (15 e 14 espécies, respectivamente). As espé-
cies mais comuns em ambas as areas foram Carollia perspicillata (n=54 e 29),
e Artibeus lituratus (n=18 e 16), além de Sturnira lilium, também abundante na
REGUA (n=18). Dos 181 morcegos analisados, 24 (13%) foram positivos no
hemocultivo (um deles também no exame a fresco), mas nenhuma cultura de
outros tecidos foi positiva. O sequenciamento e analise filogenética utilizando o
alvo 18S SSU revelou infecgdo por T. dionisii em 13 individuos (54%), sendo
dois destes com infecgdo mista por T. cruzi. Outros 3 morcegos apresentaram
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infeccdo simples por T. cruzi e 4 apresentaram sequéncias similares a outras
de tripanosomas de morcegos neotropicais ainda néo identificados. Pela pri-
meira vez detectamos a presenca de Crithidia mellificae, um parasito monoxe-
no, infectando um mamifero, o morcego nectarivoro Anoura caudifer. A taxa de
infeccdo por Leishmania em ambas as areas foi similar (20% e 15%), sendo a
infeccdo diagnosticada predominantemente em pele (14,4%). A fauna de qui-
ropteros e a diversidade dos tripanosomatideos a eles associados nao diferi-
ram significativamente entre as areas, reforcando a grande capacidade que
esses animais tém de adaptar-se aos ambientes com diferentes niveis de an-
tropizagao.

Palavras - chave: Morcegos; Mata Atlantica; Antropizacao; Crithidia melli-
ficae; Trypanosoma; Leishmania.
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ABSTRACT
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Diana Azeredo Rangel

Trypanosomatids (Trypansomatidae family) are unicelular organisms that are
widely distributed worldwide and infect both vertebrate and invertebrate hosts.
Within this family, it is included the causative parasites of Chagas Disease and
Leishmaniasis. Bats are considered the oldest hosts of these parasites and are
the only mammals with flight capacity. Some of their characteristics, like mobili-
ty, longevity, variety of food habits and adaptation to different environments,
including peridomestic ones, make them important reservoirs (and dispersers)
of trypanosomatids species. Here we focused on assessing the infection by
trypanosomatids in bats from two different areas of Rio de Janeiro State:
Reserva Ecoldgica de Guapiacu (REGUA), a highly preserved area, and
Estacdo Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA), an area with high human
interference. The following analyses were carried out on 181 bats: i) fresh blood
examination, ii) hemoculture and culture of skin, spleen and liver fragments; and
iii) molecular diagnosis for infection by Leishmania spp. using the kDNA frag-
ments. Our results showed that REGUA and EFMA have similar richness of bat
species (15 and 14 species, respectively). The most frequent bat species in
both areas were Carollia pespicillata (n=54 and n= 29), and Artibeus lituratus
(n= 18 and 16) and the species Stunira lilium was also abundant in REGUA
(n=18). Of the 181 analyzed bats, 24 (13%) had positive hemoculture (including
one bat which also had positive fresh blood test), but no culture of tissue frag-
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ments was positive. The sequencing and phylogenetic analysis using the 18S
SSU gene as target showed infection by T. dionisii in 13 bats (54%), two of
them with mixed infection by T. cruzi. Three other bats had single infection by T.
cruzi and 4 had sequences which were similar to sequences of neo-tropical
bats’ trypanosomes that have yet to be identified. For the first time we detected
infection by Crithidia mellificae, a monoxenic parasite, in a mammal. This para-
site was isolated from a nectarivorous bat, Anoura caudifer. The infection by
Leishmania was similar for both studied areas (20% and 15%). The skin was
the most infected tissue (14,4%). The fauna of chiropterans and their parasite
diversity were not significantly different between REGUA and EFMA. This can
reinforce the great capacity of bats to adapt to different levels of preservation.

Keywords: Bats; Atlantic Forest; Anthropization; Crithidia mellificae;
Trypanosoma; Leishmania.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tripanosomatideos

Os Tripanosomatideos compreendem organismos eucariotos flagelados
unicelulares do filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea, Ordem Trypanosomati-
da, familia Trypanosomatidae. Os Kinetoplastideos possuem uma estrutura
denominada cinetoplasto, que consiste no DNA circular mitoncondrial (KDNA).
Esses organismos possuem apenas uma mitocondria, e essa organela se es-
tende por todo o corpo do parasito (Vickerman e Preston, 1976). A posicao
dessa estrutura em relacdo ao nucleo varia nos diferentes estagios evolutivos e
€, portanto, uma das caracteristicas observadas no momento do diagnostico
morfolégico. Até o momento esses flagelados podem apresentar, de acordo
com a espécie do parasito, estagio e condicbes do ambiente, as seguintes for-
mas evolutivas: amastigota, epimastigota, tripomastigota, promastigota, coa-
nomastigota, endomastigota, paramastigota, opistomastigota, e esferomastigo-
ta (Wallace, 1966; Wallace et al., 1983; D’avila-Levy et al., 2015).

Os membros da familia Trypanosomatidae sao parasitas obrigatérios
que infectam plantas, varias espécies de invertebrados e todas as ordens de
vertebrados (Stevens, 2008). Podem apresentar um ciclo de vida monoxeno,
guando completam seu ciclo em apenas um hospedeiro (invertebrado); ou he-
teroxeno, quando necessitam de duas espécies para completar seu ciclo de
vida, um hospedeiro invertebrado (geralmente inseto) e outro que pode ser um
hospedeiro vertebrado ou uma planta. Os géneros tidos como associados so-
mente a insetos, apesar de alguns deles ja terem sido encontrados em outros
organismos, sao: Herpetomonas, Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Walla-
cemonas, Sergeia, Strigomonas, Angomonas, Rhynchoidomonas, Blechomo-
nas, Paratrypanosoma, Kentomonas, Lotmaria, Lafontella, Jaeinimonas e
Novymonas (Wallace, 1966; Vickerman e Preston, 1976; Wallace et al., 1983;
Camargo, 1999; Merzlyak et al., 2001; Svobodova et al., 2007; Votypka et al.,
2014, 2013; Borghesan et al., 2013; Flegontov et al., 2013; Kostygov et al.,
2014, 2016; Schwarz et al., 2015; Yurchenko et al., 2016). As espécies de tri-
panosomatideos heteroxenos sédo: Endotrypanum, Leishmania, Trypanosoma e

Phytomonas. Este ultimo alberga espécies de parasitos que infectam plantas
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através de hemipteros fitéfagos, sendo um grande problema econémico para
na agricultura (Camargo, 1999).

De acordo com os estudos mais aceitos atualmente, os tripanosomati-
deos monoxénicos teriam sido originados de um protozoario de vida livre, que
entdo teria sido ingerido por um inseto, se estabelecendo no intestino deste. Os
parasitas heteroxénicos que conhecemos hoje teriam surgido ap0s o processo
evolutivo de hematofagia por insetos hematofagos, fazendo entdo com que os
grupos de vertebrados se tornassem infectados por esses protozoarios
(Hamilton, Gibson e Stevens, 2007; Deschamps et al., 2011; Flegontov et al.,
2013). Os géneros Trypanosoma e Leishmania compreendem os parasitas he-
teroxenos que infectam varias espécies de mamiferos e sdo responséaveis por
parasitoses de grande importancia médica e veterinaria tanto no Velho como

no Novo Mundo.

1.2 Género Trypanosoma sp.

O género Trypanosoma reune tripanosomatideos flagelados, sempre pa-
rasitos, que sao transmitidos as diversas classes de vertebrados (aves, anfi-
bios, mamiferos, répteis, peixes) através de insetos hematdfagos, tais como
espécies hemipteras [como as da sub-familia Triatominae (barbeiros) e familia
Cimicidae (percevejos de cama], moscas, mosquitos (Diptera), pulgas (Sipho-
naptera), além de sanguessugas (classe Clitellata) e carrapatos (Parasitofor-
me) (Hamilton, Gibson e Stevens, 2007).

De acordo com o desenvolvimento no hospedeiro invertebrado e, conse-
guentemente a sua forma de transmisséo, os tripanossomas séo classificados
em duas grandes secdes: Salivaria e Stercoraria (Hoare, 1972). A primeira se-
cao reune tripanossomas de origem africana, além de Trypanosoma rangeli,
que séao transmitidos pela saliva. As espécies de origem Africana, tais como
Trypanosoma brucei (subgénero Trypanozoon) e T. congolense (sugénero
Nannomonas) tém como vetor biolégico espécies de moscas hematofagas do
género Glossina. O vertebrado se torna infectado quando, ao se alimentar, o
parasito na forma de tripomastigota é inoculado juntamente com a saliva do
inseto vetor. A espécie T. brucei, e suas subespécies T. brucei gambiense e T.

brucei rhodesiense estdo envolvidas como agentes da tripanosomiase africana
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ou doenca do sono. Esses parasitos se mantém nos hospedeiros vertebrados
através da troca periddica de proteinas de superficie (VSG), evadindo com su-
cesso do sistema imune do hospedeiro. As espécies T. vivax e T. congolense
(Subgénero Duttononela e Nannomonas, respetivamente), além do T. brucei
brucei estdo envolvidas na doenca do gado chamada nagana ou tripanosomia-
se bovina, sendo que a espécie T. vivax pode ser transmitida de forma bioldgi-
ca ou mecanica (Morrison et al., 2009). Trypanosoma evansi e T. equiperdum
sao transmitidas mecanicamente, sendo que a primeira por espécies da familia
Tabanidae, causando a Surra ou Mal de cadeiras, e segunda através do coito e
apenas entre equinos (Desquesnes et al., 2013; Camargo et al., 2015).

A secdo Stercoraria reune os sub-géneros: (i) Herpetosoma, que tem
como espécie-tipo T. lewisi, e infecta principalmente roedores, embora recen-
temente tenha sido descrito também infectando primatas (Maia da Silva et al.,
2010); (i) Megatrypanum, que incluem espécies que infectam todas as classes
de vertebrados e inclui o T. theileri que € um parasito associado a ruminantes;
e (iii) Schizotrypanum, onde encontramos T. cruzi, espécie multi hospedeira
que infecta diversas ordens de mamiferos, além de varias outras espécies des-
te subgénero atualmente associadas primariamente aos morcegos (Vickerman,
1976). Antigamente, tripanosomas eram classificados sempre pela regido de
origem, hospedeiros, morfologia, sintomatologia (quando aplicavel) e ciclo de
vida, quando conhecido (Hoare, 1972). As primeiras caracterizacbes eram re-
sultados de estudos baseados em testes sorolégicos e infeccdo experimental.
Alguns anos depois, na década de 70, foram surgindo os primeiros ensaios
bioquimicos, que identificavam proteinas imunogénicas solluveis e de superficie
(Bagster e Parr, 1973). Tais estudos eram mais frequentes em espécies de tri-
panosomas patogénicos, como 0s agentes da doenca do sono, T. brucei, e da
doenca de Chagas, T. cruzi.

O cenario comecga a mudar no final da década de 80 com a inovacgéo
das técnicas moleculares e as rea¢fes em Cadeia da Polimerase — PCR (Mullis
et al.,, 1986), as quais possibilitam a amplificacdo de milhares de coOpias do
fragmento de DNA estudado usando uma Taq polimerase estavel, o que possi-
bilitou um grande avanco na identificagdo taxonémica de parasitos. Nessa dé-
cada a grande maioria das descricdes de tripanosomas provenientes de mor-

cegos limitavam-se apenas a denominagdo como T. cruzi- like (Marinkelle,
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1982), dada a semelhanca observada entre todas as espécies do subgénero
Schizotrypanum. Apenas na ultima década os estudos de genes alvos e 0 uso
da técnica de sequenciamento para identificagdo taxondmica se tornaram mais
acessiveis. Os primeiros trabalhos de identificacdo de Trypanosoma de morce-
gos baseados em sequenciamento de produtos amplificados datam de 1999
(Stevens et al., 1999). Esses avancos nos ajudam nas inferéncias sobre identi-
ficacdo de novas espécies e (re)classificacao filogenética. Como consequéncia,
também promovem a descoberta da grande diversidade de tripanossomas de
morcegos fazendo com que constantemente tenhmamos que remontar o gran-
de quebra-cabeca que envolve origem, ciclo de transmissdo, reservatoérios,
evolucdo desse grupo de parasitos (Hamilton et al., 2008; Hamilton e Jamie R.
Stevens, 2010).

Atualmente, os resultados obtidos com as técnicas de sequenciamento
sdo essenciais para o estudo da diversidade de tripanosomatideos, integrando-
se a taxonomia classica (morfolégica e bioldgica). No caso da identificacdo de
espécies do género Trypanosoma, dois genes estdo entre os mais utilizados
em analises filogenéticas: o gene codificador da subunidade menor do ribos-
somo, SSU rRNA, e o gene codificador da enzima Gliceraldeido 3- Fosfato de-
sidrogenase, gGAPDH (Hamilton et al., 2004; Stevens, 2008).

O gene ribossémico nos tripanosomatideos possui 3 moléculas de RNAs
maduras: 18S (SSU ou subunidade menor), 5.8S e 24S (LSU ou subunidade
maior) (Dietrich et al., 1993). A subunidade maior € dividida em dois fragmentos
de RNAs de alto peso molecular: 24a e 243 e, mais quatro fragmentos meno-
res: S1, S2, S4, S6. J4 a subunidade menor (18S) é constituida de oito regides
conservadas (U1-U8) e por nove regifes variaveis (V1-V9) (Hernandez et al.,
1990). A grande utilizacdo deste gene esta atribuida a maior disponibilidade de
sequéncias depositadas em bancos de dados e por também apresentar regides
variaveis e ndo variaveis que possibilitam a diferenciacdo entre espécies distin-
tas.

O gene GAPDH codifica para uma proteina com fungédo enzimatica que
atua no processo de obtencdo de energia através da degradacéo da glicose.
Nos tripanosomatideos existem dois genes: o gGAPDH, que codifica a enzima

presente no glicossomo e 0 gene cGAPDH que codifica uma enzima encontra-



da no citosol (Michels et al., 1986; Kendall et al., 1990). E um gene bastante
conservado nos tripanosomatideos, apresentando baixa taxa de evolugéo.

O género Trypanosoma é monofilético e possui um agrupamento em trés
clados principais: (i) o clado T. cruzi, que inclui as espécies T. cruzi, T. rangeli,
T. conorhini, T. dionisii (Europa e América do Sul) e tripanosomas até entao
encontrados apenas em morcegos, como T. c. marinkellei (América do Sul) T.
vespertilionis (Europa e América do Sul), T. livingstonei (Lima et al., 2013), T.
erneyi (Lima et al.,, 2012), e T. wauwau (América do Sul) (Lima, Espinosa-
Alvarez, Pinto, et al., 2015). T. noyesi (Botero et al., 2016) foi recentemente
introduzido no clado embora seja oriundo de um marsupial; (ii) Clado T. brucei,
que inclui os tripanosomas de mamiferos, advindos da Africa, e (iii) Clado a-
quatico, que inclui os parasitos descritos em peixes e anuros. Outros 4 clados
ja foram propostos, os quais se ajustam de acordo com as abordagens filoge-
néticas aplicadas: (iv) Clado de tripanosomas de répteis; (v) Clado T. theileri;
(vi) Clado de tripanosomas de aves; e (vii) Clado T. lewisi, que corresponde a
espécies do subgénero Herpetosoma (Stevens, Dover e Gibson, 1999;
Hamilton et al., 2009; Hamilton e Jamie R. Stevens, 2010; Rodrigues et al.,
2010; Fermino et al., 2013; Yurchenko et al., 2016)

1.3 Oclado T. cruzi

O clado T. cruzi alberga, além da espécie T. cruzi que infecta os morce-
gos e outros mamiferos desde sul dos Estados Unidos até sul da América do
Sul, tripanosomas presentes em outras espécies de mamiferos, e também es-
pécies de tripanosomas que foram descritos somente em morcegos. Sao des-
critas, até o momento, 18 espécies para este clado, sendo as mais conhecidas:
(i) T. cruzi marinkellei, subespécie de T. cruzi, e encontrado na América Central
e na América do Sul; (ii) T. dionisii, espécie tida como restrita a morcegos, mas
que foi recentemente encontrado em tecido cardiaco humano (Dario et al.,
2016), e é encontrada no Velho e Novo Mundo, apresentando cepas muito re-
lacionadas entre si, sugerindo um movimento de hospedeiros entre os locais de
infeccdo de aproximadamente 3,2 a 5,0 milhdes de anos (Hamilton et al.,
2012); (iii) T. erneyi, descrito em morcegos africanos; e (iv) T. vespertillionis,

descrito em morcegos da Europa e América do Sul. Estudos filogenéticos mais
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recentes que incluiram espécies de Schizotrypanum presentes em morcegos
levaram a proposta da hipbtese Bat-seeding (Hamilton, Teixeira e Stevens,
2012), na qual as espécies de tripanosomas desse clado, incluindo T. cruzi,
provavelmente descendem de um tripanosoma ancestral comum parasito de
morcegos.

Além disso, novos estudos sugerem que o clado T. cruzi pode ser dividi-
do em trés subclados: (i) um contendo os isolados de T. rangeli; (ii) outro que
inclui o T. conorhini, parasito de Rattus rattus, e outros tripanossomas proveni-
entes de morcegos africanos, morcegos europeus e macacos africanos; e (iii)
um terceiro que agrupa as espécies T. cruzi, T. cruzi marinkelei, T dionisii e T.
erneyi, entre varias outras do subgénero Schizotrypanum (Hamilton, Teixeira e
Stevens, 2012; Lima et al., 2012, 2013; Lima, Espinosa-AIvarez, Pinto, et al.,
2015).

T. c. marinkelei € uma subespécie de T. cruzi e, portanto, mais préximo
evolutivamente que as demais espécies. Tem como vetores triatomineos do
género Cavernicola, intimamente associado a ambientes como cavernas e te-
Ihados de folha de palmeiras, os quais séo locais preferidos dos morcegos.

T. dionisii, espécie também muito proxima filogeneticamente da anterior
(Hamilton 2007) possui 0s mesmos estagios evolutivos descritos para T. cruzi,
bem como a capacidade de invadir células ndo fagociticas de mamiferos e for-
mar ninhos de formas amastigotas e pseudocistos (Oliveira et al., 2009). Este
parasito também alterna seu ciclo de vida nas formas epimastigota e formas
tripomastigota metaciclica no hospedeiro invertebrado e formas tripomastigota
sanguineas e formas amastigotas no mamifero, compartilhando com T. cruzi
alguns epitopos (Oliveira et al., 2013). Estas espécies, no entanto, diferem no
perfil de moléculas de superficie, pois ativam vias de sinalizacdo intracelular
distintas, e T. dionisii ndo usa o0 aminoacido Prolina para a producédo de ATP,
por exemplo (Maeda et al., 2012). No que diz respeito ao vetor, ele € descrito
associado as espécies da familia Cimicidae (percevejos de cama). Embora a-
inda seja associado somente a infeccdo em morcegos, Dario e colaboradores
(2016) recentemente mostraram a presenca de T. dionisii em tecido cardiaco
humano.

Recentemente, Lima e colaboradores em 2012 e 2013 descreveram

Trypanosoma erneyi e Trypanosoma livingstonei em morcegos africanos. Em
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2015, Lima e colaboradores descreveram Trypanosoma wauwau, encontrado
em morcego neotropical e evolutivamente posicionado na base do clado, muito
préximo dos tripanossomas australianos. Em 2016, Trypanosoma noyesi e Try-
panosoma teixeirae, este Ultimo descrito em raposas voadoras Pteropus scapu-
latus, também foram incluidos no clado T. cruzi (Barbosa et al., 2016; Botero et
al., 2016)

1.4 T. cruzi e suas distintas DTUs e TcBat

T. cruzi tem capacidade de infectar todas as ordens de mamiferos nas
Ameéricas e distribui-se do sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e Chi-
le. No homem, é o agente etioldégico da doenca de Chagas, doenca parasitaria
gue ainda permanece na lista das doencas negligenciadas do mundo e afeta
milhdes de pessoas nos paises endémicos (WHO, 2016).

Seu ciclo se inicia quando tripomastigotas circulantes (que estdo no
sangue) sao ingeridos pelo vetor (invertebrado) num repasto sanguineo reali-
zado em um hospedeiro vertebrado infectado. ApGs o contato com intestino do
inseto, ele se diferencia em formas epimastigotas, ocorrendo em seguida a
multiplicacdo do parasita no intestino médio. No intestino posterior ocorre a di-
ferenciacdo da forma epimastigota para tripomastigota metaciclico que é a for-
ma infectante, néo replicativa (Telleria e Tibayrenc, 2017). Ao realizar um novo
repasto no hospedeiro vertebrado, as formas infectantes sdo eliminadas pelas
fezes contaminadas do vetor, e podem entrar na corrente sanguinea do hospe-
deiro através do local da picada ou alguma outra lesdo na pele (transmissao
contaminativa). A transmissdo do T. cruzi também pode ocorrer por via oral,
gue se da pela ingestdo do parasito, seja em algum alimento, ou hospedeiro
(inseto ou mamifero) infectado. Outras formas de transmisséo incluem a con-
génita; por transfusdo sanguinea e transplante de 6rgdos. Estas ultimas trés
vias tem maior ocorréncia em paises ndo-endémicos, como 0s paises da Euro-
pa, onde ha grande numero de imigrantes (Coura, 2015).

T. cruzi tem como vetor biologico os insetos pertencentes a ordem He-
miptera, principalmente os da subfamilia Triatominae. Apesar de a via contami-
nativa ser considerada como a “via classica” da infeccdo em humanos, esta

provavelmente ndo é a via de infecgcdo mais importante no ambiente silvestre.
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A via congénita, apesar de ja descrita em morcegos Molossus molossus (Afiez,
Crisante e Soriano, 2009), também ndo é comumente reportada em animais
silvestres (Jansen, Xavier e Roque, 2017).

Ao contrario das demais vias, a transmissao pela via oral parece ser a
mais eficiente para o sucesso da dispersao do parasito no ambiente silvestre,
além de ser, provavelmente, também a mais antiga (Roque et al., 2008). Assim,
a chance de exposicao ao parasito pela via oral depende do tipo de alimenta-
cado do mamifero (o quanto ele inclui insetos ou outros mamiferos em sua dieta,
por exemplo) e as relagdes tréficas que ele possui. Desde 2006, quando o Bra-
sil foi considerado livre da transmissédo intradomiciliar por Triatoma infestans,
varios surtos da Doenca de Chagas foram detectados em diferentes regides, a
grande maioria deles relacionada a infeccao pela via oral. Esta pode acontecer
pelo contato com fezes do barbeiro infectado, por alimentos (frutas, geralmen-
te) infectados pelas fezes, ou por ingestdo de carnes cruas (Dias et al., 2008;
Roque et al., 2008; Nbébrega et al., 2009; Souza-Lima et al., 2013).

T. cruzi apresenta uma extrema variabilidade genética, a qual pode ser
agrupada em subpopulacées ou, como vem sendo conhecido mais recente-
mente, em Unidades Discretas de Tipagem, do inglés Discrete Typing Units, ou
DTUs. Assim, em 2009 foi proposto um consenso sobre a nomenclatura do T.
cruzi baseado nas diferentes DTUs. Atualmente sé&o reconhecidas 6 DTUs (Tcl,
Tcll, Tclll, TclV, TcV, e TcVl), além do TcBat, que € uma DTU inicialmente
descrita como restrita a morcegos, mas que ja foi encontrada infectando huma-
nos (Zingales et al., 2009; Ramirez et al., 2014b) (Tabela 1). Todas as DTUs ja
foram descritas ocorrendo no Brasil. Elas se distribuem diferentemente, e isso
estad associado aos fatores ecoldgicos que por sua vez estdo intimamente rela-
cionados aos hospedeiros vertebrados e invertebrados e o meio ambiente onde

estao inseridos.



Tabela 1 - Nomenclatura para as subpopula¢des de Trypanosoma cruzi, de
acordo com Zingales e colaboradores (2009).

Nomenclatura atual Abreviacao Antigo agrupamento
T. cruzi | Tcl T.cruzie DTU |
T. cruzi ll Tcll Tcruzille DTU lIb
T. cruzi Nl Te il Z3/Z1 ASAT; Z3-A, DTU
llce T cruzi Il
T. cruzi IV Tc IV Z3; Z3-B e DTU lla
. Z2: rDNA %2 clonet 39 e
T. cruzi V TcV DTU Iid
T. cruzi VI Tc VI Z2; Zimodema Be DTU lle

Adaptado de Brandéo (2016)

A DTU Tcl é um dos genotipos parentais, e é aquele mais bem distribui-
do e o mais encontrado no meio silvestre no Brasil e em outros paises das A-
méricas. Esse gendtipo possui uma alta diversidade e teria divergido ha pelo
menos 3 milhdes de anos. Os eventos de recombinacdo genética de Tcl teriam
favorecido a dispersdo dessa DTU através dos seus varios hospedeiros
(Breniére, Waleckx e Barnabé, 2016).

A outra DTU parental, Tcll, apesar de ser menos frequente em compara-
cdo com a Tcl, também possui distribuicdo por todo o pais. Ja foi reportada em
roedores, marsupiais, carnivoros, primatas e quirépteros. Estudos mostram que
a DTU Tcll ndo é tdo encontrada como a Tcl no meio silvestre, e que possivel-
mente essas duas DTUs usam estratégias diferentes de transmisséo (Breniére,
Waleckx e Barnabé, 2016).

Sobre os genotipos Tclll e TclV, a teoria atualmente mais aceita é que
se originaram de um primeiro processo de hibridacdo entre Tcl e Tcll (Sturm et
al., 2003). No Brasil, embora ainda raros, ttm uma grande distribuicdo na natu-
reza. A infecgédo por essas DTUs tem sido descrita no ambiente silvestre, e ca-
sos de infeccdo em humanos, especialmente em populagcdes que vivem em
contato intimo com o meio silvestre, ja foram registrados nos paises: Brasil,

Colémbia, Equador, Peru, Venezuela e Guatemala.



As linhagens TcV e TcVI tém origem de um segundo processo de hibri-
dacgéo, ocorrido entre populacbes de parasitos das DTUs Tcll e Tclll. Ainda
raras no ambiente silvestre, sua distribuicdo tem sido predominantemente rela-
cionada a casos humanos.

O genotipo TcBat foi descrito pela primeira vez por Marcilli e colaborado-
res (2009), e até recentemente descrito como um genoétipo associado apenas a
morcegos. Nas analises filogenéticas em varios trabalhos, esse gendtipo € mui-
to proximo do gendétipo Tcl, e isso traz inferéncia sobre a origem da espécie T.
cruzi, visto que ela é a Unica do subgénero Schizotrypanum que néo é associa-
da apenas a quirdpteros. Esse gendtipo ja foi encontrado no Brasil nos biomas
Pantanal, Mata Atlantica e Amaz6nia. Além do Brasil também j& descrito no
Equador, Panamé e recentemente na Coldmbia e em humanos (Ramirez et al.,
2014b).

InfecgBes mistas ainda séo pouco reportadas, e provavelmente sua pre-
valéncia ainda é subestimada. Quando ocorrem, a maior parte das infec¢cbes
mistas sdo relacionadas a infeccbes por Tcl e Tcll (Jansen, Xavier e Rogue,
2015). Em infeccBes avaliadas em todos os biomas do Brasil, foi verificado que
nos mamiferos com infecgcdo mista era possivel visualizar: em primeiro lugar
infecgdo Tcl + Tcll, em segundo lugar, DTU Tcl + TclV e em terceiro
Tcl+Tclll/TclV (Jansen, Xavier e Roque, 2015).

Recentemente, um estudo filogenético com sequéncias dos genes mito-
condriais CytB (citocromo b) e COIl (citocromo oxidase Il) revelou agrupamento
das subpopulacfes de T. cruzi em apenas trés tipagens mitocondriais, sugeri-
das como: mtTcl, mtTcll e mtTclll. O gendtipo TcBat apresentou maior proximi-
dade com mtTcl, porém ainda formando um grupo separado. Além dos genes
mitocondriais, 0s autores também realizaram andlises de sequéncias do gene
nuclear Gpi (glicose- 6- fosfato isomerase), o que resultou num posicionamento
menos robusto e questionavel das sete subpopulacdes de T. cruzi. Porém, os
autores afirmam que a tipagem utilizando genes nucleares séo importantes pa-
ra deteccéo do fluxo génico (Barnabé et al., 2016). Essa € uma nova proposta
para a tipagem das subpopulagdes de T. cruzi, porém a abordagem adotada
pela maioria dos grupos de pesquisa ainda é das DTUs de | a VI, mais a TcBat.
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1.5 Género Leishmania spp

O género Leishmania alberga mais de 30 espécies de parasitos multi
hospedeiros transmitidos por insetos flebotomineos (Diptera: Psycodidae) dos
géneros Lutzomyia (nas Américas) e Phlebotomus (Velho Mundo) através da
picada. Possui duas formas evolutivas: promastigota, que € a forma encontrada
no hospedeiro invertebrado (vetor) e amastigota, encontrada no hospedeiro
vertebrado. O ciclo heteroxeno se inicia quando formas promastigotas metaci-
clicas séo regurgitadas no hospedeiro vertebrado pela fémea do flebotomineo
durante o repasto sanguineo. O parasito € fagocitado por células do sistema
fagocitico mononuclear (macréfagos, em especial), onde se aloja no vacuolo
parasitéforo do mesmo. Quando outra fémea se alimenta desse hospedeiro, ele
pode ingerir células infectadas por formas amastigotas junto com o sangue do
hospedeiro. Dentro do intestino do flebotomineo, o parasito se multiplica e se
diferencia em formas promastigota (WHO, 2016).

Atualmente, o género Leishmania esta dividido nos subgéneros:
Leishmania, Viannia e Sauroleishmania. Este Ultimo retne parasitos de répteis
descritos no Velho Mundo e que, até o momento, ndo sdo reconhecidos como
de importancia médica.

Assim como no género Trypanosoma, 0s parasitos do género Leishma-
nia sao classificados com relacdo ao desenvolvimento no hospedeiro interme-
diario (vetor). Sendo assim, temos:

i) Secao Hipopilaria, a qual retne parasitos que se desenvolvem
na porgéo posterior do intestino do inseto vetor. Nessa secao
estao os parasitos do subgénero Sauroleishmania;

i) Secdao Peripilaria, agrupa parasitos com desenvolvimento no in-
testino posterior, mas que migram para o médio e anterior. Nes-
sa secao estdo os parasitos do subgénero Viannia e também
alguns do subgénero Sauroleishmania;

i) Secédo Suprapilaria que retne os parasitos que se desenvolvem
na porcao anterior e média do intestino no inseto vetor. Nessa
sec¢ao estdo os parasitos do subgénero Leishmania.

Os subgéneros e as espécies do género Leishmania estdo organizados

em “complexos”, de acordo com a contribuicdo de cada espécie na epidemiolo-
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gia das Leishmanioses e também formas clinicas dessa doenca. Sao ao todo
oito complexos e eles estdo dispostos na figura 1. Dos complexos listados, L.
braziliensis, L. mexicana, L. donovani, L. naiffi, L. lainsoni e L. guyanensis sédo

de importancia médica.

Figura 1- Complexo de espécies reconhecidos em Leishmania sp.

Subgéneros Leishmania (Leishmania) Leishmania (Viannia)
Complexos L. donovani | L. tropica L. major L. mexicana L. braziliensis L. guyanensis L. lainsonf L. naiffr
Especies L. infantum,; L. tropica, L. major L. amazonenses, L. braziliensis L. guyanensis L. lainsoni L. naiffi
L. archibaidi, | L. aethiopica L. mexicana L. peruviana L. panamensis
L. donovani L. pffanol L. shawi
L. venezuelensis
L. enrrieti
L. aristidesi;
L. garnhami

Noyes, 1998, Cupolillo et al., 2000; Fraga et al., 2010; Lainson, 2010; Schonian et al., 2010

Reproduzido de (Brandao, 2016)

No Novo Mundo séo descritas até o momento as seguintes espécies e
distribuicdo geografica: L.(Viannia) braziliensis, América Central e Sul até a
Argentina; L. (V.) peruviana, encosta dos Andes; L.(V.) guyanensis, paises nor-
te da América do Sul, incluindo norte do Brasil (estado Amazonas); L. (V.) pa-
namensis, América Central e parte da América do Sul; L. (V.) lainsoni, estado
do Para; L. (V.) shawi, regido amazénica; L. (V.) naiffi, também na regido ama-
zbnica; L. (Leishmania) mexicana, México e América Central; L. (L.) amazo-
nensis, América Central e norte do Brasil, com casos também no litoral; L. (L.)
pifanoi, Venezuela; L. (L.) venezuelensis, na Venezuela; L. (L.) infantum (= L.
(L.) chagasi), mais de trinta paises do mundo, incluindo o Brasil, além de outras
espécies que sao filogeneticamente mais proximas de Endotrypanum do que
de Leishmania: L (L.) enrietti; L. colombiensis; L. equatoriensis; L. hertig; L. de-
anei; L. aristidesi; L. garnhami; L. foranttini (Cupolillo et al., 2000).

No Brasil, sdo 6 as espécies envolvidas nos casos de Leishmaniose Te-
gumentar Americana (LTA), que abrange as leishmanioses cutaneas e as muco
cutaneas. L. braziliensis, possui como vetor as espécies Lu. whitmani, Lu. well-

come, Lu. intermedia. Seu ciclo ocorre predominantemente em ambientes de
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mata, entre animais silvestres, embora nos ultimos anos tenha ocorrido em
ambientes urbanos por causa da degradacdo da mata. L. amazonensis tem
como espécies vetoras Lu. flaviscutellata,e Lu. olmeca, espécies associadas ao
ambiente silvestre. L. guyanensis tem como vetor Lu. anduzei, Lu. umbratilis e
Lu. whitmani. L. naiffi tem como vetor as espécies Lu. squamiventris, Lu. para-
enses e Lu. ayrozai, espécies que possuem elevado grau de antropofilia. L.
shawi, cuja espécie vetora é Lu. whitmani, e é encontrada na regiao norte do
pais. Por fim, L. lainsoni tem como vetor a espécie Lu. ibiquitalis e &€ também
restrita & regido amazonica. Dessas espécies, L. braziliensis, L. amazonensis e
L. guyanensis sdo os principais agentes etiolégicos da leishmaniose cutanea
no Brasil (Marlow et al., 2013).

A leishmaniose tegumentar se caracteriza por formar uma lesdo (Gnica
ou nao), iniciada no local da picada do flebotomineo. A leishmaniose mucocu-
tdnea forma uma lesao inicial, geralmente afetando a area nasal, na regiao do
septo. Essa lesdo esta associada quase sempre a espécie L. braziliensis e seu
tratamento é bem mais dificil em comparacéo a forma cutanea da doenca (Rey,
2008).

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ou Calazar é causada pelas
espécies L. infantum (= L.chagasi), que é encontrada no Velho e Novo Mundo,
e L. donovani que é encontrada apenas no Velho Mundo. Os principais vetores
no pais sdo Lu. longipalpis, Lu. cruzi e Lu. migonei. A doenga é caracterizada
por causar aumento do baco e figado pelo fato dos parasitos se alojarem prefe-
rencialmente no sistema fagocitico mononuclear desses érgaos.

Em relacdo aos seus hospedeiros silvestres, marsupiais ja foram encon-
trados infectados por L. infantum (Corredor et al., 1989), L. amazonensis
(Grimaldi et al., 1991), e L. braziliensis (Quaresma et al., 2011); mamiferos da
ordem Pilosa (Tamanduas e Preguicas) ja foram encontrados infectados por L.
infantum (Araujo et al.,, 2013), L. amazonensis (Mimori et al., 1989), L.
guyanensis (Lainson, Shaw e Povoa, 1981), e L. shawi (Lainson et al., 1989).
Tatus sdo descritos como hospedeiros de L. guyanensis (Lainson et al., 1979)
e L. naiffi (Naiff et al., 1991). Roedores compreendem a ordem de mamiferos
onde ja foi encontrada a maior diversidade de espécies de Leishmania: L. in-
fantum (Travi et al., 1998), L. amazonensis (Arias et al., 1981), L. guyanensis
(Lainson, Shaw e Povoa, 1981), L. braziliensis (Quaresma et al., 2011), L. me-
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xicana (Wynsberghe, Van et al., 2000), L. shawi (Cassia-Pires et al., 2014), L.
naiffi (Cassia-Pires et al., 2014). Carnivoros silvestres ja foram reportados in-
fectados por L. infantum (Figueiredo et al., 2008), L. amazonensis (Telleria et
al., 1999), L. braziliensis (Buitrago et al., 2011). Primatas ndo humanos sé&o
descritos como hospedeiros de L. amazonensis (Herrer, Christensen e Beumer,
1973), e L. braziliensis (Herrer e Christensen, 1976). J4 na ordem Chiroptera, ja
foram reportadas infec¢cbes por L. amazonensis (Savani et al., 2010), L.
mexicana, L. infantum (Oliveira et al., 2015) e L. braziliensis (Shapiro et al.,
2013).

1.6 Morcegos

1.6.1 Biologia Geral

Os morcegos compreendem a segunda maior ordem de mamiferos (Chi-
roptera), com distribuicdo cosmopolita, mais de 1.300 espécies em 20 familias,
sendo os Unicos mamiferos com capacidade de voo (Fenton e Simmons,
2014). A classificacdo desses animais era organizada em duas subordens: Mi-
crochiroptera e Megachiroptera. Com base na morfologia, os megaquirépteros
eram 0s morcegos restritos ao Velho mundo e sem ecolocagéo laringeal; mi-
croquirGteros eram 0s morcegos com ecolocacéao laringeal, presentes tanto no
Velho como no Novo Mundo. Porém, acordo com filogenias moleculares recen-
tes, os morcegos foram reorganizados em duas sub-ordens: Yinpterochiroptera
e Yangochiroptera (Teeling et al., 2002; Lei e Dong, 2016). Sendo assim, a su-
bordem Yangochiroptera € composta pelas familias antes pertencentes a su-
bordem Microchiroptera, enquanto a subordem Yinpterochiroptera é composta
pelas familias Rhinolophidae, Rhinopomadidae, Megadermatidae e Pteropodi-
dae (Teeling, 2009).

De modo geral, os morcegos da subordem Yangochiroptera possuem
maior atividade durante a noite, que € quando saem para procurar alimento,
sobretudo os que comem insetos, momento em que estes estdo mais disponi-
veis. Para isso, a maioria deles usa um sistema sofisticado de percepcdo do
ambiente: a ecolocacéo. A ecolocacéo se baseia na emissao de sons de alta

frequéncia (inaudiveis por humanos) e 0 eco que retorna permite que eles con-
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sigam perceber os obstaculos para evita-los, assim como para detectar suas
presas. No Brasil sdo reconhecidas 178 espécies, distribuidas em 68 géneros e
9 familias (Nogueira et al., 2014). Das espécies listadas em todo o Brasil, 78
delas séo listadas para o estado do Rio de Janeiro, distribuidas em 8 familias.
Isso equivale a 69% da riqueza de espécies de morcegos da Mata Atlantica e
45% das espécies do Brasil (Peracchi e Nogueira, 2010; Paglia et al., 2012)

Os morcegos possuem alimentac@o bastante eclética, com seis tipos de
habitos alimentares. Em relacdo a dieta, os morcegos constituem o grupo de
maior diversidade ecolégica em comparacao aos demais vertebrados terrestres
(Fenton e Simmons, 2014) sendo divididos em dois grandes grupos: 0s que se
alimentam de material de origem animal e os que se alimentam de material de
origem vegetal. Os que se alimentam de material de origem animal se dividem
em morcegos que se alimentam em vertebrados, seja apenas de sangue (he-
matofagos) ou do animal inteiro, como 0s pscivoros (que se alimentam de pei-
xes), carnivoros (que se alimentam de pequenos vertebrados) e insetivoros. Ja
no grupo dos que se alimentam de plantas ha os que se alimentam de néc-
tar/pélen (nectarivoros), os que comem frutos (frugivoros) e folhas (Wilson,
1997).

Os morcegos juntamente com as aves desempenham papeis ecoldgicos
similares como dispersores de sementes e polinizadores. Eles se complemen-
tam no papel que desempenham: as aves tém uma dieta mais variada e, por-
tanto, a diversidade de espécies que dispersam € maior, enquanto 0os morce-
gos se concentram em alguns géneros de plantas, como: Cecropia e Ficus, por
exemplo. Morcegos, no entanto, sdo 0s principais agentes de dispersdao em
locais degradados, fazendo o reflorestamento através da dispersdo de espé-
cies de plantas pioneiras, como palmito jucara, manacas, jacarandas, embau-
ba, dentre outras espécies. Além disso, algumas espécies conseguem se adap-
tar muito bem a locais peridomiciliares e de grande interferéncia humana, ocu-
pando até mesmo centro urbanos. Uma das principais caracteristicas dos mor-
cegos € sua elevada longevidade, a qual varia dependendo da espécie. A es-
pécie Carollia perspicillata, por exemplo, vive pelo menos 10 anos. A maioria
das espécies de morcegos neotropicais vive entre 10-25 anos (Wilson, 1997).

Para algumas espécies, no entanto, ha relatos de longevidade ainda maiores:
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33 anos para Myotis lucifugus e 40 anos para M. brandtii (Wilson, 1997; Seim
et al., 2013; Gager et al., 2016)

1.6.2 Infeccéo por Trypanosoma spp. em morcegos

Embora ainda provavelmente subestimada, a diversidade de espécies
de tripanosomas infectando morcegos € alta. Mais de 70 espécies de morcegos
ja foram descritas infectados por espécies do género Trypanosoma na Africa,
Asia, Europa, Australia e nas Américas, em infeccdes simples ou mistas
(Hoare, 1972; Molyneux e Stiles, 1991; Barnabe, Brisse e Tibayrenc, 2003;
Lisboa et al., 2008; Cottontail, Wellinghausen e Kalko, 2009; Cavazzana et al.,
2010; Hamilton, Teixeira e Stevens, 2012; Lima et al., 2012, 2013; Silva-Iturriza
et al., 2013; Ramirez et al., 2014a).

Na Australia, por exemplo, o primeiro tripanosoma descrito em morcego
foi o T. pteropi, isolado de raposa voadora (Pteropus gouldii) em 1913
(Thompson, Godfrey e Thompson, 2014). Outras espécies descritas em mor-
cegos da Australia sdo T. hipposideri (encontrada infectando Hipposideros bi-
color albanensis) (Mackerras e Mackerras, 1959), T. vegrandis (Thompson et
al., 2013), e T. teixeirae infectando Pteropus scapulatus (Barbosa et al., 2016).
Nas Ameéricas, as primeiras detecc¢des da infeccdo por tripanosoma em morce-
gos datam no inicio do século XX (Cartaya, 1910).

O subgénero Tejeraia ja foi descrito infectando morcegos com a espécie
T. rangeli ocorrendo no Panaméa e na Colombia (Cottontail, Wellinghausen e
Kalko, 2009; Ramirez et al., 2014a). No Brasil, também ja foi descrito tanto em
infeccbes simples quanto mistas com T. cruzi (Lisboa et al., 2008; Maia da
Silva et al., 2009). Outras espécies classificadas como T. lewisi-like e, portanto,
supostamente pertencentes ao subgénero Herpetosoma, também ja foram
descritas infectando morcegos: T. aunawa em Miniopterus tristis, na Africa, e T.
lineatum em Platyrrhinus lineatus na Venezuela. Estas identificacbes, no entan-
to, ndo foram ainda corroboradas por analise molecular.

O subgénero Trypanozoon também ja foi descrito infectando morcegos.
Herrera e colaboradores (2004) verificaram infeccéo de T. evansi em morcegos
frugivoros e insetivoros no Pantanal. Além disso, as espécies hematofagas de

morcegos, quando infectadas por T. evansi, apresentam grande importancia
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epidemioldgica uma vez que podem atuar como vetores deste parasito, visto
gue o0 mesmo pode ser transmitido pela saliva do morcego durante um repasto
sanguineo. As espécies do subgénero Megatrypanum ja descritas em morce-
gos séo T. pifanoi, T. pessoai e T. leonidasdeanei (Deanei e Sugay, 1963;
Marinkelle e Duarte, 1968; Zeleddn e Rosabal, 1969).

A infeccdo em morcegos pelas espécies do subgénero Schizotrypanum,
que alberga, dentre outros parasitos, o agente etioldgico da doenca de Chagas
nas Ameéricas, € descrita tanto no Velho como no Novo Mundo. Segundo Ha-
milton e colaboradores, esta distribuicAo mundial é resultado de processos de
migracdo desses animais entre o Velho e Novo Mundo h& aproximadamente 5
milhdées de anos (Hamilton et al., 2012). A excecéo de T. cruzi, estdo incluidos
nesse subgénero espécies de Trypanosoma de morcegos que também sédo
capazes de infectar células de mamiferos e formar pseudocistos in vitro, embo-
ra T. dionisii tenha sido recentemente encontrado em tecido cardiaco humano
(Dario et al., 2016). As espécies deste subgénero tém morfologia muito similar,
sendo essencial a aplicacdo de abordagens moleculares para a identificacéo
taxondmica. Cabe ressaltar que, por conta disso, varias descricdes de tripano-
somas destes hospedeiros foram por anos sendo referidos apenas como isola-
dos T. cruzi-like.

T. dionisii ja foi descrito em morcegos da Europa e das Américas (Suri-
name, Colémbia e Brasil) e se desenvolve em barbeiros da familia Cimicidae,
mais especificamente na espécie C. pipistrelli, sendo este um possivel vetor
deste parasito (Gardner e Molyneux, 1988). No Brasil, T. dionisii ja foi descrito
em todos os biomas, infectando quatro das nove familias de morcegos descri-
tas no pais: Phyllostomidae, Vespertilionidae, Molossidae e Noctilionidae.

T. c. marinkellei, subespécie de T. cruzi, foi descrita em morcegos do
Panam4, Colébmbia, Bolivia, Equador e Brasil. Experimentalmente n&o se con-
seguiu infectar células de camundongos e, mesmo sendo uma subespécie de
T. cruzi, ndo confere imunidade a infeccdo por T. cruzi (Baker et al., 1978;
Cavazzana et al., 2010; Pinto et al., 2015). Sua transmissao esta associada
com as espécies de barbeiros do género Cavernicola. A espécie Cavernicola
pilosa é preferencialmente encontrada em ambientes compartilhados com mor-
cegos, tais como cavernas e cavidades em arvores, favorecendo o ciclo deste

parasito na natureza (Pinto et al., 2015).
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A espécie T. vespertilionis, ja foi encontrada na Europa, Asia, América e
Africa; T. hedricki e T. myoti, na América do Norte; T. erneyi foi descrito recen-
temente em morcegos africanos pertencentes aos géneros Tadarida e Mops
(familia Molossidae). Em 2013, Lima e colaboradores descreveram T. livingsto-
nei, também em morcego africano. Recentemente, 0 morcego da espécie Pte-
ronotus parnellii, capturado em Rondénia foi diagnosticado com uma nova es-
pécie de tripanosoma: T. wauwau.

No continente americano, infecces por T. cruzi em quirépteros ja foram
descritas em: Panama (TcBat), Colombia (Tc I, Tclll, Tc IV e TcBat), Venezuela
(Tc | e TcBat), Suriname (Tc Il), Argentina (Tc Il), Equador (TcBat) e nos Esta-
dos Unidos (Tcl) (Cottontail, Wellinghausen e Kalko, 2009; Garcia et al., 2012;
Ramirez et al., 2014b; Pinto et al., 2015; Lima, Espinosa-Alvarez, Pinto, et al.,
2015; Costa, da et al., 2016; Argibay et al., 2016; Hodo et al., 2016). No Brasil,
T. cruzi ja foi descrito em morcegos de 7 familias nos biomas Pantanal, Ama-
zOnia e Mata Atlantica: Phyllostomidae, Verspertilionidae, Thyropteridae, Nocti-
olinidae, Emballonuridae, Mormoopidae e Molossidae (Marcili, A et al., 2009;
Cavazzana et al., 2010; Costa, da et al., 2016). Em relacdo as DTUs, ja foram
encontradas infectando estes animais no Brasil: Tcl, Tcll, Tclll, TclV e TcBat,
além de infecgbes mistas por Tcl+TclV, Tcl+Tcll, Tcl+Tclll/TclV, e Tcl-
[+Tclll/TclV (Jansen, Xavier e Roque, 2015).

Os morcegos parecem ter um importante papel nos ciclos de transmis-
sdo de T. cruzi. Morcegos podem desempenhar um papel muito importante na
dispersdo de T. cruzi (e outros parasitos), pois eles conseguem facilmente cir-
cular entre 0 ambiente silvestre e antropico. Estudos jA mostraram que estes
animais podem compartilhar espaco com barbeiros, os quais podem se alimen-
tar em morcegos (Thomas, Rasweiler IV e D’Alessandro, 2007; Marcili, A et al.,
2009; Pinto et al., 2015). Esses triatomineos sdo encontrados em folhas de
palmeiras, ocos de arvores e também podem circular a noite entre as casas,
qgue sédo lugares muito frequentados por colénias de morcegos. Transmissao
congénita, embora raramente reportada em mamiferos silvestres, ja foi verifi-
cada para Molossus molossus na Venezuela, onde tanto a fémea quanto o feto
apresentaram positividade para exame parasitologico e molecular (Afez,

Crisante e Soriano, 2009).
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1.6.3 Infeccéo por Leishmania spp. em morcegos

As descricOes de infeccdo em morcegos por espécies do género Leish-
mania vém sendo reportadas mais frequentemente na ultima década. O primei-
ro registro de infeccdo por esse parasito nesta ordem foi feito por Mutinga em
(1975). Ele detectou, pelo método de sorologia, anticorpos de L. donovani em
morcegos do Quénia. Depois Morsy (1987) também detectou o contato entre
esses mamiferos e o parasita no Egito. Lima e colaboradores em 2008 confir-
maram a infec¢do natural em morcegos ao isolar L. infantum em sangue de
Carollia perspicillata (frugivoro) na Venezuela. Desde entdo outros grupos de
pesquisa atentaram para a possibilidade de mamiferos dessa ordem também
serem considerados como potenciais reservatérios de espécies de Leishmania,
dadas as caracteristicas importantes para dispersdo e manutencao do parasito,
como sua habilidade de locomocéo e longevidade (Roque e Jansen, 2014).
Além disso, seu comportamento de circular por diferentes areas numa mesma
noite e de se estabelecer em forros de casas para descanso, facilitam sua ex-
posicdo aos vetores de Leishmania sp. Lampo e colaboradores (2000) com-
provaram que flebotomineos podem usar morcegos de varias familias como
fonte de alimentacéo, através de experimentacdo com Lu. longipalpis.

No Brasil, Savani e colaboradores (2010) detectaram nas espécies Mo-
lossus molossus e Glossophaga soricina infec¢éo (simples) tanto por L. infan-
tum e L. amazonensis. As espécies M. rufus, Eumops auripendulus, E. glauci-
nus, Myotis nigricans, Artibeus lituratus, Sturnira lilium, e Nyctinomops laticau-
datus infectadas por L. amazonensis, numa regido sem casos de Leishmanio-
se Visceral reportada e com casos raros de Leishmaniose cutanea. Em 2013,
no Mato Grosso do Sul, houve a primeira deteccdo de morcegos de uma area
ndo urbanizada infectados com a espécie L. braziliensis, e dois individuos a-
presentaram lesGes na pele (Shapiro et al., 2013). Em 2015, infec¢do por L.
infantum em um individuo de P. parnellii (insetivoro) foi detectada no Maranhao
(Costa, da et al., 2015). Nesse mesmo ano, no México, L (L.) mexicana foi de-
tectada através de PCR em coracao, figado, baco e pele das espécies de mor-
cegos Ch. godmani, Glossophaga commissarisi, G. soricina, Sturnira lilium e
Artibeus lituratus, que inclusive apresentou leséo na pele, com confirmacao da

presenca de L.(L.) mexicana (Berzunza-Cruz et al., 2015). Oliveira e colabora-
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dores (2015) diagnosticaram a infeccdo em morcegos capturados somente em
areas urbanas endémicas para Leishmaniose Visceral no estado de Sao Paulo.
Dos 488 morcegos analisados, 117 estavam infectados, com maior porcenta-
gem de infeccdo na pele. Os morcegos estavam infectados pelas espécies L.
amazonensis e L. infantum e um individuo apresentou infec¢cdo com as duas
espécies. A infeccdo natural por Leishmania sp. em morcegos do Velho Mundo
foi confirmada com isolamento nas espécies Cardiodema cor e Nycteris hispida
com L. tropica e L. major, respectivamente (Kassahun et al., 2015).

Esses estudos mostram que 0s morcegos estdo inseridos no ciclo de
transmissao de diferentes espécies de Leishmania, podendo potencialmente
atuar como reservatorios, dependendo sempre de outros fatores que compdem
a paisagem, como por exemplo ocorréncia de outros animais domésticos ou

silvestres, vetores, pressao antropica, entre outros.

1.7 Bioma Mata Atlantica

Este bioma constitui um complexo de fisionomias vegetais e se estende
por 17 estados do Brasil: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Pau-
lo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e
Piaui. Existe ainda uma pequena parte na Argentina e Paraguai (SOS-Mata
Atlantica, 2017). Quando os portugueses chegaram ao Brasil, a Mata Atlantica
se estendia por mais de 1.300.000 Km?* Nos dias atuais, restam apenas 8.5%
de toda a area de vegetacdo. Isso se deve, em especial, aos fatores resultan-
tes da acdo do homem, tais como a pecuaria, agricultura, corte para lenha, car-
vao vegetal e principalmente & construcéo de cidades. E importante mencionar
que pelo menos 70% da populacao brasileira habita em areas situadas onde
originalmente se distribuia a Mata Atlantica (Oliveira, 2005). O bioma possui
algumas familias de vegetais tipicas, como bromélias e orquideas (epifitas),
ipés, jacarandas, e palmito Jussara.

Dentre as varias fisionomias da Mata Atlantica, as principais séo floresta
de encosta e floresta semidecidua. Na floresta semidecidua, existe uma esta-
cionalidade climatica, com época do ano bem definida com estacbes seca e

chuvosa. Esta presente em maior parte no interior da Mata Atlantica. Ja a flo-
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resta de encosta, também denominada tecnicamente pelo IBGE Floresta Om-
bréfila Densa € umida o ano todo e também multiestratificada, que é a que pre-
domina no estado do Rio de Janeiro. Na mata de encosta estdo associados
alguns ecossistemas, como o manguezal, floresta de restinga, dentre outros.
Dentro florestas ombrdfilas densas temos as de terras baixas (< 50 m de ele-
vacéo), submontanas (50-500 m) e montanas (500-1500 m) (Veloso, Filho e
Alvez, 1991).

A Mata Atlantica tem alta diversidade de espécies e é considerada um
hotspot mundial, com maior indice de biodiversidade e endemismo, sendo ao
mesmo tempo a mais ameacada (Myers et al., 2000). De acordo com Costa et
al. (2000), a Mata Atlantica concentra a maior diversidade de mamiferos do
mundo e, dentre 904 espécies de mamiferos listadas na América do Sul, 229
se encontram na Mata Atlantica e 73 sdo endémicas do bioma. Além disso,
especula-se que muitas espécies ja foram extintas em decorréncia da reducéo
do bioma sem que tenham sido descritas. O resultado desta eliminagao de mui-
tas populacbes € a perda da biodiversidade do bioma (Morellato e Haddad,
2000; Oliveira-Filho e Fontes, 2000).

Dentre alguns dos muitos mamiferos de médio e grande portes que po-
demos encontrar nesse bioma estdo: Dasypus novencintus (tatu-galinha), Ta-
mandua tetradactyla (tamandué mirim), Alouatta guariba (bugio), Nasua nasua
(quati), Puma concolor (ong¢a parda), Cuniculus paca (paca), Dasyprocta lepori-
na (cutia), Pecari tajacu (porco do mato), Didelphis aurita (gambd), além dos
marsupiais Marmosops incanus e Philander frenatus e roedores Blarinomys
breviceps e Trinomys gratiosus (Carvalho, Oliveira e Pires, 2014). Em relagéo a
ordem Chiroptera, ja foram listadas pelo menos 113 espécies, distribuidas em 8

familias para este bioma (Paglia et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Os morcegos conseguem voar por longos trechos numa sé noite a pro-
cura de alimento e desempenham papéis ecoldgicos importantes. Além de
possuirem grande potencial de mobilidade, a ocorréncia de algumas espécies
em determinados fragmentos é comumente influenciada pelo tipo de vegeta-
cao. Isso traz consigo alteracdo na configuracdo das espécies que sdo comuns
em florestas secundarias e borda de floresta, como Carollia pespicillata e espé-
cies do género Artibeus, descritas inclusive em ambientes com diferentes ni-
veis de preservacdo. No entanto, outras espécies sao mais vulneraveis a mu-
dancas, como as espécies carnivoras.

Cabe lembrar que infectando morcegos ha centenas de espécies de
bactérias, virus, fungos, protozoarios e helmintos, s6 para citar alguns grupos
de parasitos que também compdem a biodiversidade de uma determinada a-
rea. E frequentemente reportada a influéncia que os hospedeiros sofrem em
decorréncia de alteracdes ambientais numa area, bem como o nivel de preser-
vacdo da mesma. Raras vezes, no entanto, sdo consideradas as alteracdes na
microfauna de parasitos que decorrem das alteracdes ambientais. Mudancas
na paisagem de um local podem resultar na mudanca na composicao da fauna
de quirdpteros, que por sua vez, também podem alterar a sua fauna de parasi-
tos.

No Brasil, varios trabalhos descrevem infeccdes em morcegos por Try-
panosoma cruzi (além de outras espécies de Schizotrypanum) e espécies do
género Leishmania, reforcando a insercao desses mamiferos nos ciclos silves-
tres de transmissé@o destes parasitos. Embora saibamos que o bioma Mata A-
tlantica, mais especificamente o estado Rio de Janeiro, possui uma grande di-
versidade de espécies de morcegos, pouco se sabe sobre a diversidade de
tripanosomatideos que circulam nestes animais, € nem em que grau essa rela-
cdo esta configurada ao nivel de preservacao. Por isso, nossa hipétese é que
embora a REGUA e a EFMA apresentem perfis similares na riqueza e diversi-
dade de quiropteros, a circulacdo de diferentes espécies de tripanossomati-
deos pode ser influenciada pelos diferentes niveis de preservagédo que ha entre
tais areas. Este estudo pretende expandir o conhecimento sobre a diversidade

de tripanosomatideos circulando entre os morcegos no estado do Rio de Janei-
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ro e discutir como esta diversidade € modulada pela fauna de morcegos em

resposta a alteracbes na paisagem.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a infeccao por tripanosomatideos em morcegos provenientes de

duas areas de florestas de terras baixas da Mata Atlantica do Rio de Janeiro.

3.2 Objetivos especificos

e Estudar a riqueza e abundéancia relativa dos morcegos analisa-
dos, avaliando a influéncia do grau de antropizacao existente nas

duas areas;

e Diagnosticar a infeccao por tripanosomatideos em morcegos atra-

vés de abordagens parasitolégicas e moleculares;

e Determinar a prevaléncia e perfis de infeccdo por tripanosomati-
deos na fauna de quirdpteros, isolando e caracterizando as sub-

populacdes de parasitos;
e Identificar os potenciais reservatorios destes tripanossomatideos

e a distribuicdo dos parasitos entre as areas e a fauna de quirop-
teros avaliada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas estudadas e pontos de coleta

As areas estudadas estdo no bioma Mata Atlantica, de vegetacéo pre-
dominante Ombrdfila Densa de terras baixas, no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. A principal caracteristica do bioma é a vegetagdo multi estratificada e de
clima umido.

A Reserva Ecologica de Guapiacu (REGUA) (22° 27’ 10.62” S e 42° 46’
13.45” O), esta situada regido serrana do estado do estado do Rio de Janeiro,
no municipio de Cachoeiras de Macacu que fica a aproximadamente 110 km da
cidade Rio de Janeiro. E uma Reserva Particular do Patriménio Natural
(RPPN), de aproximadamente 7000 ha, com temperatura média de 23°C, com
periodos com chuva nos meses de novembro a abril e tempo seco nos meses
de maio a outubro (Veloso, Filho e Alvez, 1991).

A Estacao Bioldgica Fiocruz Mata Atlantica (EFMA) esté situada na zona
oeste da cidade do Rio de Janeiro (22° 56’ 24.04” S e 43° 24’ 15.87” O), no
bairro Jacarepagua. Seu territério inclui areas de mata, ambientes preservados
e outros sob forte influéncia antropica, além de areas com maior densidade
humana, como é o caso da area onde funcionava a antiga instalacdo do hospi-
tal psiquiatrico Juliano Moreira. A temperatura média anual é de 28 °C na esta-
céo chuvosa e 19 °C na estacédo seca.

Apesar de estarem em um mesmo bioma e apresentarem o mesmo perfil
de vegetacdo, estas duas areas diferem muito no grau de preservacdo: na
REGUA observa-se uma area mais bem preservada, com pouco uso do solo
para pastagens, e grande cobertura vegetal heterogénea. Ha espécies arbo-
reas e pouquissimas construcdes ao redor (Figura 2). Por outro lado, a EFMA
apresenta um grau de preservacdo bem mais baixo em sua borda, com forte
presenca humana, animais domeésticos e de producdo que, apesar do alto grau
de desmatamento, recentemente tem sido alvo de programas de reflorestamen-
to. Um fato que influencia a composicao dessa paisagem degradada da EFMA
€ estar situada bem préxima ao centro urbano, favorecendo a maior circulacéo

de pessoas e de veiculos todos os dias (Figura 3).
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Figura 2 - Foto aérea da Reserva Ecoldgica de Guapiagu (REGUA), no muni-
cipio de Cachoeiras de Macacu/RJ, destacando os trés pontos de captura de
morcegos.
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Figura 3 - Foto aérea da Estacdo Biologica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA),
no municipio do Rio de Janeiro/RJ, destacando os trés pontos de captura de
morcegos
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Até o momento ndo ha trabalhos publicados sobre infec¢des por tripano-
somatideos na localidade de Guapiacu, onde fica a REGUA. J& em relacdo a
area onde se localiza o EFMA, sabe-se que ja foi considerada endémica para
leishmaniose tegumentar, com casos humanos e caninos. Atualmente, apos

26



acOes de educacdo com a populacdo, em especial, o numero de casos foi dras-
ticamente reduzido. Além disso, casos de leishmaniose visceral, com 0bitos,
também foram reportados nas proximidades da estacdo biologica (Souza, N. A.
de et al., 2015; Marzochi, 2016). Pontes (2015) avaliou pequenos mamiferos na
regido do macico e detectou a existéncia de ciclos silvestres de Leishmania sp.
e T. cruzi na area, com elevada taxa de infeccdo e parasitemia por T. cruzi em
gambas (Didelphis aurita).

Em cada area de estudo, foram definidas 3 pontos de amostragem, a a-
proximadamente 140 m de altitude, de acordo com o grau de preservacao do
ambiente (Figura 4): o ponto 1, para ambos locais estudados, corresponde ao
sitio de presenca humana e degradacdo da paisagem vegetal. E uma area
quase sempre frequentada por cdes domésticos, com pastagens nas proximi-
dades, bananais, construcdes, cercas de arame farpado e, no caso da EFMA,
circulacdo de veiculos com frequéncia. O ponto 2, que constitui um sitio de
transicao entre area de maior preservagao para a de menor preservacao, apre-
senta um perfil de vegetacdo madura, em processo de regeneracdo, com me-
nos influéncia humana. Observa-se nela pouco desgaste do solo e presenca de
vegetacdo de médio porte (sub-bosque). O ponto 3 corresponde ao ponto de
maior preservacdo, com um perfil de mata fechada e presenca de arvores de
dossel, serrapilheira. Nesse trecho o microclima € bem umido e possui tempe-
ratura mais baixa que os outros pontos. Apesar das caracteristicas em comum
na definicdo dos pontos de coleta, o nivel de preservacdo em cada um dos
pontos é sempre bem maior na REGUA do que no EFMA. Foram realizadas 8
amostragens mensais intercaladas entre as areas, sendo realizadas nos meses
de setembro (2015), novembro (2015), marco (2016) e maio (2016) na EFMA; e
em outubro (2015), dezembro (2015), fevereiro (2016) e abril (2016) na REGU-
A.
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Figura 4 - Locais de coleta de morcegos nos 3 pontos de captura, na Reserva
Biologica de Guapiacu (REGUA) e Estacdo Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica
(EFMA)

Legenda: 1) ponto 1 da REGUA,; 2) ponto 1 da EFMA; 3) ponto 2 da REGUA; 4) ponto
2 da EFMA,; 5) ponto 3 da REGUA e 6) ponto 3 da EFMA.
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4.2 Captura dos morcegos

A captura de morcegos ocorreu no periodo de setembro de 2015 a maio
de 2016, sendo quatro meses (12 noites no total) para cada local de estudo,
totalizando um esforco amostral de 38.880 m?.hora rede, sendo 19.440 m?.hora
rede para cada area, 4.860 m?.hora.rede por expedicéo e 1.620 m*hora.rede
por noite. Para a sesséo de captura dos morcegos foram utilizadas 10 redes de
neblina medindo 9 m x 3 m, com malha de 35 mm), de acordo com Kunz e Kur-
ta (1988), abertas por seis horas apds o por do sol, durante trés noites (uma
para cada ponto de amostragem), de acordo com Brown (1968) e LaVal (1970).
A cada 1h as redes eram checadas para retirada dos animais presos. Nas noi-
tes mais frias, cuja temperatura média chegava a 10°C, as rondas aconteciam
de 30 em 30 minutos. De acordo com a licenca de coleta de morcegos, as fé-
meas identificadas como gravidas ou lactantes eram soltas no campo apos a
triagem e, portanto, ndo entraram nos célculos de abundancia e taxas de infec-

cao.

4.3 Identificacdo dos morcegos

Os morcegos capturados foram retirados das redes de neblina utilizan-
do-se luvas de couro e colocados individualmente em sacos de pano para se-
rem levados até o laboratério de campo. No laboratério de campo, foram ano-
tadas informac¢des como hora da captura, temperatura, umidade relativa do ar e
em qual ponto (1, 2 ou 3) ocorreu a captura. Em seguida, os morcegos foram
preliminarmente identificados por especialistas, de acordo com um conjunto de
caracteres externos, como coloracéo, padrao e textura da pelagem, forma da
orelha, trago e uropatagio, seguindo informacfes de Dias (2002), Reis (2007),
Dias e Peracchi (2008) e Simmons e Voss (1998).

As medidas de antebraco (em milimetros) foram realizadas utilizando
paquimetro manual (precisdo de 0,01 mm), além da determinacdo da massa
corporal (em gramas), utilizando dinamémetro Pesola® (precisdo de 0,1 Q).
Sexo e estagio reprodutivo foram determinados de acordo com Zortea (2003).
O habito alimentar foi determinado de acordo com a classificacdo de Kalko
(1996). A categoria etaria foi determinada através da ossificagdo das epifises
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das falanges, de acordo com Anthony (1998). A nomenclatura das espécies
seguiu Nogueira et al. (2014).

Todas as andlises preliminares realizadas no campo foram posterior-
mente corroboradas pelo grupo de taxonomistas do Dr. Ricardo Moratelli, cola-

borador do presente trabalho e pesquisador do Campus Fiocruz Mata Atlantica.

4.4 Procedimentos no campo com 0S morcegos

Apos a identificacdo dos morcegos, os mesmos foram mantidos em sa-
cos de tecido de algodao até a manha do dia seguinte para a realizacdo dos
procedimentos de laboratério. Todo material biolégico foi coletado no campo,
em laboratério montado especialmente para esta finalidade (REGUA) ou em
um laboratorio fisico existente adaptado para realizacdo dos nossos procedi-
mentos (EFMA).

Para contencédo dos morcegos, foi utilizada uma associa¢éo de Cloridra-
to de Cetamina (100 mg/mL) e Acepromazina (100mg/mL) 9: 1, sendo 0,1mL
desta combinacao para cada 100 g de peso corpéreo do animal. Todo o corpo
do animal foi higienizado com sabonete anti bactericida, alcool iodado e alcool
70%. Em seguida, foi feita uma tricotomia no local de retirada do sangue, para
diminuir as chances de contaminacéo. Para um ambiente mais livre de conta-
minacao possivel, todos os procedimentos listados a seguir foram realizados
préximos a um fogareiro. Assim como todos os instrumentos cirdrgicos utiliza-
dos (individualmente para cada morcego) em todo o procedimento foram previ-
amente esterilizados.

Através de puncado cardiaca em animal previamente anestesiado foi co-
letado aproximadamente 0,5 — 1 mL de sangue para 0s seguintes procedimen-
tos:

1- inoculacdo em meio base NNN (Nicolle, Novy e Mc Neal) contendo

meio liquido LIT (Liver Infusion Triptose);

2- inoculagcdo em meio base NNN contendo meio liquido Schnneider;

3- colocacdo de uma gota entre lamina e laminula para visualizacdo ao
microscopio optico (exame direto); e

4- centrifugacéo e obtencéo de soro e coagulo para armazenamento.
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O meio NNN é o meio bifasico nutritivo, onde a base sélida € composta
de sangue de coelho acrescido de Agar e Cloreto de Sodio e agua destilada.
Esse meio base é acrescido de: (i) meio LIT, contendo cloreto de sddio, Glico-
se, Triptose, Infusdo de figado, agua destilada; ou (ii) meio Schneider® (Sigma
S9895) enriquecido com 10% de soro fetal bovino.

Apbs a separacao de parte do sangue para realizacdo das culturas e do
exame a fresco, o restante do sangue coletado foi centrifugado a 3.000RPM
por 10 minutos para obtencdo de soro e coagulo. Cada tubo contendo soro/
coagulo foi identificado com o niumero LBT/Campo e lacrado com parafilme na
tampa.

Dado o tamanho dos espécimes, nem sempre foi possivel a realizagédo
de todas as etapas descritas acima para o sangue coletado. Neste caso, era
priorizada a realizacao de: (i) exame a fresco; (i) hemocultivo em NNN/LIT; (iii)
hemocultivo em NNN/Schnneider; e (iv) obtencéo de soro e coagulo.

Apébs coleta de sangue, os morcegos foram submetidos a eutanasia a-
través de injecao intracardiaca de Cloreto de Potassio 10%. Apds a confirma-
cdo da morte do animal, verificada pela auséncia dos batimentos cardiacos,
dois fragmentos de pele, baco e figado foram coletados. Um fragmento em so-
lucdo salina, acrescida de antibiético e antifingico (10 mg de estreptomicina,
25 ul anfotericina B e 10.000 Ul de penicilina por mL - Sigma®), e outro frag-
mento em etanol absoluto para realizacdo do diagnéstico molecular. Para a
coleta dos tecidos, foi realizada tricotomia para retirada do pélo da regido ab-
dominal com auxilio de uma lamina. Com a utilizacdo de instrumental estéril,
primeiramente era realizada a coleta dos fragmentos de pele. Como 0 mesmo
instrumental, abriu-se a cavidade abdominal e um novo instrumental estéril era
utilizado para retirada de fragmentos de baco e figado.

ApOGs 24 h estocados a 4 °C, os tecidos em salinas foram transferidos
para tubos contendo meio NNN/Schneider. Com auxilio de agulhas de serin-
gas, cada tecido foi coletado e transferido para o tubo contendo meio
NNN/Schneider. Na REGUA, essa etapa foi realizada no laboratério de campo
préoximo ao fogareiro, como ja mencionado. Na EFMA, dada a proximidade com
a FIOCRUZ, os tecidos em salina eram levados para o LABTRIP e o procedi-

mento realizado dentro de cabine de biosseguranca nivel 2 (Fluxo Laminar).
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No campo, todos os tubos contendo amostras de sangue, tecidos em sa-
linas, soros e coagulos foram devidamente rotulados. Informag¢des como nume-
ro de campo, numero de laboratério, data de coleta, local e operador foram

preenchidos no momento da coleta.

4.5 Diagnostico Parasitolégico

45.1 Exame a fresco

Para a verificacdo de formas flageladas circulantes no sangue, foi depo-
sitada uma amostra de sangue entre lamina e laminula, identificado e armaze-
nado em camaras Umidas até o final das necropias. Imediamente apGs os pro-
cedimentos, todos os campos das laminas foram observados em microscopio
Optico em aumento de 400x e o resultado definido como positivo em caso de

observacédo de formas flageladas semelhantes a T. cruzi.

4.5.2 Acompanhamento das culturas

Os tubos contendo as amostras foram mantidos dentro de caixas de pa-
peldo, devidamente lacradas em temperatura ambiente até a chegada ao Labo-
ratério de Biologia de Tripanosomatideos. Ao chegar ao laboratorio, todas as
amostras foram conferidas e anotadas em planilhas para posterior rastreamen-
to. Os tubos foram dispostos em estufa a 28 °C.

Apos 10 dias em ambiente estéril de cabines de seguranca bioldgica,
parte do material dos tubos € coletado com o auxilio de pipetas estéreis de 3
mL de vidro, dispostas em laminas e visualizadas ao microscopio. Quando ob-
servados parasitos nas culturas, os mesmos foram submetidos a repiques para
a amplificacdo da populacdo até obter-se, aproximadamente 10’ a 10® parasi-
tas flagelados, para posterior processo de extragcdo de DNA. Parasitos deriva-
dos de todas as culturas positivas foram depositados na Colecao Institucional
de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e Vetores (COLTRYP).

Os tubos contendo hemocultivo onde foram visualizados parasitas em
alguma das observacdes, mas onde nao foi possivel ampliar a populacdo para-

sitaria e obter a cultura de parasitos, foram submetidos ao acréscimo de mais
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meio liquido LIT, transferidos para um tubo Falcon de 1,5 mL e centrifugados
por 15 min a 4 °C. Em seguida, foram ressuspendidos em aproximadamente 10
ml de PBS 10% para lavagem e, apds secagem da massa de células, estocado
a - 20°C para posterior uso no processo de extracdo de DNA.

As culturas negativas foram acompanhadas quinzenalmente por até cin-
co meses. Os tubos contendo tecidos em meio bifasico NNN/Schneider foram
mantidos exatamente como os tubos de hemocultivos. Exceto que foram visua-
lizados no dia seguinte a chegada ao laboratério e, apds a primeira leitura, fo-

ram semanalmente visualizadas ao microscopio Optico por até dois meses.

4.5.3 Extracao Fenol — Cloroférmio

As massas de parasitos preparadas em tubo falcon de 15mL acima fo-
ram acrescidas de 1ml de tampado TE (Tris-HCI 10 mM, acido Etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 1 mM, pH 8.0), sendo homogeneizadas no préprio tubo
falcon e, em seguida, transferidos 500 puL da mistura em dois tubos do tipo ep-
pendorf (estéreis), cada: um microtubo foi submetido a extracdo de DNA, en-
quanto o segundo microtubo foi armazenado a — 20°C para possiveis repeti-
coes.

No microtubo da extracdo foram acrescentados 0s seguintes reagentes:
50 pL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio) e proteinase K (10 mg/mL). Em
seguida, os microtubos foram mantidos a 56 °C em agitacdo por 2 h. Apos as
2h de incubacédo, as amostras foram submetidas a segunda parte da extracdo
do DNA que é a fase de purificacdo. Essa fase consiste em lavagens com Fe-
nol-Cloroférmio e Cloroférmio, sendo trés lavagens com Fenol-Cloroférmio se-
guidas de duas com Cloroférmio, para a obtencdo de um DNA mais puro o
possivel (Sambrook e Russel, 2001). As amostras cujas massas nao conse-
guimos isolamento foram lavadas 2 vezes com Fenol-Cloroformio e 1 vez com
Cloroférmio, a fim de minimizar a perda do DNA entre as lavagens.

Foram acrescentados 500 pL de Fenol-Cloroférmio em cada amostra,
homogeneizando até que se verificasse um mistura de cor leitosa, centrifugado
em seguida durante 3 min a 16.000 g, sendo o sobrenadante sempre coletado

nas trés etapas e transferido para um novo microtubo limpo. O mesmo foi feito
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com o Cloroférmio, apds acréscimo de 500 pL as amostras foram centrifugadas
e 0 sobrenadante transferido para novo microtubo. A etapa seguinte consistiu
na precipitacdo do DNA extraido. Foram adicionados etanol absoluto (dobro do
volume da amostra) e acetato de sodio (10% da amostra), centrifugados por 10
min. A seguir, apds o desprezo do sobrenadante, foram adicionados 500 pl de
etanol 70%, com centrifugacdo por 12 min. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e os microtubos ficaram invertidos num papel filtro para secagem.
Uma vez secos, foram acrescentados 150 pl de TE (para os parasitos isolados)
ou 40 ul no material derivado culturas sem isolamento do parasito. Todo o ma-

terial foi estocado a — 20 °C até sua utilizacdo nas rea¢des de PCR.

4.5.4 PCR para o gene 18S rRNA

Essa etapa da caracterizacdo teve como alvo o 18S SSU rDNA, que
consiste na subunidade menor do gene ribossémico, um dos alvos mais utiliza-
dos em estudos de filogenia e taxonomia de tripanossomatideos e, portanto,
aquele que apresenta o maior niumero de sequencias depositadas (Stevens,
2008). Assim, o DNA extraido foi submetido a Nested PCR, que consiste em
uma PCR com duas etapas para a regido 18S rRNA que € variavel, de acordo
com Noyes e colaboradores (1999). Usando a Go Taq — Hot Start Green Mas-
ter Mix (Promega), foram adicionados os seguintes regentes a 2 uL de DNA
extraido: 0,5 pl de cada iniciador, que amplifica a regido maior do 18S (Oligo
Try R e Oligo Try F) (TRY927F5 GAAACAAGAAACACGGGAG3 e TRY927R-
5CTACTGGGCAGCTTGGAZ’), com concentracdo de 16 pmol/ul; acrescido de
12,5 pl da Go Tag Master Mix e; o restante com agua estéril para um volume
total de 25 pl. A reacédo foi realizada na seguinte ciclagem: desnaturacéo a
95°C por 15 min; 30 ciclos de 94 °C por 30 s; anelamento por 55 °C por 60 s;
72 °C por 92 s. O tamanho do fragmento nessa etapa é de 900pb.

A segunda etapa da Nested PCR consiste em utilizar iniciadores a uma
concentracéo igual ao da primeira etapa, de 16 pmol, sendo dessa vez para a
regido menor do alvo: SSU561F 5° TGGGATAACAAAGGAGCA 3 e SSU561R
5CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3. A segunda reacdo foi preparada nas
mesmas condi¢bes que a primeira, usando 2 pl como DNA do produto da pri-
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meira etapa diluido 1:10 em agua estéril (45 pl de agua pura para 5 pl do pro-
duto).
Para as amostras de culturas sem isolamento do parasito, a reacao foi

preparada e calculada para adicao de 5 pl de DNA, em ambas as etapas.

4.5.5 PCR para o gene gGAPDH

As amostras que ndo amplificaram na PCR utilizando o alvo 18S, ou cu-
jas sequencias dos produtos amplificados ndo permitiram a identificacdo do
agente etiologico, foram submetidas a PCR utilizando como alvo o gene que
codifica a enzima gliceraldeido-3-fostato-desidrogenase (gGAPDH), de acordo
com Borghesan e colaboradores (2013). Foram adicionados ao DNA extraido:
1pl de cada iniciador (0,4 uM) (GAPTRY — F 5GGBCGCATGGTSTTCCAG’3) e
(GAPTRYr - R 5’CCCCACTCGTTRTCRTACC'3); 2,5 pL de tampéo; 0,75 pL de
MgCl; (1,5 mM); 2 pL de dNTP (200 pM); 0,3 pL de Taq Platinum e o restante
com agua estéril para um volume total de 25 pl.

A reacéo foi realizada na seguinte ciclagem: desnaturacdo por 3 min a
94 °C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C; anelamento por 2 min a 55 °C; extensao por
2 min a 72 °C, tempo total de 2 h e 57min. O tamanho do fragmento nessa eta-

pa é de aproximadamente 800 pb.

4.5.6 Eletroforese em gel de agarose

Para visualizar a amplificacdo dos produtos obtidas em ambas as PCRs,
as amostras (5 pl) foram aplicadas em gel de Agarose 2%, feito em tampéo
TBE (Tris Base 89 mM, Acido Bérico mM e EDTA 2 mM pH 8.0). O peso mole-
cular utilizado foi de 100 pb (faixa de 100 a 1000 pb), com aplicagéo de 3 pl. A
corrida foi realizada em cuba horizontal BioRad em tampéao TBE 1X a uma cor-
rente constante de 90V por aproximadamente 60 min. Nos primeiros 30 min o
gel foi mergulhado em solucédo de Brometo de Etidio, e deixado mais 30 min
em corrida. A visualizacao do produto amplificado foi feita com transiluminador

UV (Gel logic 212 PRO Carestream). O produto amplificado obtido nesta etapa
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€ de aproximadamente 600 pb para o 18S (Noyes et al.,, 1999; Smith et al.,
2008) e de 800 pb para o gGAPDH (Borghesan et al., 2013).

4.5.7 Purificagdo de DNA

Apo6s amplificacdo e confirmacgéo de sua positividade em gel de agarose,
as amostras positivas foram submetidas a purificagdo do DNA utilizando o kit
illustra™ GFX™ PCR DNA / Gel Band Purification (GE, Healthcare), cujo pro-
tocolo consiste em adicionar tampao tipo 3 (captura) (500 pl de tampéo para
100 ul de amostra) no produto amplificado e em seguida passar pela coluna de
purificacdo, através de centrifugacao por 30 s a 16.000 g. Em segunda, foi adi-
cionado 500 pl de tampao tipo 1 (lavagem) na coluna, por mais 30 segundos de
centrifugacéo. Por fim, ocorreu a adicdo de 30 pl de tampéo de Eluicdo para
retirada do DNA retido na coluna. Apos esse procedimento foi realizada eletro-
forese em gel de Agarose nas mesmas condi¢Oes descritas acima para confir-
macao da purificacdo, através da visualizacdo de bandas entre 500 e 600 pb

no gel para o 18S e de aproxidamente 800 pb para o gGAPDH.

4.5.8 Sequenciamento e andlises das sequéncias

As amostras devidamente purificadas foram enviadas a Plataforma de
Sequenciamento (RPTO1A) — PDTIS/Fundag¢ao Oswaldo Cruz — RJ. O preparo
das amostras para envio consistiu em tubos do tipo Eppendorf de 1,5 uL con-
tendo DNA, iniciador (F) e agua e outro tubo correspondente contendo o mes-
mo, s6 que com o iniciador Reverse (R). O volume maximo para a reacao € de
7,5 ul, sendo 1 pl do iniciador para o alvo de interesse a 3,2 pmol. Os outros
reagentes sédo adicionados de acordo com a quantidade do produto purificado.
Normalmente é utilizado 5 uL de DNA e 1,5 uL de agua estéril, porém quando
nao se obtém muito produto purificado, € preciso adicionar um pouco mais de
DNA a reacéo, ajustando assim, o volume da agua para que ao final se mante-
nha o volume total de 7,5 pL. O sequenciamento ocorreu conforme Sanger
(1975), utilizando kit BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Re-
action (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). Foram utilizados 2 uL de DNA,
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1,88 uL de Tampéo 5X, 0,25 uL de BigDye e agua Milli-Q. A reacéo seguiu com
a ciclagem de 35 ciclos de 96 °C durante 15 s, 50 °C durante 10 s e 60 °C du-
rante 4 min.

As reacdes foram realizadas em maquina GeneAmp e analise automati-
ca de sequéncias realizada pelo analisador de DNA (ABI 3730X Applied Bi-
osystem)

Apés o resultado do sequenciamento, as sequencias foram pareadas (F
e R) e editadas no programa SegMan — DNAstar (Lasergene, 1994). A edicéo
foi realizada com base na observacédo de complementariedade das sequéncias,
bem como presenca ou ndo de picos curtos e duplos, ou até mesmo se uma
das fitas estava muito curta. ApGs a edicdo, as sequéncias editadas foram sal-
vas (com extenséo fasta) e esse arquivo foi carregado no site NCBI - GenBank
a fim de comparar as sequéncias editadas com sequéncias ja depositadas por
outros usuarios. Esse ultimo procedimento se chama Blast. Para identificacdo
da espécie e/ou DTU de T. cruzi, adotamos como critério a similaridade com

sequéncias que apresentavam cobertura e identidade igual ou maior que 98%.

4.5.9 Andlise filogenética

Foram incluidas nesta analise apenas as espécies confirmadas pelo cri-
tério anterior e cujas sequencias ndo continham picos duplos e possuiam ta-
manho minimo de 400 pb. O alinhamento com das sequéncias com as sequén-
cias encontradas no Genbank foram alinhadas e editadas no programa Bioedit
(Hall, 1999) A arvore filogenética com o gene 18S foi produzida utilizando o
melhor modelo de substituicdo nucleotidica escolhido no programa jModelTest
versao 2.1, o Kimura 2 parametros (K2 +G) (Kimura, 1980). O método probabi-
listico usado foi de Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood — ML), u-
sando o programa Mega versao 7. A arvore com o alvo gGAPDH, seguiu 0 0
meétodo de distancia Neighbo Joining (NJ) (Saitou e Nei, 1987) e também o
modelo Tamura Nei (TN 9 + G) (Tamura e Nei, 1993).
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4.6 Diagnostico molecular frente a infeccéo por parasitos do género

Leishmania

4.6.1 Extracao de DNA

As amostras de pele, baco e figado coletadas em etanol absoluto foram
submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit comercial Wizard Genomic DNA
Purification, da Promega, Madison, EUA. Uma etapa anterior a utilizacdo do kit
consistiu na hidratacdo dos tecidos com agua MiliQ, por trés vezes. Em segui-
da, foram secos em papel filtro para entédo dar inicio ao processo de extracao,
de acordo com o fabricante. Fragmentos dos tecidos medindo aproximadamen-
te de 0,5 a 1 cm foram colocados em tubos de 1,5 mL (tipo eppendorf) estéreis,
juntamente com solucéo de lise nuclear e proteinase K (20 mg/mL), e deixados
sob temperatura de 55 °C por 3 h. Apds as 3 h, foram adicionados em cada
tubo 200 pL de solucdo de precipitacdo proteica para a separagdo de restos
celulares e proteinas do DNA. Apoés centrifugacé@o por 4 min a 14.000 g, torna-
se visivel ao fundo do tubo a massa proteica, enquanto o DNA fica no sobrena-
dante. Esse sobrenadante contendo o DNA foi entdo transferido para um tubo
contendo 600 pL de isopropanol, dando inicio a etapa de precipitacdo do DNA.
Nesta etapa é possivel visualizar uma massa branca se formando. Apds centri-
fugacdo por 1 min a 14.000 g, foi descartado o sobrenadante e adicionados
600 pL de etanol absoluto. E por ultimo, apds nova centrifugacdo com descarte
novamente do sobrenadante, foram adicionados 600 pL de etanol 70%. O DNA
foi ressuspendido em solucéo de rehidratacao (100 ul) e incubado a 65 °C por
1h até ser estocado no freezer a -20 °C até a etapa de PCR.

Em cada reacdo de extracdo foram usados controles negativos (tecidos
de hamsters ndo infectados) e positivos (baco ou figado de hamsters experi-
mentalmente infectados) e oriundos do biotério do Instituto Oswaldo Cruz. Os
animais do controle positivo foram experimentalmente infectados com cepa de
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP13396 = I0OC-L2483) obtida jun-
to a Colecéo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz — CLIOC e todos os te-

cidos haviam sido previamente testados.
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4.6.2 PCR com alvo para o KDNA de Leishmania sp.

Para a reacao, foi utilizado o Kit comercial Pure Taq Ready To Go —
PCR Beads (GE Healthcare). O alvo escolhido para este estudo foi o fragmento
correspondente a regido do minicirculo do gene KDNA de Leishmania. Esses
iniciadores foram desenvolvidos por Degrave (1994) e previamente utilizados
para diagnostico da infeccdo em mamiferos silvestres por Roque, 2010 e Cas-
sia-Pires (2014): (5’- GGG(G/T) AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA3’) e 152R (5 -
(C/IG)(C/IG)(CIG)(AIT)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3).

O kit Pure Taq Ready To Go ja vem com a enzima DNA polymerase,
dNTPs e tampéao de PCR, todos liofilizados em uma micro esfera. Para um vo-
lume total final de 25 pl, as concentracfes dos reagentes sdo: 2.5 unidades de
Pure Taq DNA polymerase, 200 uM de cada dNTP, 50 mM de KCl e 1.5 mM de
MgCl,. Portanto, apenas necessitando da adicdo dos iniciadores especificos
para kKDNA, como comentado acima (10 pmol), 2 ul do DNA a ser testado e
agua pura (MiliQ). Também foram incluidas nas reacdes as amostras controles
da extracdo (positivo e negativo), além do controle da PCR, que € 25 L da
MIX. A reacao tem duracéo de aproximadamente 2 h, com a seguinte ciclagem:
desnaturacdo — 1min (94 °C); anelamento — 1 min (60 °C); extensédo — 30 s (72
°C) e extensao final — 5 min (72 °C) no Termociclador Esco Swift MaxPro da

Eppendorf.

4.6.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese numa corren-
te constante de 110 V por aproximadamente 50 min numa cuba de eletrofose
vertical (BioRad).

Foram aplicados no gel polimerizado (acrilamida 8%) 6 pl do produto
amplificado mais tampéo de amostra, cuja composicédo: 125 mM Tris-HCI; 4%
de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS); 0,002% de azul de bromofenol; e glicerol
20%. Além, das amostras e dos controles, foi aplicado também o peso molecu-
lar de 50 pb (Promega, Madison, EUA). O tamp&o de corrida utilizado na cuba
foi o TBE. Para a visualizacdo da corrida, os geéis foram corados por Nitrato de
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Prata, através do Kit DNA Silver Staining (GE Healthcare). Sdo 4 as etapas e
respectivas solucdes: Fixacdo em etanol 24%; coloragéo por Prata em si; Re-
velacdo (com a adicdo de Tissulfeto de Sodio 2% e Formaldeido 37%); e Solu-
cao de interrupcéo da reacdo e conservacao dos géis. Os geéis tiveram imagens
documentadas através do densitdmetro GS-800® (Bio-Rad, Hercules, EUA).

Amostras consideradas positivas apresentam bandas de tamanho que
pode variar entre 120 pb a 140 pb (Rodgers, Popper e Wirth, 1990; Marques et
al., 2006).

4.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Microsoft Excel utilizando
o teste Qui-quadrado, sendo consideradas significativas quando o valor calcu-

lado de p foi menor que 0,05.

4.8 Aspectos éticos

As capturas foram realizadas sob a Licenca Permanente IBAMA/ICMBIo
de ndmero 19037-1, com emissao em 25/05/2009, de responsabilidade do
pesquisador Ricardo Moratelli. Os procedimentos com os animais foram previ-
amente aprovados pela Comissdo de Etica do Uso de Animais da Fiocruz (li-
cenca L-81/12). Todos os procedimentos também foram realizados de acordo
com as normas de biosseguranca e todo o lixo biolodgico produzido durante a
expedicao foi levado para descontaminacdo e descarte nas dependéncias da

Fiocruz.
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5 RESULTADOS

5.1 Quiropterofauna analisada

Foram analisados ao todo 181 morcegos (113 machos e 68 fémeas) per-
tencentes a 18 espécies diferentes, sendo 116 (64% do total de capturados)
provenientes da REGUA e 65 (36%) da EFMA. A excec&o de um unico indivi-
duo do género Myotis, pertencente a familia Vespertilionidae (capturado na
REGUA), todos os demais morcegos capturados pertencem a mesma familia,
Phyllostomidae.

A riqueza de espécies foi similar entre as duas areas: quinze na REGUA
e quatorze na EFMA (Figura 5). As duas espécies mais capturadas em ambas
as areas foram Carollia perspicillata [n=54 (47%) na REGUA e n= 29 (45%) na
EFMA] e Artibeus lituratus [n=18 (16%) na REGUA e n=16 (25%) na EFMA].
Além destes, Sturnira lilium também foi bastante capturada na REGUA [n=18
(16%)]. A espécie hematéfgada Desmodus rotundus foi capturada nas duas
areas, sendo seis (5%) individuos na REGUA e quatro (6%) na EFMA. Todas
as demais espécies foram capturadas em nimero menor que quatro individuos
durante todo o trabalho (Figura 5).

Algumas espécies foram capturadas somente em uma das areas: Anou-
ra geoffroyi, Chrotopterus auritus, Lochorrina aurita e Myotis sp, capturadas
somente na REGUA e, Glossophaga soricina, Lonchophylla peracchii e My-

cronycteris microtis capturadas somente na EFMA.
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Figura 5 - Rigueza e abundancia de morcegos capturados em 4 expedi¢oes
cientificas para cada uma das areas: Estacdo Biologica Fiocruz da Mata Atlan-
tica (EFMA) e Reserva Bioldgica de Guapiacu (REGUA).
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Em relacédo a captura de individuos por ponto em cada area de estudo,
temos na REGUA que o maior nimero de capturas foi observado no ponto 2
[n=48 (41%)], seguido dos pontos 1 e 3, [n=40 (34%)] e [n=28(24%)], respecti-
vamente (Tabela 2). Entre as espécies mais abundantes, a maior captura das
espécies C. perspicillata e A. lituratus aconteceu no ponto 2, enquanto que a
espécie S. lilium foi mais abundante no ponto 1 (com maior influéncia antrépi-
ca). Ja na EFMA, houve maior captura nos os pontos 1 e 2 [n=23 cada( 35%)].
Com relacédo a distribuicdo das espécies mais abundantes, C. perspicillata e S.
lilium foram mais abundantes no ponto 2, enquanto que A. lituratus foi mais

abundante no ponto 1 (Tabela 2).
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Tabela 2 — Distribuicdo das espécies de morcegos capturadas por area [Esta-
¢cao Biologica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA) e Reserva Biolégica de Guapi-
acu (REGUA)] e por ponto de amostragem (1, 2 ou 3).

Campo / Pontos

Espécies EFMA REGUA

1 2 3 1 2 3
Anoura caudifer - - 1 2 1 -
Anoura geoffroyi - - - 2 - -
Artibeus fimbriatus - 1 1
Artibeus lituratus 8 2 6 7 8 3
Artibeus obscurus 1 1 - 1 1 -
Carollia perspicillata 9 11 9 11 26 17
Chrotopterus auritus - - - 1 -
Desmodus rotundus 1 2 1 1 4 1
Glossophaga soricina 1 - - -
Lonchophylla peracchii - 1 - - -
Lonchorrina aurita - - - - 1 -
Mycronycteris microtis - 1 - - - -
Myotis sp. - - - 1 - -
Phyllostomus hastatus 2 - - 5 - -
Platyrrhinus recifinus - - 1 - - 1
Sturnira lilium 1 3 - 8 6 4
Sturnira tildae 1 - - - - 2
Vampyressa pusilla - 1 - - 1 -
Total de individuos 23 23 19 40 48 28
Total de espécies 7 9 6 11 8 6

Em relacdo a riqueza de espécies por ponto, na REGUA o ponto 1 foi o
de maior riqueza, com onze espécies diferentes, enquanto na EFMA foi obser-
vado a maior riqueza no ponto 2, com nove espécies diferentes. A figura 6

mostra 0 acumulo de espécies para ambas as areas por noite de captura.
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Figura 6 - Curva de acumulacao de espécies capturadas na Reserva Ecolégi-
ca de Guapiacu/RJ e Estacéo Bioldgica Fiocruz Mata Atlantica/RJ
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Em relacdo ao habito alimentar, houve maior captura de morcegos com
habito frugivoro (alimentam-se de frutos), em ambas as areas de estudo. Quan-
to aos hematdéfagos (sangue), tivemos maior nimero de captura no ponto 2, em
ambas as areas de estudo. Com relacdo aos insetivoros (insetos voando ou
pousados), na EFMA, tivemos apenas uma ocorréncia e foi no ponto 1, ao pas-
so que na REGUA houve duas ocorréncias, ficando distribuidas nos pontos 1 e
2. Os nectarivoros (flores, néctar e poélen) foram ausentes no ponto 1 da EFMA,
com maior ocorréncia no ponto 2, enquanto que na REGUA, eles foram ausen-
tes no ponto 3 e com maior ocorréncia no ponto 1. Em relagdo aos morcegos
onivoros (flores, frutos, insetos, vertebrados, etc), obtivemos apenas duas ocor-
réncias na EFMA (ambas no ponto 1), enquanto que nha REGUA tivemos cinco
capturas, todas também no ponto 1. O habito carnivoro (tetrdpodes) é relatado
apenas para um dos morcegos coletados (C. auritus), capturado no ponto 1 da
REGUA (Tabela 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo do numero de individuos coletados por &rea e ponto em
relacdo aos seus habitos alimentares. O numero de espécies diferentes é apre-
sentado entre parénteses.

Campo/Ponto
Habito alimentar EFMA REGUA Total
1 2 3 Total 1 2 3 Total Geral
Carnivoro - - - - 1 - - 1 1
(1) 1) 1)
Frugivoro 20 18 17 55 28 42 27 97 152
G 6 @ (8) G 6 G 3 (8)
Hemat6fago 1 2 1 4 1 4 1 6 10
v @ @ (1) o @ @© @ (1)
Insetivoro - 1 - 1 1 1 - 2 3
(1) (1) 1 @ 2) )
Nectarivoro - 2 1 < 5 1 - & <
@ @ () 2 @ 2) (4)
Onivoro 2 - - 2 5 - - 5 !
(1) (1) (2) (2) (2)
Total geral 23 23 19 65 40 48 28 116 181

Em relacdo a riqgueza de espécies de morcegos ao longo das expedi-
cOes, somente na segunda expedicao de cada area de estudo houve diferenca
no padrdo de ocorréncia, sendo dezembro/2015 com quinze espécies e No-
vembro/2015 com seis espécies, na REGUA e EFMA, respectivamente.

As espécies do género Anoura foram capturadas apenas no verao na
REGUA (dezembro/fevereiro) e na primavera na EFMA (setembro); A. fimbria-
tus ocorreu apenas no verao na REGUA e na primavera na EFMA; A. lituratus
ocorreu em todas as expedi¢cdes na REGUA e sO ndo ocorreu em setembro na
EFMA; A. obscurus ocorreu em fevereiro na REGUA e em novembro e maio na
EFMA, C. perspicillata ocorreu em todas as expedicfes em ambas as areas; D.
rotundus ocorreu em outubro e dezembro na REGUA, enquanto que na EFMA
s6 nao ocorreu em maio; P. hastatus ocorreu em todas as expedicdes na RE-
GUA e em novembro e maio na EFMA; P recifinus ocorreu na REGUA em de-

zembro e na EFMA em maio; S. lilum sé ndo ocorreu em fevereiro na REGUA e
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em setembro na EFMA; V. pusila ocorreu apenas em fevereiro na REGUA e

em margo na EFMA (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 — Distribuicdo das espécies coletadas na REGUA em cada expedicao

Expedicdes
Espécies 1° 20 3° 40 Total
geral
Anoura caudifer - 1 2 - 3
Anoura geoffroyi - 2 - - 2
Artibeus fimbriatus - - 1 - 1
Artibeus lituratus 3 4 7 4 18
Artibeus obscurus - - 2 - 2
Carollia perspicillata 17 11 7 19 54
Chrotopterus auritus - 1 - - 1
Desmodus rotundus 3 3 - - 6
Lonchorhina aurita - - 1 - 1
Myotis sp. - - - 1 1
Phyllostomus hastatus 2 1 1 1 5
Platyrrhinus recifinus - 1 - - 1
Sturnira lilium 5 8 - 5 18
Sturnira tildae - 1 - 1 2
Vampyressa pusilla - - 1 - 1
Total espécie 5 10 8 6
Total geral 30 33 22 31 116

Tabela 5 — Distribuicdo das espécies coletadas na EFMA em cada expedicao

Expedicbes

Espécies 1° 20 3° 40 Total

geral
Anoura caudifer 1 - - - 1
Artibeus fimbriatus 1 - - - 1
Artibeus lituratus - 5 7 4 16
Artibeus obscurus - 1 - 1 2
Carollia perspicillata 9 5 8 7 29
Desmodus rotundus 2 1 1 - 4
Glossophaga soricina - - 1 1
Lonchophylla peracchii 1 - - - 1
Mycronycteris microtis - - 1 - 1
Phyllostomus hastatus - 1 1 2
Platyrrhinus recifinus - - - 1 1
Sturnira lilium - 2 1 1 4
Sturnira tildae - - 1 - 1
Vampyressa pusilla - - 1 - 1

Total espécie 5 6 8 6

Total geral 14 15 21 15 65
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5.2 Exame afresco

Apenas uma amostra foi positiva no exame a fresco. A amostra foi cole-
tada de S. lilium, na REGUA (LBT 7559), na ultima expedicdo. Essa amostra
também foi positiva na hemocultura com isolamento tanto para sangue inocula-

do em meio LIT como em meio Schneider.

5.3 Infeccdo em amostras de sangue e caracterizacdo molecular

Um total de conte e quatro morcegos (13%) apresentaram hemocultivos
(em LIT e/ou Schnneider) positivos, sendo dezessete provenientes da REGUA
e 7 da EFMA. A diferencga entre as taxas de infeccéo (15% na REGUA e 11%
na EFMA) nao foi estatisticamente significante (p=0,46).

Considerando as taxas de infeccdo por ponto, na REGUA houve mais
morcegos infectados no ponto 3, com 21% dos positivos para essa area. En-
guanto que para a EFMA, o ponto com maior taxa de infeccéo foi o ponto 2,
com 22% dos positivos para esse campo. Nenhum morcego foi positivo no pon-
to 3 na EFMA (tabela 6). As diferencas de taxas de infec¢do entre os pontos
nao foram estatisticamente significante nem na REGUA (p= 0,51) nem na EF-
MA (p= 0,07).

Tabela 6 — Taxa de positividade por culturas de sangue em morcegos captura-
dos na Estacéo Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA) e Reserva Biologi-
ca de Guapiacu (REGUA), dividido por ponto de amostragem (1, 2 ou 3).

Ponto EFMA REGUA Total
1 9% 13% 11%
2 22% 13% 15%
3 0% 21% 13%
Total 11% 15% 13%

Em relagdo as espécies infectadas, um total de seis espécies diferentes
foram positivas na EFMA e/ou REGUA. Na EFMA, foram quatro espécies dife-
rentes: C. perspicillata (N=4; 13,8%), A. lituratus (N=1; 6%), S. lilium (N=1;
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25%) e D. rotundus (N=1; 25%) Na REGUA foram cinco espécies: C. perspicil-
lata (N= 7; 13%), S. lilium (N=5; 28%), D. rotundus (N=3; 50%), A. caudifer (N=
1; 33%) e A. geoffroyi (N=1; 50%).

Em relacdo a taxa de infeccdo por habito alimentar, na REGUA o que
apresentou maior taxa de infeccdo foi o hematéfago, com 50% de individuos
infectados. E na EFMA foi observado o mesmo perfil de infec¢do, com taxa de
25% de individuos infectados (Tabela 7).

Tabela 7 - Taxas de infec¢do em relagdo ao habito alimentar do hospedeiro
observada através da cultura de sangue de morcegos capturados na Estacao
Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA) e Reserva Biolégica de Guapiagu

(REGUA).

Habito alimentar EFMA REGUA Total geral
Carnivoro 0,0% 0,0% 0,0%
Frugivoro 10,9% 12,4% 11,8%
Hematofago 25,0% 50,0% 40,0%
Insetivoro 0,0% 0,0% 0,0%
Nectarivoro 0,0% 40,0% 25,0%
Onivoro 0,0% 0,0% 0,0%

Total geral 10,8% 14, 7% 13,3%

Dos vinte e quatro morcegos positivos, dez (42%) foram positivos so-
mente no meio LIT (oito na REGUA e dois na EFMA), quatro (17%) somente
positivos em Schneider (todos oriundos da REGUA) e dez (42%) positivos em
ambos os meios (cinco na REGUA e cinco na EFMA). Na tabela 7 estéo dis-
postas as espécies positivas e o(s) meio(s) em que foram positivas, além da
obtencéo ou ndo do parasito viavel em cultura (isolado).

Na REGUA, dos dezessete morcegos positivos, em oito (47%) deles foi
possivel o isolamento de parasitos em cultura, enquanto que na EFMA, o su-
cesso de isolamento de parasitos dentre 0s morcegos com hemocultivos positi-
vos foi de 86% (6/7). Na REGUA, dos oito isolados, seis foram isolados somen-
te em LIT, enquanto que um foi isolado em meio Schneider e um isolado em
ambos. Na EFMA, das sete isolados trés foram isolados em LIT, um isolado em
Schneider e dois em ambos (Tabela 8).
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Como dez morcegos foram positivos tanto no meio LIT como no meio
Schnneider ficamos com um total de trinta e quatro amostras para serem exa-
minadas. Destas trinta e quatro, obtivemos sucesso no isolamento de dezesse-
te amostras, as quais foram caracterizadas e encontram-se criopreservadas na
COLTRYP. Em dezesseis amostras, apesar de termos visualizado parasitos
durante o acompanhamento, as culturas ndo se estabeleceram e o diagnostico
foi realizado em material de massa celular. Em uma delas (no meio LIT do
morcego LBT 7663) ndo foi possivel nem o isolamento e nem a obtencéo de
massa celular e por isso a amostra nao foi caracterizada (Tabela 8).

Todas as trinta e trés amostras positivas nas hemoculturas que conse-
guimos extrair DNA foram submetidas a PCR 18S SSU rDNA e apenas uma
delas (LBT 6873) nao foi positiva nas duas etapas da reacao (Figura 7). Esta
amostra, assim como a amostra do LBT 7439 foram positivas na PCR com o
alvo gGAPDH, confirmando a infeccdo por tripanosomatideos em todas estas

amostras.
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Figura 7 - Foto representativa do gel de Agarose 2% da segunda etapa da rea-
céo de PCR utilizando como alvo 18S SSU nas amostras de morcegos com
hemoculturas positivas

Legenda: PM) peso molecular, 100pb (com faixa de 100 a 1000); 1)LBT6890;
2)LBT7118S; 3)LBT 7118L; 4)LBT7137; pos) Controle positivo; e neg) Controle negati-

Vo.

As trinta e trés amostras positivas na PCR 18S SSU rDNA e/ou gGAP-
DH foram submetidas a purificacdo antes do envio a Plataforma de Sequenci-
amento da Fiocruz. Conseguimos confirmar a presenca de uma banda Unica

apo6s a purificagdo em todas as trinta e trés amostras (Figura 8).
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Figura 8 - Foto representativa do gel de Agarose 2% do produto de PCR 18S
SSU purificado

Legenda: PM) peso molecular, 100pb; 1)LBT6890; 2)LBT7118S; 3)LBT 7118L;
4)LBT7137.

Nenhuma das 541 culturas de pele, baco ou figado dos morcegos anali-
sados foi positiva.
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Tabela 8 — NUmero de registro, localizagdo e espécie de morcegos com hemo-

cultivos positivos na Estacéo Biologica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA) e Re-

serva Biologica de Guapiagu (REGUA), indicando o meio de cultura em que foi

observada a positividade, o sucesso de isolamento e o resultado da caracteri-
zacao molecular.

Caracterizacéo alvo 18S

LBT Local Espécie Meio* Isolamento* SSU rRNA

7439 REGUA  Anoura caudifer L Sim (L) Crithidia mellificae”

7149 REGUA  Anoura geoffroyi L/S N&o T dionisii (L/S)

6873 REGUA Carollia perspicillata L N&o Trypanosoma. sp.'**

6890 REGUA Carollia perspicillata L N&o Trypanosoma. sp”

7578 REGUA  Carollia perspicillata L N&o Trypanosoma. spl

6882 REGUA  Carollia perspicillata L Sim (L) T. cruzi Tcl

7557 REGUA  Carollia perspicillata L Sim (L) T. dionisii

7137 REGUA  Carollia perspicillata S N&o T. dionisii

7455 REGUA  Carollia perspicillata S Sim (S) T. dionisii

6889 REGUA  Desmodus rotundus L Sim (L) T. dionisii

7118 REGUA  Desmodus rotundus L/S N&o Trypanosoma sp2 (L/S)
7123 REGUA  Desmodus rotundus S N&o Trypanosoma. sp2

6875 REGUA  Sturnira lilium L Sim (L) T. dionisii

7138 REGUA  Sturnira lilium L/S N&o Trypanosoma.sp® (L) / - (S)
7148 REGUA  Sturnira lilium L/S Sim (L) T.dionisii.(L) / T. cruzi Tc 1 (S)
7559 REGUA  Sturnira lilium L/S Sim (L/S) T. dionisii (L/S)

7128 REGUA  Sturnira lilium S Nao T. cruzi

6967 EFMA Artibeus lituratus L/S Sim (L) T.cruzi Tc Il (L)/ T. dionisii (S)
7668 EFMA Carollia perspicillata L N&o T. cruzi Tc IV

7666 EFMA Carollia perspicillata L Sim (L) Trypanosoma. spl

6968 EFMA Carollia perspicillata L/S Sim (L) T. dionisii (L/S)

7663 EFMA Carollia perspicillata L/S Sim (S) T. dionisii (S) - (L)

6973 EFMA Desmodus rotundus L/S Sim (L/S) T. dionisii (L/S)

6969 EFMA  Sturnira lilium LIS Sim (L/S) T. dionisii (S)/ Trypanoso-

ma.sp” L

* L= LIT; S = Shnneider
** Gene alvo - gGAPDH
'Picos duplos e/ou similaridade baixa no Blast

Analisadas filogeneticamente

Dezessete amostras (51%), de treze morcegos diferentes (54%) foram

caracterizadas como T. dionisii. Dessas dezessete amostras, o DNA obtido da
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massa celular em meio Schnneider da amostra LBT 6968 apresentou sequén-
cias com picos duplos no eletroferograma e, portanto, esta sequencia nao foi
incluida na andlise filogenética, apesar da analise por similaridade no Blast ter
confirmado a infec¢ao por T. dionisii com similaridade de 100% (anexo A). Ca-
be lembrar que deste mesmo animal, conseguimos isolar e caracterizar os pa-
rasitos no meio LIT, confirmando a infec¢do por T. dionisii. Nesta analise, po-
demos observar que todas as demais 16 amostras estdo agrupadas na parte
superior da arvore, em clado separado dos demais (Figura 9).

Em relacdo a origem dos morcegos infectados por este parasito, oito de-
les foram coletados na REGUA e cinco na EFMA. As espécies de morcegos
infectadas foram: C. perspicillata (5), S. lilium (4), D. rotundus (2), A. lituratus
(1) e A. geoffroyi (1). Um destes morcegos, um A. lituratus LBT 6967 havia sido
positivo nos dois meios de cultura utilizados e, enquanto a populacdo parasita-
ria presente no meio Schnneider foi caracterizada como T. dionisii, 0s parasitos
isolados em meio LIT foram caracterizados como T. cruzi Tclll, confirmando a
infeccdo mista do animal. Situacdo semelhante foi observada para um S. lilium
coletado na REGUA (LBT 7148), onde a amostra em LIT foi caracterizada co-
mo T. dionisii e a amostra em Schnneider como T.cruzi Tcl (Figuras 9 e 10).
Um terceiro morcego que apresentou positividade nos dois meios de culturas
analisados (LBT 6969) foi confirmado infectado por T. dionisii em meio Schn-
neider, mas a identificacdo da espécie de Trypanosoma presente na amostra
em LIT nao foi possivel dada a baixa qualidade e a presenca de picos duplos
na sequencia obtida.

Além dos dois morcegos anteriores com infeccdo mista com T. dionisii,
outros 3 morcegos tiveram a infecgdo confirmada por T. cruzi. Um C. perspicil-
lata coletado na EFMA (LBT 7668) apresentou identidade de 100% e foi agru-
pado na arvore filogenética juntamente com outros isolados de T. cruzi TclV
(Figuras 9 e 10). A amostra de outro C. perspicillata coletado na REGUA (LBT
6882) apresentou identidade acima de 98% para duas DTUs de T. cruzi (Tcl e
TclV), mas seu posicionamento na arvore filogenética definiu esta populagéo
como pertencente a DTU Tcl (Figura 11). Ja um S. lilium coletado na REGUA
(LBT 7128) apresentou identidade acima de 98% com as DTUs Tcl e TclV de

T. cruzi, mas a presenca de picos duplos na sequencia ndo possibilitaram sua
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insercao na analise filogenética. Por isso, a identificacdo do parasito em ques-
tdo limitou-se a T. cruzi, sem definicdo da sua DTU (Figuras 9 e 10).

Um total de quatro amostras, derivadas de trés diferentes morcegos
(LBT 6890, LBT 7118 e LBT 7123), apresentaram identidade no Blast maior ou
igual a 98% para espécies de Trypanosoma ainda nao descritas e foram defini-
das apenas como Trypanosoma sp. Essas amostras tiveram sequencias simila-
res com espécies de tripanossomas de morcegos neotropicais capturados no
Brasil (RNMO63 e RNMO56). Essas amostras foram posicionas na base da
arvore filogenética, agrupadas juntas em um grupo monofilético (Figura 10).

Outras amostras, provenientes dos morcegos LBT 7138, LBT 7578 e
LBT 7666 apresentaram baixo percentual de identidade que pudessem definir a
espécie de Trypanosoma envolvida. De modo geral, estas trés amostras apre-
sentaram baixa qualidade de sequencia e presenca de picos duplos, e foram
definidas apenas como Trypanosoma sp. com base nas caracteristicas morfo-
l6gicas observadas em cultura e na positividade da reacdo de PCR usando o
gene 18S SSU.

A amostra proveniente do morcego LBT 6873, um C. perspicillata cole-
tado na REGUA foi negativa na PCR do 18S SSU, mas positiva quando testada
frente ao alvo do gGAPDH. As sequéncias obtidas, no entanto, foram de baixa
qualidade e apresentaram varios picos duplos, impossibilitando a identificacao

do parasito. Esta amostra também foi classificada como Trypanosoma sp.
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Figura 9 - Arvore filogenética para o gene 18S pelo método Maxima Verossimi-
Ihanca com base na matriz de distancia Kimura 2-parametros (K2 + G).

' LBT 69675
LBT 7435
LBT 69735

LBT T973L

LBT 6968L

LBT 71495

LBT T149L

FJ001666.2 Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, complete sequence
KR505444 1 Trypanosoma dionisii clone 1 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence

a7 FJ001667.2 Trypanosoma dionisii cullure-collection TCC/USP 485 18S ribosomal RNA gene, complete sequence

40
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KF557745.1 Trypanosoma dionisii isolate CBT 59 185 rnibosomal RNA gene, partial sequence
LBT 7557

LBT 7663
K¥227603.1 Trypanosoma dionisil isolate R15-084 185 ribosomal RNA gene, partial sequence
ol

KX227602 1 Trypanosoma dionisii isolate R15-092 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
__LBT 6875
LBT7559L

— KJ817042.1 Trypanosoma dionisii isolate M1011 185 ribosomal RNA gene, partial sequence

KF557744,1 Trypanosoma dionisii isclate CBT 58 185 ribosomal RNA gene, partial sequence

FJ001661.1 Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP: 1087 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
LBT 7137

|

LBT 6889
LBT&96495
LBT 75595
LBT TI48L

—— AF301912.1 Trypanosoma cruzi strain Y ‘ DTUI

LBT To68

EU755217.1 Trypanosoma cruzi isclate TryCC 82 DTU IV
a2 AF288660.1 Trypanosoma cruzi strain MT3663 185 ribosomal RNA gene, complete sequence

LBT 69671 pTU I
AF245382.1 Trypanosoma cruzi strain Dm28c 185 ribosomal RNA gene, complete sequence
LBT 6882

LBT 71485

DTU I

LBT 6390

KT368795,1 Trypanosoma sp, RNMOSE 185 ribosomal RNA gene, partial sequence
KT368796.1 Trypanosoma sp. RNMOG3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence

LBT TIISL
LBT 71185
LBT 7123

|KF192994.1 Trypanosoma livingstonei isolate TCC2338

om

100 | KF192993.1 Trypanosoma livingstonei isolate TCC2348
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Figura 10 - Arvore filogenética para o gene 18S, para disposi¢cdo de DTUs, uti-
lizando o método Maxima Verossimilhanga com base na matriz de distancia
Kimura 2- parametros.

FJ183397_TryCC 862_Tclll
LBT 6967L
AF288660_MT3663_Tclll
FJ001630_TCC/USP:186_TcV
86 | FJ549373_TryCC185_TeV
FJ001618_TCC/USP:204_Tcbat
96 | FJ001617_TCC/USP:203_Tcbat
AF301912-Y_Tell
FJ001625_TCC/USP:873_Tcll
AF245383_CLBR_TcVI
FJ555615_TryCC 206_TclV
LBT 7668
AJ009148_CAN Iil cl1_TclV

AF245382_Dm28c_Tcl

LBT 6882
79| AY785573_Jose cl1_Tcl

LBT 7148S

B3

40

32

r KX227602.1 Trypanosoma dionisii isolate R15-092 18S
100l KX227600.1 Trypanosoma dionisii isolate R12-302 18S

nnz

A espécie monoxénica, Crithidia melifficae foi isolada de um macho da
Anoura caudifer (LBT 7439), coletado na REGUA. Este isolado desde o inicio
parecia tratar-se mesmo de um tripanosomatideo que nao pertencente ao gé-
nero Trypanosoma, pela presenca, em cultura, de formas que se assemelha-
vam a formas coanomastigotas. De fato, as sequencias obtidas na PCR com o
alvo 18S SSU sugeriam a infeccdo por um tripanosomatideos monoxénico, no
entanto as sequencias de retorno obtidas no Blast apresentam identidade baixa
(préxima a 90%). Esta amostra foi entdo testada com a PCR com o alvo
gGAPDH e a sequencia obtida apresentou 99% de identidade com varias se-
qguencias de Crithidia melifficae, confirmando a infec¢do. A analise filogenética
confirmou a identificacdo de C. melifficae, posicionando este isolado junto a
outras sequéncias de referéncia da espécie em um unico clado, tanto no mode-

lo Kimura 2p, quanto no modelo Tamura Nei (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Arvore filogenética para o gene gGAPDH com o método Neighbor-
joining, utilizando matriz de distancia Kimura 2- parametros

45 Crithidia mellificae clone 277-1+2i (KJ713340)
72L Crithidia mellificae clone 277-1+2a (KJ713332)
1001l Crithidia mellificae clone 277-1+21 (KJ713343)

B0
LBT 7439
35| b————— L eptomonas tenua isolate B08-466(KF054086)
Crithidia fasciculata (AF047493)
100 49 — Crithidia confusa isolate 320AR (JF717832)

1l — Leptomonas bifurcata isolate 53CR (DQ910928)
Leishmania chagasi isolate CBT 126 (KJ697706)
499|— Leishmania braziliensis isolate CBT156 (KP197179)
Trypanosoma livingstonei isolate TCC1935 (KF192965)

100 | Trypanosoma wauwau strain BMC1069 (KR653218)
| Trypanosoma wauwau strain CBT 68 (KR653217)

100 Trypanosoma dionisii (FJ649494)
33 Trypanosoma dionisii (FJ649494)

Trypanosoma dionisii isolate TryCC 211 (GQ140362)

38

= 100 | Trypanosoma cruzi marinkellei isolate TryCC 501 (GQ140361)

Trypanosoma cruzi marinkellei isolate TryCC 344 (GQ140360)

100 Trypanosoma cruzi isolate TryCC 1122 (GQ140359)
100! Trypanosoma cruzi isolate TryCC 793 (GQ140358)

0.02
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Figura 12 - Arvore filogenética para o gene gGAPDH utilizando o método de
Maxima Verossimilhanga, com base na matriz de distancia de Tamura — Nei
(TN 93 +G)

Crithidia confusa isolate 320AR (JF717832)

Leptomonas bifurcata isolate 53CR (DQ910928)

Leishmania chagasi isolate CBT 126 (KJ697706)

Leishmania braziliensis isolate CBT156 (KP197179)

100

Crithidia fasciculata (AF047493)
Leptomonas tenua isolate B08-466(KF054086)
LBT 7439
Crithidia mellificae clone 277-1+2i (KJ713340)
Crithidia mellificae clone 277-1+2| (KJ713343)
Crithidia mellificae clone 277-1+2a (KJ713332)
—— Trypanosoma livingstonei isolate TCC1935 (KF192965)
100 |Trypanosoma wauwau strain BMC1069 (KR653218)

100 |Trypanosoma wauwau strain CBT 68 (KR653217)

100 | Trypanosoma dionisii (FJ649494)
& | 87 Trypanosoma dionisii (FJ649494)

Trypanosoma dionisii isolate TryCC 211 (GQ140362)

g3 Trypanosoma cruzi marinkellei isolate TryCC 501 (GQ140361)
Trypanosoma cruzi marinkellei isolate TryCC 344 (GQ140360)
59 Trypanosoma cruzi isolate TryCC 1122 (GQ140359)
100 1 Trypanosoma cruzi isolate TryCC 793 (GQ140358)

91

0.05

5.4 Analise molecular da infeccao pelo género Leishmania

Os tecidos pele, baco e figado coletados em etanol absoluto, foram
submetidos a PCR com alvo para regido do KDNA de Leishmania. Ao todo fo-
ram encontrados trinta (16,6%) individuos infectados por Leishmania sp. (de-
teccdo do kDNA do parasito em ao menos um dos tecidos analisados) sendo
dezessete provenientes da REGUA e treze da EFMA, sem diferenca estatistica
entre as taxas de infeccdo (15% na REGUA e 20% na EFMA) (p=0,35). Estes
individuos pertenciam a dez espécies diferentes, sendo sete provenientes da
REGUA e oito da EFMA (Figura 13).

Na REGUA, as maiores taxas de infec¢cédo foram observadas nos pontos
2 (18,8%) e 1 (17,5%), e a menor no ponto 3 (3,6%). Na EFMA houve maior
taxa de infeccédo no ponto 3 (36%), seguida pelo ponto 2 (21,7%) e 1 (4,3%). A
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diferenca da infeccdo entre os pontos nado foi estatisticamente diferente na
REGUA (p= 0,16), mas foi na EFMA (p= 0,03) (Tabela 9).

Figura 13 — Foto representativa de um gel de poliacrilamida 8% contendo a-
mostras de pele de morcegos provenientes da EFMA testados frente a infeccéo
por Leishmania sp. através da reacdo de PCR utilizando como alvo um frag-
mento do KDNA destes parasitos.

PM1§3456789p§neg MIX

Legenda: PM) peso molecular, 50pb; 1 a 3, 5, 7 e 8 = amostras negativas; 4,6, e 9,
amostras positivas, respectivamente: LBT 6969, 6971, e 6974; controle negativo, controle posi-
tivo e controle da Mix.

Tabela 9 — Prevaléncia da infec¢do por Leishmania sp. em morcegos captura-

dos em diferentes pontos (1, 2 ou 3) na Estacéo Biologica Fiocruz da Mata A-
tlantica (EFMA) e Reserva Bioldgica de Guapiacu (REGUA).

Campo
Ponto
EFMA* REGUA Total
1 4,3% 17,5% 12,7%
2 21,7% 18,8% 19,7%
3 36,8% 3,6% 17,0%
Total geral 20,0% 14,7% 16,6%

* Estatisticamente significante (p<0,05)
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Seis espécies diferentes de morcegos apresentaram infec¢cdo por Lei-
shmania sp. em fragmentos de pele, sendo cinco espécies provenientes de
cada area: A. caudifer, A. fimbriatus, A. obscurus, C. perspicillata, S. lilium e V.
pusila. Verificamos também alguns individuos com infec¢ao por Leishmania sp
em mais de um tecido. Ao todo foram quatro individuos infectados tanto na pele
como no figado, sendo trés deles na EFMA e um deles na REGUA. A infec¢éo
em pele e baco em um mesmo individuo foi verificada apenas na REGUA, com
duas espécies do género Artibeus infectadas. Além disso, verificamos infec¢ao
somente no figado em quatro individuos, sendo dois na REGUA e dois na EF-
MA em trés diferentes espécies. Nao encontramos nenhum morcego cuja in-
feccéo por Leishmania sp foi confirmada apenas em amostras de baco (Tabela
10).

Tabela 10 — Distribuicdo da infec¢do por Leishmania sp. em tecidos e espécies

de morcegos na Estacéo Biologica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA) e Reser-
va Biologica de Guapiacu (REGUA).

Tecido/Espécie EFMA REGUA Total
Figado
Anoura caudifer - 1 1
Artibeus lituratus 1 1 2
Carollia perspicillata 1 - 1
Total 2 2 4
Pele
Anoura caudifer 1 2 3
Artibeus fimbriatus 1 - 1
Artibeus obscurus 1 1 2
Carollia perspicillata 3 4 7
Sturnira lilium 2 4 6
Vampyressa pusila - 1 1
Total 8 12 20
Pele/Baco
Artbeus obscurus - 1 1
Artibeus lituratus - 1 1
Total - 2 2
Pele/Figado
Artibeus lituratus 1 - 1
Desmodus rotundus 1 - 1
Lonchophylla peracchii 1 - 1
Sturnira lilium - 1 1
Total 3 1 4
Total geral 13 17 30
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Quando observada a infeccdo por KDNA em cada tecido nas duas areas,
a pele foi o tecido que mais apresentou infeccdo, com um total de vinte e seis
individuos infectados (14,4%), sendo quinze (12,9%) deles na REGUA e onze
na EFMA (16,9%). O figado foi o segundo tecido a apresentar maior prevalén-
cia de infeccdo, com oito individuos infectados ao todo (4,4%), sendo trés
(2,6%) na REGUA e cinco (7,7%) na EFMA. Apenas dois (1,1%) individuos a-
presentam infeccdo em baco, ambos capturados na REGUA.

Avaliando separadamente cada um dos pontos de coleta, pudemos ob-
servar que na REGUA, a taxa de infec¢do por Leishmania sp. em morcegos foi
maior no ponto 2 (16,7%) para pele e no ponto 1 (5%) para o tecido bagco — o
anico ponto com morcego positivo. Ainda na REGUA, a maior taxa de infeccdo
no figado ocorreu no ponto 1 (5%), sendo que néo foi detectada infeccdo em
nenhum individuo do ponto 3.

Na EFMA encontramos maior taxa de infeccdo por Leishmania sp. em
morcegos capturados no ponto 3, tanto em pele (31,6%), quanto em figado
(15,8%) (tabela 11). Dado o baixo numero amostral por categoria, hdo foram
realizados testes estatisticos para suportar estatisticamente as diferencas ob-

servadas.
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Tabela 11 — Taxas de infeccao por Leishmania sp. em tecidos e espécies de
morcegos capturados na Estacédo Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica (EFMA) e
Reserva Bioldgica de Guapiacu (REGUA).

EFMA REGUA Total
Pele
1 0,0% 15,0% 9,5%
2 21, 7% 16,7% 18,3%
3 31,6% 3,6% 14,9%
Total 16,9% 12,9% 14,4%
Baco
1 0,0% 5,0% 3,2%
2 0,0% 0,0% 0,0%
3 0,0% 0,0% 0,0%
Total 0,0% 1,7% 1,1%
Figado
1 4,3% 5,0% 4,8%
2 4,3% 2,1% 2,8%
3 15,8% 0,0% 6,4%
Total 7,7% 2,6% 4,4%

Considerando a taxa de infeccéo por Leishmania sp. em relacdo ao habi-
to alimentar, foi observada uma maior taxa nos morcegos nectarivoros, tanto
na REGUA quanto na EFMA. A taxa de infeccdo para morcegos de habito he-
matofago foi a segunda maior na EFMA, enquanto néo foi observada infeccdo

em animais com este habito alimentar na REGUA (Tabela 12).

62



Tabela 12 — Taxas de infeccéo por Leishmania sp. em morcegos de diferentes
habitos alimentares capturados na Estacao Bioldgica Fiocruz da Mata Atlantica
(EFMA) e Reserva Bioldgica de Guapiacu (REGUA).

Habito alimentar EFMA REGUA Total geral
Carnivoro 0% 0% 0%
Frugivoro 18% 14% 16%
Hematofago 25% 0% 10%
Insetivoro 0% 0% 0%
Nectarivoro 67% 60% 63%
Onivoro 0% 0% 0%

Total geral 20% 15% 17%
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho procuramos entender a diversidade de tripanosomatideos
e como ela se distribui através de seus hospedeiros quirdpteros, em duas a-
reas com paisagens diferentes: uma preservada (REGUA), e a outra bem mais
degradada (EFMA). Sendo assim, dentro de cada area procuramos algum pa-
drdo que revelasse como parasitos e hospedeiros estdo condicionados pelas
mudancas ambientais; e iSso seria testado através da amostragem de hospe-
deiros e parasitos em pontos de captura com gradiente crescente de preserva-
cdo. A quiropterofauna semelhante entre as areas de estudo, apesar do nivel
distinto de preservacédo entre elas, resultou em que as taxas de infeccdo e di-
versidade de parasitos fossem muito semelhantes entre si.

De acordo com os resultados de captura obtidos, foi detectada maior
abundancia de morcegos na REGUA, enquanto a riqueza de espécies nao foi
significativamente diferente entre as areas: quinze espécies para REGUA e
quatorze para a EFMA. Em relacdo a abundancia, podemos associar as ques-
tdes climaticas, como alta ocorréncia de chuva na regido da EFMA durante as
noites de capturas, principalmente nos meses de novembro e margo. Em rela-
cdo a similaridade na riqgueza de espécies, parece que, apesar de as areas a-
presentarem um perfil distinto de preservacdo, 0S morcegos conseguem se
adaptar bem a estas mudancas, uma vez que sao capazes de usar a0 maximo
0s recursos que o local ofereca, além de poder dispersar com facilidade no
ambiente (Pires et al.,, 2002; Estrada et al., 2004; Gorresen e Willing, 2004;
Bernard e Fenton, 2007; Trevelin et al., 2013).

Foi possivel observar que a maior riqueza de espécies ocorreu no ponto
intermediario de preservacao (ponto 2) na EFMA, enquanto que na REGUA foi
no de maior perturbacéo (ponto 1), o que, ao menos na REGUA, corrobora os
dados de Souza e colaboradores (2015) num estudo com comunidade de qui-
répteros naquela localidade. O ambiente mais antropizado pode fornecer mais
recursos de forrageio e de abrigo do que na mata continua. E ainda, algumas
espécies podem se adaptar a um fragmento menos preservado, como A. litura-
tus, que € uma espécie indicadora de ambientes perturbados (Reis et al.,
2003). Apesar de na EFMA a rigueza de espécies ter sido maior no ponto 2, a

diferenca entre os pontos 1 e 2 foi pequena, em comparacdo com a riqueza

64



bem menor observada no ponto mais preservado da area (ponto 3). Em ambas
as areas, portanto, areas com maior influéncia antropica apresentaram uma
maior riqueza de espécies em comparag¢do com a area de mata mais preserva-
da, reforcando a grande capacidade de adaptacdo destas espécies a estes
ambientes modificados. Cabe ressaltar que as diferencas entre as areas fazem
com que, em termos de degradacdo ambiental e influéncia antrépica, o ponto 2
da EFMA néo seja tao diferente do ponto 1 da REGUA.

Embora o estado do Rio de Janeiro tenha registro de ocorréncia de 8
familias de quirépteros (Peracchi e Nogueira, 2010), neste trabalho foram cap-
turadas espécies de uma Unica familia, Phyllostomidae, a excecdo de um unico
individuo de Myotis sp. capturado na REGUA e que pertence a familia Vesperti-
lionidae. De fato, a familia Phyllostomidae € a mais encontrada nas regides
neotropicais (Fenton et al., 1992), e também € a que possui maior nimero de
espécies (150 espécies) (Simmons, 2005). Além disso, Souza e colaboradores,
(2015) também encontraram essas mesmas espécies de filostomideos na RE-
GUA, e outros trabalhos também reportaram uma grande diversidade de espé-
cies de filostomideos em areas florestais do Parque Estadual Pedra Branca e
Macico da Tijuca, regido onde localiza a EFMA (Esbérard, 2003). A captura de
espécimes pertencentes a outras familias de morcegos pode ter sido dificultada
pela metodologia usada, em funcdo da maior percepcéo (ecolocalizacdo bem
mais desenvolvida) das redes de neblinas por membros destas outras familias
(Portfors et al., 2000; Gorresen et al., 2008).

Outro ponto a ser destacado € que empregamos no trabalho a metodo-
logia de rede de espera. Isso significa que os animais amostrados sdo apenas
agueles que estdo de passagem nos locais onde as redes foram dispostas. A
escolha destas areas seguia sempre possiveis rotas de voos, localizadas pro-
ximas a vegetacdo com presenca de frutos. Esta abordagem esta intimamente
ligada a ecologia de cada espécie, pois algumas espécies ficam mais propen-
sas a serem coletadas devido ao horario de forrageio, organizagdo da colbnia,
populacao e, principalmente, o tipo de alimentacdo. Este fato, aliado a um es-
forco amostral que, apesar de grande, ainda é insuficiente quando comparado
ao esforco amostral descrito em trabalhos de ecologia de populag6es, resultam

em gue neste trabalho a riqueza de morcegos observada foi menor do que ob-
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servada em outros estudos ja conduzidos nas mesmas areas (Dias, Peracchi e
Silva, 2002; Esbérard, 2003; Souza, R. D. F. et al., 2015).

Outro aspecto que explica a maior captura em ambas as areas de espé-
cies de alimentacdo predominantemente frugivora, é a altura das redes, capa-
zes de capturar aguelas espécies que voam proximas aos vegetais com flora-
cao e frutificacdo. No caso especifico das espécies C. perspicillata e S. lilium,
podemos associar a grande abundancia na sua captura a presenca de arvores
das familias Piperaceae e Solanaceae, que produzem frutos descritos como
preferidos por essas duas espécies, respectivamente (Marinho-Filho et al.,
1991; Bizerril e Raw, 1998; Mello, Kalko e Silva, 2008). A espécie A. lituratus,
que também foi abundante nas duas areas, possui dieta mais generalista, inclu-
indo espécies das familias Piperaceae, Solanaceae, Moraceae e Cecropiaceae
e do género Ficus, mas, dependendo da escassez, podem incorporar insetos a
sua dieta. Alias, as trés espécies mais abundantes no presente trabalho apre-
sentam como caracteristica a flexibilidade de habito alimentar, tornando comum
o0 encontro de restos de insetos, folhas e pélen nos estudos com suas fezes
(Carvalho, 2008; Leonan et al., 2009).

C. perspicillata foi a espécie mais abundante em todas as capturas em
ambas as areas. Entre as areas, esta espécie foi mais abundante na REGUA
do que na EFMA, provavelmente pelo fato de ja ter sido descrito que esta €
uma espécie encontrada principalmente em areas de mata, que sao muito mais
preservadas na REGUA (Mendes et al., 2014). Em relacdo a espécie A. litura-
tus, pode ser notado que na EFMA né&o ha diferenca no padrdo de captura en-
tre os pontos, enquanto que na REGUA é possivel observar que sua frequéncia
diminui no ponto de mata mais preservado (ponto 3). Isso pode se traduzir no
fato de a EFMA possuir nos trés pontos caracteristicas marcantes de floresta
secundaria em regeneracdo, com abundancia de espécies vegetais tipicas de
areas em processo de regeneracdo. Outro ponto que explicaria a captura ho-
mogénea dessa espécie na EFMA é o fato da espécie se adaptar bem nesses
ambientes com interferéncia antropica, ser capaz de ocupar diferentes ambien-
tes, percorrer grandes distancias e possuir uma dieta eclética (Menezes et
al.2008). A presenca de P. hastatus apenas no ponto 1 em ambas as areas
indica a adaptacdo da espécie a ambientes perturbados. A espécie possui uma

dieta variada, incluindo predacédo de outras espécies de morcegos, e consegue
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se abrigar em constru¢cdes humanas; resultando em sua proximidade com o
homem (Esbérard et al., 1994; Oprea et al., 2006). A espécie P. recifinus, en-
démica do leste do Brasil, foi capturada apenas no ponto 3 para ambas as a-
reas, sugerindo sua presenca ligada a ambientes mais Umidos, de mata fecha-
da e, consequentemente, com maior nivel de preservacdo. Apenas 1 espécie
carnivora (C. auritus) foi detectada nesse estudo, na REGUA. Isso pode se de-
ver ao fato de espécies carnivoras serem mais sensiveis as mudancas antropi-
cas, devido a alteracbes de disponibilidade de presas e recursos ambientais
(Fenton et al., 1992; Gorresen e Willing, 2004; Meyer e Kalko, 2008).

A observagédo do parasito no exame a fresco indica elevada parasitemia,
uma vez que é sabido que este teste, apesar de rapido e muito especifico, é
capaz de detectar apenas parasitemias maiores que 10° a 10* parasitos/ml.
Este fato foi observado em um Unico individuo da espécie S. lilium (LBT 7559)
coletado na REGUA e infectado por T. dionisii. A elevada parasitemia foi ainda
corroborada pelo fato de termos isolado parasitos nos dois meios de cultura
empregados (LIT e Schnneider). Os outros vinte e trés morcegos positivos no
hemocultivo, embora certamente com parasitemias mais baixas que o individuo
LBT7559, podem ser consideradas potencialmente capazes de infectar um ve-
tor. Isso porque a quantidade de sangue que inoculamos nos meios de cultura
€ de aproximadamente 0,2 — 0,3mL de sangue, quantidade aproximada de
sangue que um triatomineo é capaz de ingerir durante um repasto sanguineo
(Sant’Anna et al., 2016). Além disso, em dez morcegos infectados, houve posi-
tividade nos hemocultivos realizados com os dois meios de cultura inoculados.
O nivel de parasitemia detectavel nos hemocultivos demonstra que ha um claro
potencial destes hospedeiros em servir de fonte de infeccdo aos vetores, seja
na transmissdo de uma mesma espécie de parasito ou mesmo de espécies
diferentes nos casos de infeccdo mista, cenario comum no meio silvestre.

O tipo de abrigo que os morcegos utilizam pode traduzir o perfil de infec-
¢do numa regido. Neste trabalho, observamos que as espécies de morcegos
com habitos mais generalistas, tais como as que utilizam oco de arvore e cons-
trucbes humanas (abandonadas ou ndo) como abrigo representaram a maior
parte dos infectados. Considerando os resultados do hemocultivo, dos 24 mor-
cegos positivos no hemocultivo apenas 1 individuo (A.lituratus) ndo esta asso-

ciado a tais abrigos e sim a palmeiras. Este perfil provavelmente reflete a chan-
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ces de encontros entre 0s morcegos e vetores, 0s quais podem compartilhar os
mesmos abrigos, em especial considerando os triatomineos dos géneros Tria-
toma e Panstrongylus, que sdo mais frequentes na Mata Atlantica. Cabe ressal-
tar que este perfil € bem diferente do encontrado na Amazénia, onde a infeccéo
esta muitas vezes associada a animais que utilizam palmeiras como abrigo da-
do ao habito do principal vetor na area (espécies do género Rhodnius), o qual é
considerado raro na Mata Atlantica.

As taxas de infeccdo no exame parasitologico de sangue entre 0os mor-
cegos da REGUA e EFMA foram similares (15% na REGUA e 11% na EFMA),
sugerindo que nao ha interferéncia do grau de preservacao das areas nas ta-
xas de infeccdo dos parasitos estudados. No que diz respeito aos pontos de
amostragem, observamos uma tendéncia de na REGUA haver maior circulacdo
de parasitos entre os morcegos capturados no ponto 3, que por sua vez foi o
ponto onde encontramos a menor riqueza de espécies de morcegos. A varia-
céo da taxa de infeccao entre os trés pontos nédo foi estatisticamente significan-
te, e isso pode significar que: (i) que de fato ndo ha diferenca entre elas; ou (ii)
ha diferenca, mas esta ndo pode ser estatisticamente comprovada dado o bai-
X0 numero amostral para comparacgao entre os diferentes pontos de uma mes-
ma area. Nesta segunda hipotese, sendo o ponto de menor riqueza de espé-
cies de hospedeiros, aquela com as maiores taxas de infeccao, isto estaria de
acordo com a teoria proposta por Keesing e colaboradores - “Dillution Effect”
(Keesing, Holt e Ostfeld, 2006) em que a diversidade do hospedeiro seria in-
versamente proporcional as taxas de infeccédo e que isso poderia resultar num
maior risco de expansao do ciclo silvestre e ocorréncia de casos humanos nas
adjacéncias. Este cenario pode ocorrer através de varios mecanismos, dentre
eles podemos citar “redugéo do encontro”, onde uma alta diversidade do hos-
pedeiro diminuiria a taxa de encontro entre vetores e hospedeiros infectados; e
“regulacéo de hospedeiros susceptiveis”, 0 que diminuiria 0 numero de hospe-
deiros suscetiveis no ambiente (Keesing, Holt e Ostfeld, 2006). Ja na EFMA,
esta teoria ndo poderia ser aplicada, uma vez que observamos que a infec¢do
estaria positivamente relacionada a diversidade de espécies de morcegos, ja
que o ponto intermediario apresentou maior numero de espécies e também

maior taxa de infeccéo.
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Por outro lado, sabemos que os morcegos percorrem muitos lugares
numa mesma noite. Por isso, pode ser que a distancia entre os pontos defini-
dos neste estudo nédo tenha sido suficiente para identificarmos algum padréo
diferencial, se é que ele existe de fato. Por trabalharmos com um animal com
grande capacidade de deslocamento e de grande longevidade, ha sempre a
necessidade de uma avaliacdo cautelosa ao estudarmos os cendrios de trans-
missédo, que sao fortemente influenciados pela biologia do hospedeiro. A pre-
senca de um parasito numa espécie de morcego, a priori, ndo pode ser direta-
mente relacionada ao local onde ele foi capturado. Este animal pode ter se in-
fectado em outra &rea ou em época mais antiga. Ressalta-se que nédo conhe-
cemos o perfil de infecgcdo de morcegos por T. cruzi e muito menos por T. dio-
nisii, que € um parasito sobre o qual ndo se tem estudos. O padréo de infeccdo
nao é traco homogéneo entre os hospedeiros de um parasito, mesmo frente a
mesma espécie ou subpopulacdo de um parasito. Neste sentido, é sabido que
infeccdes em humanos e cdes séo caracterizadas por um curto periodo de pa-
rasitemia, seguida pelo controle da populacéo parasitaria e sua quase nao de-
teccdo apds 30 dias. Por outro lado, gambéas (género Didelphis) conseguem
manter altas parasitemias a com DTU Tcl por longo tempo, o que ndo é descri-
to nas infeccdes pela DTU Tcll. Ao contrario, micos-ledes-dourados (Leontopi-
hecus rosalia) sdo capazes de manter altas e duradouras parasitemias quando
infectados pela DTU Tcll (Deane et al., 1984; Lisboa et al., 2015). O que po-
demos afirmar é que a presenca de um morcego infectado por uma dada espé-
cie e/ou gendtipo demonstra que esta populacdo parasitaria esta presente e,
potencialmente, pode ser transmitida a outros mamiferos naquela area.

Observamos que as espécies de morcegos com maiores taxas de infec-
cdo, detectadas através dos hemocultivos em ambas as areas sao aquelas
mais comuns no estado do Rio de Janeiro: C. perspicillata, S. lilium e D. rotun-
dus (Esbérard, 2003; Peracchi e Reis, 2010; Nogueira et al., 2014). Tais espé-
cies conseguem se adaptar bem aos diferentes niveis de preservacao da pai-
sagem e, no caso das frugivoras, por terem uma dieta eclética. A espécie C.
perspicillata € um das espécies neotropicais bem mais distribuidas, e também
ja foi descrita no Brasil, Colébmbia e Bolivia infectada por T. rangeli, T. c. marin-
kellei, T. dionisii, e T. cruzi das DTUs I, II, Ill e IV e Tcbat (Garcia et al., 2012;
Ramirez et al., 2014a). A espécie S. lilium, apesar de néo ser tdo frequente
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como a espécie anterior, ja foi encontrada no Brasil infectada com T. dionisii e
T. cruzi (Nishimura, Filho e Magalhaes, 2010; Lima, Espinosa-Alvarez, Ortiz, et
al., 2015).

Os morcegos hematéfagos (D. rotundus) foram os que tiveram maior ta-
xa de infeccdo para ambas as areas, apesar do baixo nimero de animais ana-
lisados (1/4 no EFMA e 3/6 na REGUA). Esses animais séo restritos a hemato-
fagia (Mayen, 2003), tendo como fonte priméria sangue de mamiferos e aves.
Tanto na REGUA como na EFMA foram capturados em maior nimero no ponto
2, 0 que corrobora com o0 comportamento desses animais e o encontro desses
animais infectados num ponto intermediario de preservacdo. Estes animais a-
presentam alta capacidade de mobilidade entre diferentes ecétopos, se alimen-
tando do sangue de animais na area peridoméstica (em especial cavalos, bois,
porcos e galinhas). Talvez este conjunto de fontes alimentares preferenciais
explica o fato desses animais ndo serem muito encontrados infectados por T.
cruzi. Isso porque, entre estas fontes alimentares estédo incluidos animais rara-
mente encontrados infectados com este parasito (bovinos e cavalos), animais
onde o parasito € normalmente encontrado em parasitemas néo detectaveis
(porcos), e mesmo animais refratarios as infecces por este parasito, como € o
caso das aves (Kierszenbaum, Ivanyi e Budzko, 1976). Este fato foi corrobora-
do no presente trabalho, onde n&o diagnosticamos T. cruzi nestes animais e
dos quatro morcegos positivos, dois estavam infectados por T. dionisii e outros
dois como uma espécie de Trypanosoma ainda ndo descrita, mas que nao cor-
responde nem a T. dionisii nem T. cruzi.

Obtivemos com sucesso a deteccdo de DNA de Trypanosoma spp. tam-
bém nos tubos de cultura onde foram observados parasitos, mas ndo houve
replicacdo (e consequentemente isolamento) dos mesmos. Isso resultou num
aumento do numero de amostras que tiveram seu status taxonémico determi-
nado, de dezessete (que foram isoladas) para vinte e cinco. Ha neste processo,
no entanto, a limitacdo de estarmos lidando com amostras que apresentam
pouco DNA. Esse fato pode interferir no sucesso das técnicas, ja que a recupe-
racado de DNA é comprometida e as sequéncias obtidas destas podem dificultar
o diagnaostico preciso do agente etiologico envolvido. Isso ocorreu em sete a-

mostras.
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Uma grande variedade de espécies de tripanossomas tem sido descritas
em morcegos por todo o mundo e, até 0 momento, ndo ha trabalhos que des-
crevam sintomatologia associada a infeccdo (Molyneux e Stiles, 1991;
Cavazzana et al., 2010). No entanto, é possivel que esta informacdo esteja
mascarada em virtude do dificil acesso a esses animais no meio silvestre, em
especial no caso daqueles doentes. Lembrando que a metodologia aplicada na
maioria dos trabalhos de parasitologia com morcegos (de rede de espera) favo-
rece apenas a captura de animais sadios, que estdo com sua capacidade de
voo e forrageamento preservadas.

T. dionisii foi a espécie mais detectada nas duas areas estudo. Conse-
guimos isolar com sucesso o parasito de dez individuos, além de trés indivi-
duos que conseguimos caracterizar 0s parasitos no material de cultura que néo
se estabeleceu. Este parasito é descrito infectando morcegos tanto no Novo
quanto no Velho Mundo. No Brasil, j4 foi descrito em todos os demais biomas
do pais, além da Mata Atlantica (Cavazzana et al., 2010; Acosta et al., 2014;
Dario et al., 2016). O parasito, apesar de ser descrito como exclusivo de mor-
cegos, pode ser considerado um parasito eclético no que diz respeito a diversi-
dade de espécies de morcegos que é capaz de infectar. Esta diversidade inclui
pelo menos vinte espécies de cinco familias ja descritas como hospedeiras,
incluindo varios habitos alimentares. No Brasil, seus hospedeiros conhecidos
incluem, entre outras espécies, as mais comuns (C. perspicillata, S. lilium, D.
rotundus), da familia Phyllostomidae, e também de outras familias, como Noc-
tiolionidae, Vespertilionidae e Molossidae (Marcili, A et al., 2009; Cavazzana et
al., 2010). Todas as espécies encontradas infectadas no presente trabalho ja
haviam sido anteriormente encontradas infectadas por este parasito: S. lilium,
C. perspicillata, D. rotundus e A. caudifer.

Além da infeccdo simples, foi possivel detectar pela primeira vez a infec-
cado mista por T. dionisii e T. cruzi, sendo concomitante com DTU Tcl em S.
lilium (n=1) e com a DTU Tclll, em A. lituratus (n=1). Apesar de associada ma-
joritariamente a infeccbes em morcegos, ainda nao se sabe ao certo como o-
corre a transmissao de T. dionisii, jA que este ndo se multiplica em triatomi-
neos. Ha& uma unica descricéo de vetor deste parasito, no Velho Mundo, onde o
parasito foi encontrado infectando cimicideos da espécie C. pipistrellus

(Gardner e Molyneux, 1988). Estes cimicideos, por sua vez, sdo descritos co-
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mo vetores também de outra espécie de Trypanosoma (T. vespertilionis), esta
restrita ao Velho Mundo. O encontro de morcegos infectados por T.dionisii e T.
cruzi ao mesmo tempo demonstra que este hospedeiro é capaz de manter pa-
rasitemias detectaveis em hemocultura por ambos os parasitos ao mesmo
tempo, tornando-os potencialmente fontes de infec¢cdo ao(s)vetor(es) dos dois
parasitos. Importante observar ainda que, dada a semelhanca de ciclos de
transmissdo e nichos que podem ocupar no hospedeiro mamifero, certamente
estes dois parasitos competem dentro do mesmo hospedeiro e, ainda assim,
podem ser transmitidos no mesmo momento.

Além das infec¢des mistas, detectamos também infec¢do simples pelas
DTUs | e IV na espécie C. perspicillata. As DTUs I, Il e IV sdo frequentemente
encontradas em morcegos (Marcili, Arlei et al., 2009; Cavazzana et al., 2010),
inclusive com infec¢des mistas, como Tcl/TclV, que é a segunda mais comum,
de acordo com Jansen e colaboradores (2015). A DTU Tcl, por sua vez, € a
mais bem dispersa e mais predominante no bioma Amazdnia. Tivemos ainda
um individuo de S. lilium cuja infecgdo por T. cruzi s6 foi possivel ao nivel de
espécie. O sequenciamento mostrou similaridade com sequéncias de T. cruzi,
porém, quando comparado com sequencias de T. cruzi de diferentes DTUs, o
diagndstico foi dificultado, principalmente pelos picos duplos na sequencia obti-
da.

Em oito morcegos com hemoculturas positivas hdo conseguimos identifi-
cacao do agente etiolégico envolvido. Desses oito individuos, dois D. rotundus
e um C. perspicillata tiveram as sequéncias de seus parasitos similares a se-
quencias de espécies de Trypanosoma ainda ndo identificadas, e descritas em
dois morcegos da espécie Trachops cirrhosus, capturados no estado Rio Gran-
de do Norte (Lima, Espinosa-Alvarez, Pinto, et al., 2015). De acordo com a
analise filogenética dos autores, esses isolados, juntamente com T. wawau,
espécie recém descrita infectando morcegos do género Pteronotus, posiciona-
ram em um agrupamento mais basal dos tripanosomas de morcegos Neotropi-
cais, bem proximo inclusive dos tripanossomas isolados australianos. T. cirrho-
sus é primariamente onivora e possui distribuicdo por toda a América Central,
ocorrendo em todos os biomas, com mais capturas registradas para o estado
Espirito Santo e em quarto o Rio de Janeiro, de acordo com Souza e colabora-

dores (Sousa, Tendrio e Faria, 2013).
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Outros cinco morcegos, das espécies C. perspicillata e S. lilium, tiveram
o resultado das sequéncias apresentando picos duplos e algumas bases nito-
genadas nao definidas. Isso impossibilitou a identificagdo precisa, resultando
num valor baixo de identidade, e baixa similaridade com varias espécies de
Trypanosoma ao mesmo tempo. E possivel observar ainda que o DNA de seis
dos oito morcegos que apresentaram este problema foi obtido de massa para-
sitaria ndo isolada, o que, como reportado acima, € um material escasso e, por-
tanto, dificil de ser trabalhado. Das duas amostras que temos parasitos isola-
dos, uma apresentou problema em apenas em uma das fitas sequenciadas
enquanto a outra mostrou identidade baixa apenas com um dos dois meios iso-
lados. Estas amostras necessitariam passar por um processo de clonagem mo-
lecular e/ou utilizacdo de outros alvos e técnicas para a determinacéo da espé-
cie de Trypanosoma envolvida.

Pela primeira vez foi detectada a presenca de Crithidia melifficae na
América do Sul. Mais do que isso, este tripanosomatideo monoxénico foi detec-
tado em sangue de um hospedeiro mamifero, no caso um morcego Anoura
caudifer, proveniente da REGUA. Esta espécie monoxénica é um dos parasitos
mais conhecidos de abelhas da espécie Apis mellifera nos Estados Unidos,
Europa e Japado. Essa espécie compde o0 grupo de parasitos envolvidos em
grandes perdas econdmicas em paises como Estados Unidos, Bélgica, China e
Japao, onde a apicultura é frequente. Recentemente essa espécie foi encon-
trada infectando outra espécie de abelha no Japdo — Apis ceranae ceranae
(yang 2013); além de V. squamoas , Osmia cornuta e O. bicornis nos Estados
Unidos (Schwarz et al., 2015).

A populacdo de Apis mellifera no Brasil contém populagBes de origem
europeia e africana (hibridas) e foram introduzidas no século XIX, formando
hoje subpopulac6es bem distintas em relacdo a outros paises e com grande
adaptacdo aos diferentes climas do pais (Nunes et al., 2012). Apesar disso,
nao ha ainda relatos do Brasil de abelhas infectadas por Crithidia mellificae.

Os morcegos da espécie A. caudifer sdo primariamente nectarivoros.
Porém, alguns trabalhos reportam o encontro de restos de insetos junto aos de
polen no intestino de individuo dessa espécie, evidenciando que tais mamiferos
incorporam uma dieta eclética de acordo com oportunidades do meio ambiente.

Além disso, um estudo no sudeste do pais indicou uma variacdo sazonal dessa
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espécie quanto a dieta (Barros, Rui e Fabian, 2013). Um estudo recente numa
area de altitude na Mata Atlantica reportou que pelo menos trés das varias fa-
milias de plantas visitadas por abelhas da espécie A. mellifera sdo visitadas
também por A. caudifer (Wolowski et al., 2016). H& varios cenarios possiveis
gue expliguem como ocorreu esta infeccdo: (i) por frequentarem o mesmo tipo
de planta, o morcego pode ter se infectado através da ingestdo do pdélen con-
taminado com excretas de abelhas, uma vez que este parasito € encontrado na
porcao final do trato digestivo dos insetos; (ii) este morcego ingeriu uma abelha
infectada; (iii) uma abelha infectada pode ter desprendido seu ferrdo (que nor-
malmente inclui junto a porcao final de seu trato digestivo) em um morcego e
este ter se infectado ao lamber o local da picada. Esta lambedura (e conse-
guente infeccéo) pode ter ocorrido a partir do ferrdo da abelha inserido nele ou
em outro morcego da colonia, dado o hébito desta espécie em lamber os de-
mais individuos. Em todas estas situa¢des, nossa hipotese é que a infecgéo
ocorreu pela via oral.

Recentemente, um estudo no Texas detectou pela primeira vez a infec-
¢cdo por um tripanosomatideo monoxénico em morcego (Hodo et al., 2016). O
achado foi em tecido cardiaco da espécie Todarida braziliensise e de Nycticei-
us humeralis, pertencente a familia Molossidae e Vespertilionidae, respectiva-
mente. Ambos possuem hébito insetivoro, sendo o primeiro abundante na regi-
ao do estudo e com habito migratério, podendo ser encontrada também no
Brasil. A segunda espécie de morcego € nativa da América do Norte, ainda
sem registro no Brasil. Embora sem sucesso de isolamento do parasito, a de-
teccdo deste no tecido cardiaco, juntamente com o achado deste presente tra-
balho, mostra que estes parasitos monoxénicos conseguiram estabelecer in-
feccdo num hospedeiro vertebrado (neste caso, morcegos). A questdo mais
intrigante disso é como este parasito que provavelmente foi ingerido (ou mes-
mo entrou por alguma lesdo de pele) conseguiu ultrapassar as barreiras de de-
fesa do sistema digestivo e atingir outros 6rgdos, como sangue e/ou coracgao.

Devemos acrescentar que a espécie encontrada infectada por Crithidia
mellificae neste trabalho também apresentou positividade para o kDNA de Lei-
shmania na pele. Esse dado sugere que: (i) este morcego tinha infeccao mista
por estes dois parasitos; ou (i) apesar da reacdo de PCR frente a kDNA de

Leishmania sp. ser universalmente empregada em dezenas de trabalhos e tida
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como especifica deste género de parasitos, a banda correspondente a 120 pa-
res de bases observadas na pele deste animal é devida a infeccao por C. melli-
ficae também neste tecido. Cabe ressaltar que a deteccdo de Herpetomonas
samuelpessoai através deste mesmo alvo ja foi observada em flebotomineos,
mas nunca ainda em mamiferos (Souza Rocha, de et al., 2010).

Em relacéo a infeccdo por Leishmania sp., as duas areas possuem his-
torico diferentes, como mencionado acima. A zona oeste da cidade do Rio de
Janeiro, especificamente nas areas do entorno do Macico da Pedra Branca, foi
durante anos considerada endémica para Leishmaniose Tegumentar, sendo a
espécie L. braziliensis, o principal agente etioldgico na regido. Os casos esta-
vam normalmente associados a surtos esporadicos, e incluiam também a area
urbana, com casos na regido de Jacarepagua, onde fica a EFMA. Além disso,
esta regido tem um historico antigo quanto a existéncia de um ciclo de trans-
missdo de L. infantum em cées (Leishmaniose visceral canina), que se iniciou
nos anos 70, na area periurbana ao redor do Maci¢co da Pedra Branca (zona
oeste da cidade). Esse cenario esta diretamente associado as praticas de
desmatamento, que tornou 0 espaco comum as principais espécies vetoras
existentes naquela regido, bem como aos animais domésticos e, consequen-
temente, o homem. Contrastando com esse cenario, a localidade onde fica a
REGUA, Guapiacu, ndo tem registro da doenca, nem em humanos e nem em
cées, embora tenha havido a expansédo geogréafica das leishmanioses por va-
rios municipios do estado do Rio de Janeiro e recentemente tenha sido notifi-
cado um caso de leishmaniose visceral canina em Cachoeiras de Macacu, mu-
nicipio onde fica a localidade de Guapiacu, além de poucos casos de leishma-
niose tegumentar.

Assim como observado nas taxas de infec¢cado por hemocultivo, a taxa de
infeccdo por Leishmania sp. nos morcegos coletados, através da deteccao do
kDNA do parasito, ndo diferiu significativamente entre a REGUA e a EFMA. No
caso da REGUA, isso demonstra que a auséncia de registros e/ou pesquisas
no tema em uma localidade né&o significa que nao ocorra a transmissao de pa-
rasitos na area. Este mesmo cenario foi observado por Savani e colaboradores
(2010), quando pesquisaram infeccao por Leishmania sp. em morcegos de
uma area preservada na cidade de Sdo Paulo, sem casos notificados de Lei-

shmaniose Visceral e poucos casos de Leishmaniose Cutanea e, dentre 683
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animais examinados, encontraram infec¢cao por Leishmania amazonensis em
18 morcegos e por L. infatum em trés espécimes. Para regido onde fica a EF-
MA, no entanto, alguns estudos indicavam que, apesar da ndo mais ocorréncia
de casos humanos, havia ainda um ciclo silvestre de transmissdo do parasito,
como observado pelas coletas de flebotomineos e mamiferos (domésticos e
silvestres) infectados. Cenario oposto também j& foi observado e, mesmo na
presenca de outros animas infectados e casos humanos, todos os morcegos
investigados na Guiana Francesa (Rotureau, Catzeflis e Carme, 2006) e Espa-
nha (Millan et al., 2014)estavam negativos frente a infeccéo por Leishmania sp.

Dentro de cada area, observamos que a distribuicdo dos morcegos in-
fectados por Leishmania sp. entre os trés pontos de coleta foi significativa ape-
nas na EFMA, ocorrendo as maiores taxas de infeccdo no ponto 3; ou seja, a
infeccdo por Leishmania sp. foi mais frequente na area com maior grau de pre-
servacdo e onde tivemos menor nimero de espécies (menor riqueza). Nesta
area, o gradiente de preservacao teve reflexo direto na taxa de infeccao (dire-
tamente proporcional), mas ndo na diversidade de espécies de morcegos. A-
creditamos que nesse resultado estejamos registrando a influéncia de uma co-
munidade de fauna adjacente que é diretamente influenciada pelo nivel de pre-
servacdo e provavelmente esta também inserida nos mesmos ciclos de trans-
missdo. Como resultado, teriamos um ciclo de transmissdo mais robusto na
area mais preservada, expondo 0s morcegos desta area a tal ciclo. Um estudo
de 2015 na area da EFMA com flebotomineos j& mostrou que a espécie mais
encontrada na area, independente do ponto de coleta, L. intermedia, circula
tanto na area de mata como na area antropizada (Souza, N. A. de et al., 2015).
Este dado sugere que a influéncia nas taxas de infeccdo dos morcegos refere-
se provavelmente mais a outros hospedeiros mamiferos, do que a fauna de
vetores. Ja na REGUA, a infeccao foi nos pontos 1 e 2 e ndo pode ser relacio-
nada com a riqueza de espécies de morcegos ou grau de preservac¢do do am-
biente.

Em ambas as areas, como observado frente a infec¢cdo por Trypanoso-
ma spp., a infecgdo por Leishmania sp. prevaleceu entre as espécies de mor-
cego mais comuns: C. perspicillata, S. lilium e o género Artibeus (A. lituratus, A.
fimbriatus e A. obscurus). Isso mostra que esses animais podem se expor a

diferentes ciclos de transmissdo, sendo este fato intimamente associado ao
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habito generalista que possuem. Também como observado ao analisarmos as
taxas de infec¢do por hemocultivo, as espécies de morcegos com habitos mais
generalistas e que utilizam oco de arvore e constru¢cdes humanas (abandona-
das ou ndo) como abrigo representaram a maior parte dos infectados por Lei-
shmania sp. Dos 30 animais diagnosticados infectados no presente estudo,
apenas 4 individuos (A. lituratus) utilizam palmeiras e ndo os locais supracita-
dos como abrigos. Como 0os morcegos possuem uma alta capacidade de mobi-
lidade e adaptacdo aos diferentes ambientes, incluindo os ambientes domeésti-
cos, estudar as relagdes ecoldgicas entre eles e outros seres, bem como avali-
ar os possiveis cenarios de interagdes com vetores sdo necessarios para en-
termos melhor a diversidade de parasitos que esses animais albergam.

Estando estes espécies de morcegos mais generalistas inseridas numa
paisagem onde mudancas ambientais, outros hospedeiros e a propria diversi-
dade de parasitos sédo frequentes, ha de se esperar que a dinamica de infeccéo
se apresente mesmo que minimamente relacionada a disposi¢do desses ani-
mais no ecossistema, favorecendo a ocorréncia de infeccbes mistas entre elas.
Dos vinte e quatro morcegos infectados por Trypanosoma spp., trés estavam
infectados por Leishmania sp., detectado através da PCR frente ao kDNA des-
tes parasitos. Além do A. caudifer infectado por C. mellificae j& mencionado
acima, dois S. lilium infectados por T. dionisii no sangue foram observados in-
fectados por Leishmania sp. em amostra de pele.

Podemos observar que, neste estudo, o tecido de maior taxa de infeccao
foi a pele, com 14,4% dos individuos infectados, sendo maior na EFMA do que
na REGUA. A deteccao do parasito na pele indica um potencial de transmissao
aos vetores, por ser este um tecido exposto aos mesmos. Devemos considerar,
no entanto, que o diagndstico positivo foi baseado apenas em analise molecu-
lar, e todas as culturas realizadas no mesmo tecido e nos mesmos animais fo-
ram negativas. Isso significa que a carga parasitaria certamente é baixa, a pon-
to de ndo poder ser detectada nas culturas. Além disso, um diagndstico por
PCR confirma a infeccdo do morcego (¢ um hospedeiro do parasito), ja que
detecta partes constitutivas (no caso DNA) dos parasitos, mas ndo garante a
viabilidade do mesmo, ou seja, se ele conseguiria ou ndo transmitir este parasi-
to a um vetor que venha se alimentar nele. A positividade em PCR, associada

com os resultados negativos obtidos nas culturas, indica que possivelmente
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esses morcegos nao estariam, naquele momento, sendo potenciais transmisso-
res a insetos vetores. No entanto o0 morcego € o micro-habitat dos parasitos e,
sabendo da longevidade desses animais e do fato de que nenhum mamifero é
capaz de eliminar completamente a infecgdo por Leishmania sp., o perfil da
infeccdo sempre pode mudar. Assim, € possivel que haja alguma modulacao
pelo proprio parasito na resposta imune desses animais, ou entdo por outro
parasito que venha a infectar o mesmo hospedeiro (co-infeccdo) e modifique
perfil desta infeccdo. Assim, um animal que neste momento ndo parece ser um
importante transmissor do parasito pode passar a ser.

Observamos que algumas espécies foram positivas em dois tecidos. Os
morcegos A. obscurus e A. lituratus apresentaram infeccdo na pele e no baco,
enquanto que S. lilium, A. lituratus, L. peracchi e D. rotundus foram positivas
tanto na pele como no figado. As espécies A. obscurus, V. pusila, A. fimbriatus,
A. caudifer e L. peracchi sdo descritas pela primeira vez positivas para kDNA
de Leishmania, sendo ainda L. peracchi, restrita a Mata Atlantica, detectada
pela primeira vez infectada por um tripanossomatideo. D. rotundus, ja foi repor-
tado infectado por L infantum e L. amazonensis em &rea urbana na cidade de
Sédo Paulo. Em relacdo as espécies S. lilium e A. lituratus foram detectadas
com infeccdo por L. mexicana, em Chiapas e Tabasco, (Berzunza-Cruz et al.,
2015), inclusive esta Ultima apresentou lesdes na pele tipicas de L. amazonen-
sis. No Brasil, A. lituratus também ja foi encontrada infectada por L. amazonen-
sis (Savani et al., 2010). A infeccdo em dois tecidos diferentes pode indicar
trés possibilidades: (i) trata-se de uma infeccdo mista por duas espécies dife-
rentes de Leishmania, uma em cada tecido; (ii) trata-se de uma mesma espécie
de Leishmania que esta presente em ambos tecidos do mesmo hospedeiro; ou
(iii) trata-se de uma infeccédo mista por uma espécie de Leishmania e um outro
tripanosomatideo, como por exemplo, um monoxeno, como ja comentado ante-
riormente para o0 morcego LBT 7439. Em humanos a infec¢do por espécies de
Leishmania esta normalmente associada a sintomatologia clinica. Porém essas
associacdes nao podem ser extrapoladas para as infec¢coes em animais silves-
tres, como demonstrado por Cassia-Pires e colaboradores (2014), ao encontrar
espécies relacionadas a leishmaniose cutanea humana infectando baco de ro-
edores. De forma inversa, L. infantum, relacionada a forma visceral da doencga

€ bastante reportada em pele de céaes (Maia et al., 2013). Isso ressalta a impor-
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tancia de ndo sugerirmos nenhuma espécie de Leishmania relacionada as in-
feccbes encontradas no presente trabalho. As caracterizagbes moleculares
confirmatorias ainda serdo realizadas e poderdo revelar as espécies deste pa-
rasito que estdo infectando os morcegos.

O estudo do papel dos morcegos como reservatérios de Leishmania sp.
tem crescido nos ultimos anos. A infeccdo nesses animais pode existir tanto em
ambientes endémicos como em ambientes sem casos reportados (Lima et al.,
2008; Savani et al., 2010; Kassahun et al., 2015). Portanto, é de crucial impor-
tancia avaliar de que forma esses hospedeiros estédo inseridos no dinamico ci-
clo de parasitos na natureza, bem como entender qual o papel deles em dife-
rentes configuracdes da paisagem.
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Conclusoes

» Os diferentes niveis de preservacao entre REGUA e EFMA né&o
foram suficientes para influenciar a riqueza das espécies de mor-

cegos, apesar da maior abundancia observada na REGUA;

» Ambas as areas apresentaram perfil similar de infeccao por tripa-
nosomatideos no sangue (15% na REGUA e 11% na EFMA),
sendo T. dionisii o parasito mais prevalente (54%);

» Os meios de cultivo diferentes LIT ou Schnneider parecem néo
exercer um filtro seletivo na deteccao de diferentes espécies de

Trypanosoma sp.;

» T. cruzi foi encontrado infectando morcegos em infeccbes mistas

com T. dionisii (Tcl e Tclll) ou em infeccBes simples (Tcl e TclV);

> Registramos pela primeira vez a presencga de Crithidia mellificae

infectando um hospedeiro mamifero;

» A infeccdo por Leishmania spp. também foi similar entre as areas
estudadas (15% na REGUA e 20% na EFMA), com maior taxa de

infeccdo observada no tecido pele (14,4%);

> A pele foi o tecido de maior positividade para kDNA especifico pa-
ra deteccao de Leishmania, tanto na REGUA quanto na EFMA.;

» C. perspicillata é um potencial dispersor de T. cruzi em ambas as

areas. Outras espécies envolvidas nesta dispersdo sao S. lilium
na REGUA e A. lituratus na EFMA.
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» Em ambas areas, as espécies S. lilium, D. rotundus e C. perspicil-

lata sdo possiveis reservatorios de T. dionisii.

81



REFERENCIAS

ACOSTA, I. DA C. L. et al. Survey of Trypanosoma and Leishmania in wild and
domestic animals in an Atlantic rainforest fragment and surroundings in
the state of Espirito Santo, Brazil. Journal of medical entomology, v. 51,
n. 3, p. 686-93, 2014.

ANEZ, N.; CRISANTE, G.; SORIANO, P. J. Trypanosoma cruzi congenital
transmission in wild bats. Acta Tropica, v. 109, n. 1, p. 78-80, jan. 2009.

ARAUJO, A. et al. Paleoparasitology: the origin of human parasites. Arquivos
de Neuro-Psiquiatria, v. 71, n. 9B, p. 722-726, set. 2013.

ARGIBAY, H. D. et al. First finding of Trypanosoma cruzi Il in vampire bats from
a district free of domestic vector-borne transmission in Northeastern
Argentina. Parasitology, v. 143, n. 11, p. 1358-1368, 25 set. 2016.

ARIAS, J. R. et al. The opossum, Didelphis marsupialis (Marsupialia:
Didelphidae), as a reservoir host of Leishmania braziliensis guyanensis in
the Amazon Basin of Brazil. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 75, n. 4, p. 537-541, jan. 1981.

BAGSTER, I. A.; PARR, C. W. Trypanosome identification by electrophoresis of
soluble enzymes. Nature, v. 244, n. 5415, p. 364-6, 10 ago. 1973.

BAKER, J. R. et al. Biochemical characterization of some species of
Trypansoma (Schizotrypanum) from bats (Microchiroptera). The
American journal of tropical medicine and hygiene, v. 27, n. 3, p. 483—
91, maio 1978.

BARBOSA, A. D. et al. Trypanosoma teixeirae: A new species belonging to the
T. cruzi clade causing trypanosomosis in an Australian little red flying fox
(Pteropus scapulatus). Veterinary Parasitology, v. 223, p. 214-221,
2016.

BARNABE, C. et al. Reconsideration of the seven discrete typing units within
the species Trypanosoma cruzi, a new proposal of three reliable
mitochondrial clades. Infection, Genetics and Evolution, v. 39, p. 176—
186, abr. 2016.

BARNABE, C.; BRISSE, S.; TIBAYRENC, M. Phylogenetic diversity of bat
trypanosomes of subgenus Schizotrypanum based on multilocus enzyme
electrophoresis, random amplified polymorphic DNA, and cytochrome b
nucleotide sequence analyses. Infection, genetics and evolution:
journal of molecular epidemiology and evolutionary genetics in
infectious diseases, v. 2, n. 3, p. 201-8, fev. 2003.

BARROS, M. A. S.; RUI, A. M.; FABIAN, M. E. Seasonal Variation in the Diet of
the Bat Anoura caudifer (Phyllostomidae: Glossophaginae) at the
Southern Limit of its Geographic Range. Acta Chiropterologica, v. 15, n.
1, p. 77-84, 2013.

BERNARD, E.; FENTON, M. B. Bats in a fragmented landscape: Species
composition, diversity and habitat interactions in savannas of Santarém,
Central Amazonia, Brazil. Biological Conservation, v. 134, n. 3, p. 332—

82



343, 2007.

BERZUNZA-CRUZ, M. et al. Leishmania (L.) mexicana Infected Bats in Mexico:
Novel Potential Reservoirs. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 9, n.
1, p. 1-15, 2015.

BIZERRIL, M. X. A.; RAW, A. Feeding behaviour of bats and the dispersal of
Piper arboreum seeds in Brazil. Journal of Tropical Ecology, v. 14, n. 1,
p. 109-114, 1998.

BORGHESAN, T. C. et al. Molecular phylogenetic redefinition of Herpetomonas
(Kinetoplastea, Trypanosomatidae), a genus of insect parasites
associated with flies. Protist, v. 164, n. 1, p. 129-52, jan. 2013.

BOTERO, A. et al. Morphological and Phylogenetic Description of Trypanosoma
noyesi sp . nov .. An Australian Wildlife Trypanosome within the T . cruzi
Clade. Prostist, v. 167, n. August, p. 425-439, 2016.

BRANDAO, E. M. V. Pequenos mamiferos infectados por Trypanosoma
cruzi e Leishmania spp . em Cumari / GO : mais uma pec¢a do quebra-
cabecas que envolve a transmissdo desses parasitas na area
Pequenos mamiferos infectados por Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp . em Cumari / G. [s.l.] Fundacédo Osealdo Cruz, 2016.

BRENIERE, S. F.; WALECKX, E.; BARNABE, C. Over Six Thousand
Trypanosoma cruzi Strains Classified into Discrete Typing Units (DTUS):
Attempt at an Inventory. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 10, n. 8,
p. e0004792, 29 ago. 2016.

BROWN, J. H. Activity patterns of some neotropical bats. Journal of
Mammalogy, v. 49, n. 4, p. 754-757, 1968.

BUITRAGO, R. et al. PCR-RFLP of ribosomal internal transcribed spacers
highlights inter and intra-species variation among Leishmania strains
native to La Paz, Bolivia. Infection, Genetics and Evolution, v. 11, n. 3,
p. 557-563, 2011.

CAMARGO, E. P. Phytomonas and other trypanosomatid parasites of plants
and fruit. Advances in parasitology, v. 42, p. 29-112, 1999.

CAMARGO, R. et al. Variant surface glycoproteins from Venezuelan
trypanosome isolates are recognized by sera from animals infected with
either Trypanosoma evansi or Trypanosoma vivax. Veterinary
Parasitology, v. 207, n. 1, p. 17-33, 2015.

CARTAYA, J. T. Nueva filaria y otros parasitos en la sangre del murciélago
Artibeus perspicillatus. Revta Sanid. Benef. munic. Habana, v. 3, p. 503—
509, 1910.

CARVALHO, I. D. DE; OLIVEIRA, R. DE; PIRES, A. DOS S. Medium and large-
sized mammals of the Reserva Ecoldgica de Guapiacu, Cachoeiras de
Macacu, RJ. Biota Neotropica, v. 14, n. 3, 2014.

CARVALHO, M. C. DE. Frugivoria por morcegos em floresta estacional
semidecidua: dieta, riqueza de espécies e germinagdo de sementes
apos passagem pelo sistema digestivo. [s..] UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA CAMPUS DE BOTUCATU INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, 2008.

83



CASSIA-PIRES, R. et al. Distinct Leishmania Species Infecting Wild
Caviomorph Rodents (Rodentia: Hystricognathi) from Brazil. PL0S
neglected tropical diseases, v. 8, n. 12, p. e3389, dez. 2014.

CAVAZZANA, M. et al. Phylogeographical, ecological and biological patterns
shown by nuclear (ssrRNA and gGAPDH) and mitochondrial (Cyt b) genes
of trypanosomes of the subgenus Schizotrypanum parasitic in Brazilian
bats. International journal for parasitology, v. 40, n. 3, p. 345-55, 1
mar. 2010.

CORREDOR, A. et al. Epidemiology of visceral leishmaniasis in Colombia. The
American journal of tropical medicine and hygiene, v. 40, n. 5, p. 480—
6, maio 1989.

COSTA, A. P. DA et al. Trypanosoma cruzi and Leishmania infantum chagasi
Infection in Wild Mammals from Maranhdo State, Brazil. Vector-Borne
and Zoonotic Diseases, v. 15, n. 11, p. 656—-666, nov. 2015.

COSTA, A. P. DA et al. Diversity of bats trypanosomes in hydroeletric area of
Belo Monte in Brazilian Amazonia. Acta Tropica, v. 164, p. 185-193,
2016.

COSTA, L. P. et al. Biogeography of South American Forest Mammals:
Endemism and Diversity in the Atlantic Forestl. BIOTROPICA, v. 32, n. 4,
p. 872, 2000.

COTTONTAIL, V. M.; WELLINGHAUSEN, N.; KALKO, E. K. V. Habitat
fragmentation and haemoparasites in the common fruit bat, Artibeus
jamaicensis (Phyllostomidae) in a tropical lowland forest in Panama.
Parasitology, v. 136, n. 10, p. 1133-1145, 20009.

COURA, J. R. The main sceneries of chagas disease transmission. The
vectors, blood and oral transmissions - A comprehensive review.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 3, p. 277-282, 2015.

CUPOLILLO, E. et al. A Revised Classification for Leishmania and
Endotrypanum. Parasitology Today, v. 16, n. 4, p. 142-144, abr. 2000.

D’AVILA-LEVY, C. M. et al. Exploring the environmental diversity of
kinetoplastid flagellates in the high-throughput DNA sequencing era.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 8, p. 956-965, 2015.

DARIO, M. A. et al. Ecological scenario and Trypanosoma cruzi DTU
characterization of a fatal acute Chagas disease case transmitted orally (
Espirito Santo state , Brazil ). Parasites & Vectors, v. 9, p. 1-14, 2016.

DEANE, M. P. et al. Trypanosoma cruzi: vertebrate and invertebrate cycles in
the same mammal host, the opossum Didelphis marsupialis. Memoérias
do Instituto Oswaldo Cruz, v. 79, n. 4, p. 513-515, dez. 1984.

DEANEI, L. M.; SUGAY, W. Trypansoma pessoai n. sp., in vampire bats
Desmodus rotundus from the state pf S&o Paulo, Brazil. Revista do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 5, n. 4, p. 165-9, 1963.

DEGRAVE, W. et al. Detection of Trypanosoma cruzi and Leishmania using the
polymerase chain reaction. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 89,
n. 3, p. 367-368, set. 1994.

84



DESCHAMPS, P. et al. Phylogenomic Analysis of Kinetoplastids Supports That
Trypanosomatids Arose from within Bodonids. Molecular Biology and
Evolution, v. 28, n. 1, p. 53-58, 1 jan. 2011.

DESQUESNES, M. et al. Trypanosoma evansi and surra: a review and
perspectives on origin, history, distribution, taxonomy, morphology, hosts,
and pathogenic effects. BioMed research international, v. 2013, p.
194176, 2013.

DIAS, D.; PERACCHI, A. Quiropteros da Reserva Biologica do Tingua, estado
do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil (Mammalia, Chiroptera). Revista
Brasileira de Zoologia, v. 25, p. 333-369, 2008.

DIAS, D.; PERACCHI, A. L. AL; SILVA, S. S. P. DA S. Quirdpteros do Parque
Estadual da Pedra Branca, Rio de Janeiro, Brasil (Mammalia, Chiroptera).
Revista Brasileira de Zoologia , Brasil, v. 19, n. 2, p. 113-140, 2002.

DIAS, J. P. et al. Acute Chagas disease outbreak associated with oral
transmission Surto de doenca de Chagas aguda associada a transmissao
oral. v. 41, n. 3, p. 296-300, 2008.

DIETRICH, P. et al. The Trypanosoma cruzi ribosomal RNA-encoding gene:
analysis of promoter and upstream intergenic spacer sequences. Gene, V.
125, n. 1, p. 103-7, 15 mar. 1993.

ELP, A. Age determination in bats. In: KUNZ T.H (Ed.). . Ecological and
behavioral methods for the study of bats. Washington: Smithsonian
Institution Press, 1998. p. 47-58.

ESBERARD, C. E. L. et al. Andlise preliminar dos problemas com morcegos no
Municipio do Rio de Janeiro (RJ, Brasil). Anais do | Encontro Brasileiro
de Ciéncias Ambientais, v. 1, p. 348-362, 1994,

ESBERARD, C. E. L. Diversidade de morcegos em area de Mata Atlantica
regenerada no sudeste do Brasil. Rev. bras. Zoociencias Juiz de Fora,
v. 5, n. 2, p. 189-204, 2003.

ESTRADA, A. et al. General bat activity measured with an ultrasound detector
in a fragmented tropical landscape in Los Tuxtlas, Mexico. Animal
Biodiversity and Conservation, v. 27, n. 2, p. 5-13, 2004.

FENTON, M. B. et al. Phyllostomid bats (Chiroptera: Phyllostomidae) as
indicators of habitat disruption in the neotropics. Biotropica, v. 24, n. 3, p.
440-446, set. 1992.

FENTON, M. B.; SIMMONS, N. A world of Science and mystery. Chicago:
The University of Chicago Press, 2014.

FERMINO, B. R. et al. The phylogeography of trypanosomes from South
American alligatorids and African crocodilids is consistent with the
geological history of South American river basins and the transoceanic
dispersal of Crocodylus at the Miocene. Parasites & Vectors, v. 6, n. 1, p.
313, 29 out. 2013.

FIGUEIREDO, F. B. et al. First report of natural infection of a bush dog
(Speothos venaticus) with Leishmania (Leishmania) chagasi in Brazil.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
v. 102, n. 2, p. 200-201, fev. 2008.

85



FLEGONTOV, P. et al. Paratrypanosoma Is a Novel Early-Branching
Trypanosomatid. Current Biology, v. 23, n. 18, p. 1787-1793, set. 2013.

GAGER, Y. et al. Group size, survival and surprisingly short lifespan in socially
foraging bats. BMC Ecology, v. 16, n. 1, p. 2, 15 dez. 2016.

GARCIA, L. et al. Phylogenetic Analysis of Bolivian Bat Trypanosomes of the
Subgenus Schizotrypanum Based on Cytochrome b Sequence and
Minicircle Analyses. PLoS ONE, v. 7, n. 5, p. e36578, 9 maio 2012.

GARDNER, R. A.; MOLYNEUX, D. H. Schizotrypanum in British bats.
Parasitology, v. 97 ( Pt 1), p. 43-50, ago. 1988.

GORRESEN, P. M. et al. Assessing Bat Detectability and Occupancy with
Multiple Automated Echolocation Detectors. Journal of Mammalogy, v.
89,n.1, p.11-17, 2008.

GORRESEN, P. M. &; WILLING, M. R. Landscape responses of bats to habitat
fragmentation in atlantic forest of Paraguay. Journal of Mammalogy, v.
85, n. 4, p. 688-697, ago. 2004.

GRIMALDI, G. et al. Characterization and classification of leishmanial parasites
from humans, wild mammals, and sand flies in the Amazon region of
Brazil. The American journal of tropical medicine and hygiene, v. 44,
n. 6, p. 645-61, jun. 1991.

HALL, T. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NTNucleic Acids Symposium
Series, 1999. Disponivel em:
<http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/JWB/papers/1999Halll.pdf>

HAMILTON, P. et al. Phylogenetic analysis reveals the presence of the
Trypanosoma cruzi clade in African terrestrial mammals¥. Infection,
Genetics and Evolution, v. 9, n. 1, p. 81-86, jan. 2009.

HAMILTON, P. B. et al. Trypanosomes are monophyletic: Evidence from genes
for glyceraldehyde phosphate dehydrogenase and small subunit ribosomal
RNA. International Journal for Parasitology, v. 34, n. 12, p. 1393-1404,
2004.

HAMILTON, P. B. et al. A novel, high-throughput technique for species
identification reveals a new species of tsetse-transmitted trypanosome
related to the Trypanosoma brucei subgenus, Trypanozoon. Infection,
Genetics and Evolution, v. 8, n. 1, p. 26-33, 2008.

HAMILTON, P. B. et al. Parasites reveal movement of bats between the New
and Old Worlds. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 63, n. 2, p.
521-526, maio 2012.

HAMILTON, P. B.; GIBSON, W. C.; STEVENS, J. R. Patterns of co-evolution
between trypanosomes and their hosts deduced from ribosomal RNA and
protein-coding gene phylogenies. Molecular Phylogenetics and
Evolution, v. 44, n. 1, p. 15-25, 2007.

HAMILTON, P. B.; JAMIE R. STEVENS. Classification and Phylogeny of
Trypanosoma cruzi. In: American Trypanosomiasis: Chagas Disease
One Hundred Years of Research. Exeter, UK: School of Biosciences,

86



University of Exeter, 2010. p. 17.

HAMILTON, P. B.; TEIXEIRA, M. M. G.; STEVENS, J. R. The evolution of
Trypanosoma cruzi: the “ bat seeding ” hypothesis. Trends in
Parasitology, v. 28, n. 4, p. 136-141, 2012.

HERNANDEZ, R. et al. Primary structure of Trypanosoma cruzi small-subunit
ribosomal RNA coding region: comparison with other trypanosomatids.
Molecular and biochemical parasitology, v. 41, n. 2, p. 207-12, jun.
1990.

HERRER, A.; CHRISTENSEN, H. A. Epidemiological patterns of cutaneous
leishmaniasis in Panama. Ill. Endemic persistence of the disease. The
American journal of tropical medicine and hygiene, v. 25, n. 1, p. 54—
8, jan. 1976.

HERRER, A.; CHRISTENSEN, H. A.; BEUMER, R. J. Reservoir hosts of
cutaneous leishmaniasis among Panamanian forest mammals. The
American journal of tropical medicine and hygiene, v. 22, n. 5, p. 585—
91, set. 1973.

HERRERA, H. M. et al. Enzootiology of Trypanosoma evansi in Pantanal,
Brazil. Veterinary Parasitology, v. 125, n. 3—4, p. 263-275, 10 nov. 2004.

HOARE, C. A. The trypanosomes of mammals. A zoological monograph. The
trypanosomes of mammals. A zoological monograph., 1972.

HODO, C. L. et al. Trypanosome species, including Trypanosoma cruzi, in
sylvatic and peridomestic bats of Texas, USA. Acta Tropica, v. 164, p.
259-266, dez. 2016.

JANSEN, A. M.; XAVIER, S. C. C.; ROQUE, A. L. R. The multiple and complex
and changeable scenarios of the Trypanosoma cruzi transmission cycle in
the sylvatic environment. Acta Tropica, v. 151, n. 1, p. 1-15, 2015.

JANSEN, A. M.; XAVIER, S. C. C.; ROQUE, A. L. R. Ecological aspects of
Trypanosoma cruzi: Wild hosts and reservoirs. In: American
Trypanosomiasis Chagas Disease. [s.l: s.n.]. p. 243-264.

KALKO EKV, HANDLEY JR CO, H. D. Organization, diversity, and long-term
dynamics of a neotropical bat community,. In: CODY, M.L. &
SMALLWOOD, J. A. (Ed). . Long-term studies of vertebrate
communities. [s.l.] Academic Press, 1996. p. 503-553.

KASSAHUN, A. et al. Natural infection of bats with Leishmania in Ethiopia. Acta
Tropica, v. 150, p. 166-170, 2015.

KEESING, F.; HOLT, R. D.; OSTFELD, R. S. Effects of species diversity on
disease risk. Ecology Letters, v. 9, n. 4, p. 485-498, 31 mar. 2006.

KENDALL, G. et al. Trypanosoma cruzi glycosomal glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase does not conform to the “hotspot” topogenic
signal model. The EMBO journal, v. 9, n. 9, p. 2751-8, set. 1990.

KIERSZENBAUM, F.; IVANYI, J.; BUDZKO, D. B. Mechanisms of natural
resistance to trypanosomal infection. Role of complement in avian
resistance to Trypanosoma cruzi infection. Immunology, v. 30, n. 1, p. 1-
6, jan. 1976.

87



KIMURA, M. A simple method for estimating evolutionary rates of base
substitutions through comparative studies of nucleotide sequences.
Journal of molecular evolution, v. 16, n. 2, p. 111-20, dez. 1980.

KOSTYGOV, A. Y. et al. Molecular revision of the genus Wallaceina. Protist, v.
165, n. 5, p. 594-604, set. 2014.

KOSTYGOV, A. Y. et al. Novel Trypanosomatid-Bacterium Association:
Evolution of Endosymbiosis in Action. mBio, v. 7, n. 2, p. e01985, 15 mar.
2016.

KUNZ, T. .; KURTA, A. Capture method and holding devices. In: KUNZ, T. H.
(Ed.). . Ecological and behavioral methods for the study of bats.
Washington, DC: Smithsonian Institution Press., 1988. .

LAINSON, R. et al. Leishmaniasis in Brazil: XIll. Isolation of Leishmania from
armadillos (Dasypus novemcinctus), and observations on the
epidemiology of cutaneous leishmaniasis in north Pard State.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
V. 73,n. 2, p. 239-42, 1979.

LAINSON, R. et al. Leishmania (Viannia) shawi sp. n., a parasite of monkeys,
sloths and procyonids in Amazonian brazil. Annales de Parasitologie
Humaine et Comparée, v. 64, n. 3, p. 200-207, 19 ago. 1989.

LAINSON, R.; SHAW, J. J.; POVOA, M. The importance of edentates (sloths
and anteaters) as primary reservoirs of Leishmania braziliensis
guyanensis, causative agent of “pianbois” in north Brazil. Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 75, n. 4, p.
611-612, jan. 1981.

LAMPO, M. et al. A possible role of bats as a blood source for the Leishmania
vector Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae). v. 62, n. 6, p. 718—
719, 2000.

LASERGENE. User’s guide: A manual for the Lasergene System. [s.|]
Biocomputing Software for Windows, 1994.

LAVAL, R. . Banding returns and activity periods of some Costa Rican bats.
Southwestern Naturalist, v. 15, p. 1-10, 1970.

LEI, M.; DONG, D. Phylogenomic analyses of bat subordinal relationships
based on transcriptome data. Nature Publishing Group, n. June, p. 1-8,
2016.

LEONAN, R. et al. Dieta de Artibeus lituratus (Olfers, 1818) em area urbana na
cidade do Rio de Janeiro: frugivoria e novo registro de folivoria.
Chiroptera Neotropical, v. 15, n. December, p. 487-493, 2009.

LIMA, H. DE et al. Isolation and molecular identification of Leishmania chagasi
from a bat ( Carollia perspicillata ) in northeastern Venezuela. v. 103, n.
June, p. 412-414, 2008.

LIMA, L. et al. Evolutionary Insights from Bat Trypanosomes: Morphological,
Developmental and Phylogenetic Evidence of a New Species,
Trypanosoma (Schizotrypanum) erneyi sp. nov., in African Bats Closely
Related to Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi and Allied Species.
Protist, v. 163, n. 6, p. 856-872, 2012.

88



____. Trypanosoma livingstonei: a new species from African bats supports the
bat seeding hypothesis for the Trypanosoma cruzi clade. Parasites &
vectors, v. 6, n. 1, p. 221, 2013.

LIMA, L.; ESPINOSA-ALVAREZ, O.; ORTIZ, P. A.; et al. Genetic diversity of
Trypanosoma cruzi in bats, and multilocus phylogenetic and
phylogeographical analyses supporting Tcbat as an independent DTU
(discrete typing unit). Acta Tropica, v. 151, n. 1, p. 166-177, 2015.

LIMA, L.; ESPINOSA-ALVAREZ, O.; PINTO, C. M.; et al. New insights into the
evolution of the Trypanosoma cruzi clade provided by a new trypanosome
species tightly linked to Neotropical Pteronotus bats and related to an
Australian lineage of trypanosomes. Parasites & Vectors, v. 8, n. 1, p.
657, 23 dez. 2015.

LISBOA, C. V. et al. Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae)
genotypes in neotropical bats in Brazil. Veterinary parasitology, v. 156,
n. 3—4, p. 314-8, 1 out. 2008.

____. Infection with Trypanosoma cruzi Tcll and Tcl in free-ranging population of
lion tamarins (Leontopithecus spp): an 11-year follow-up. Memaorias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 3, p. 394-402, maio 2015.

MACKERRAS, M.; MACKERRAS, M. The haematozoa of Australian mammals.
Australian Journal of Zoology, v. 7, n. 2, p. 105, 1959.

MAEDA, F. Y. et al. Mammalian cell invasion by closely related Trypanosoma
species T. dionisii and T. cruzi. Acta tropica, v. 121, n. 2, p. 141-7, fev.
2012.

MAIA, C. S. et al. Histopathological assessment of the morphology and
pigmentation of the skin of dogs naturally infected by Leishmania
infantum. Medicina Veterinaria, 2013.

MAIA DA SILVA, F. et al. Trypanosoma rangeli isolates of bats from Central
Brazil: Genotyping and phylogenetic analysis enable description of a new
lineage using spliced-leader gene sequences. Acta Tropica, v. 109, n. 3,
p. 199-207, mar. 2009.

Phylogenetic, morphological and behavioural analyses support host
switching of Trypanosoma (Herpetosoma) lewisi from domestic rats to
primates. Infection, Genetics and Evolution, v. 10, n. 4, p. 522-529,
maio 2010.

MARCILI, A. et al. A new genotype of Trypanosoma cruzi associated with bats
evidenced by phylogenetic analyses using SSU rDNA, cytochrome b and
Histone H2B genes and genotyping based on ITS1 rDNA. Parasitology,
v. 136, n. 6, p. 641-655, 2009.

MARCILI, A. et al. Comparative phylogeography of Trypanosoma cruzi TCllc:
New hosts, association with terrestrial ecotopes, and spatial clustering.
Infection, Genetics and Evolution, v. 9, n. 6, p. 1265-1274, dez. 2009.

MARINHO-FILHO, J. S. et al. The coexistence of two frugivorous bat species
and the phenology of their food plants in Brazil. Journal of Tropical
Ecology, v. 7, n. 1, p. 59-67, 10 fev. 1991.

MARINKELLE, C. J. Developmental stages of Trypanosoma cruzi-like
89



flagellates in Cavernicola pilosa. Revista de biologia tropical, v. 30, n. 2,
p. 107-11, nov. 1982.

MARINKELLE, C. J.; DUARTE, C. A. Trypanosoma pifanoi n. sp. from
Colombian bats. The Journal of protozoology, v. 15, n. 3, p. 621-7, ago.
1968.

MARLOW, M. A. et al. Divergent profile of emerging cutaneous leishmaniasis in
subtropical Brazil: new endemic areas in the southern frontier. PIoS one,
v.8,n. 2, p. e56177, jan. 2013.

MARQUES, M. J. et al. Comparison of polymerase chain reaction with other
laboratory methods for the diagnosis of American cutaneous
leishmaniasis. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 54,
n. 1, p. 37-43, jan. 2006.

MARZOCHI, M. C. DE A. Editorial Visceral leishmaniasis in Southern Rio de
Janeiro State and the risk of propagation to Sdo Paulo State , Brazil.
Revista da Sociedade Brasiliera de Medicina Tropical, v. 49, n. 2, p.
147-149, 2016.

MAYEN, F. Haematophagous bats in Brazil, their role in rabies transmission,
impact on public health, livestock industry and alternatives to an
indiscriminate reduction of bat population. Journal of veterinary
medicine. B, Infectious diseases and veterinary public health, v. 50, n.
10, p. 469-72, dez. 2003.

MELLO, M. A. R.; KALKO, E. K. V.; SILVA, W. R. Diet and Abundance of the
Bat Sturnira lilium (Chiroptera) in a Brazilian Montane Atlantic Forest.
Journal of Mammalogy, v. 89, n. 2, p. 485-492, abr. 2008.

MENDES, P. et al. DIFERENTES METODOS DE REGENERACAO
FLORESTAL PODEM INTERFERIR NA COMUNIDADE LOCAL DE
MORCEGOS ? v. 21, n. 2, p. 231-240, 2014.

MENEZES JR., L. F. et al. Deslocamento de Artibeus lituratus (Olfers, 1818)
(Mammalia, Chiroptera) entre ilha e continente no Estado do Rio de
Janeiro, Brasil. Biota Neotropica, v. 8, n. 2, p. 0-0, jun. 2008.

MERZLYAK, E. et al. Diversity and phylogeny of insect trypanosomatids based
on small subunit rRNA genes: polyphyly of Leptomonas and
Blastocrithidia. The Journal of eukaryotic microbiology, v. 48, n. 2, p.
161-9, 2001.

MEYER, C. F. J.; KALKO, E. K. V. Assemblage-level responses of phyllostomid
bats to tropical forest fragmentation: land-bridge islands as a model
system. Journal of Biogeography, v. 35, p. 1711 — 1726, 2008.

MICHELS, P. A M. et al. Tandemly Linked Identical. The EMBO, v. 5, n. 5, p.
1049-1056, 1986.

MILLAN, J. et al. Absence of Leishmania infantum in cave bats in an endemic
area in Spain. Parasitology Research, v. 113, n. 5, p. 1993-1995, 13
maio 2014.

MIMORI, T. et al. Identification, using isoenzyme electrophoresis and
monoclonal antibodies, of Leishmania isolated from humans and wild
animals of Ecuador. The American journal of tropical medicine and

90



hygiene, v. 40, n. 2, p. 154-8, fev. 1989.

MOLYNEUX, D. H.; STILES, J. K. Trypanosomatid--vector interactions.
Annales de la Société belge de médecine tropicale, v. 71 Suppl 1, p.
151-66, jan. 1991.

MORELLATO, L. P. C.; HADDAD, C. F. B. Intoduction: the Brazilian atlantic
forest. Biotropica, v. 32, n. 4b, p. 786—792, 2000.

MORRISON, L. J. et al. Discovery of Mating in the Major African Livestock
Pathogen Trypanosoma congolense. PLoS ONE, v. 4, n. 5, p. 5564, 15
maio 2009.

MORSY, T. A.; SALAMA, M. M.; ABDEL HAMID, M. Y. Detection of Leishmania
antibodies in bats. Journal of the Egyptian Society of Parasitology, v.
17,n. 2, p. 797-8, dez. 1987.

MULLIS, K. et al. Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the
polymerase chain reaction. Cold Spring Harbor symposia on
guantitative biology, v. 51 Pt 1, p. 263-73, 1986.

MUTINGA, M. J. The animal reservoir of cutaneous leishmaniasis on Mount
Elgon, Kenya. East African medical journal, v. 52, n. 3, p. 142-51, mar.
1975.

MYERS, N. et al. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v.
403, n. 6772, p. 853-858, 24 fev. 2000.

NAIFF, R. D. et al. Epidemiological and nosological aspects of Leishmania naiffi
Lainson &amp; Shaw, 1989. Memoarias do Instituto Oswaldo Cruz, v.
86, n. 3, p. 317-321, set. 1991.

NISHIMURA, S. M. M.; FILHO, H. O.; MAGALHAES, M. Trypanosomatids in
Phyllostomids (Chiroptera, Phyllostomidae) from Perobas Biological
Reserve, Parana, Brazil. Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, V.
13, n. 2, p. 87-91, 2010.

NOBREGA, A. A et al. Oral transmission of Chagas disease by consumption of
acai palm fruit, Brazil. Emerging infectious diseases, v. 15, n. 4, p. 653—
5, abr. 2009.

NOGUEIRA, M. et al. Checklist of Brazilian bats, with comments on original
records. Check List, v. 10, n. 4, p. 808-821, 2014.

NOYES, H. A. et al. A nested PCR for the ssrRNA gene detects Trypanosoma
binneyi in the platypus and Trypanosoma sp. in wombats and kangaroos
in Australia. International journal for parasitology, v. 29, n. 2, p. 331-9,
fev. 1999.

NUNES, L. A. et al. Variation morphogeometrics of Africanized honey bees
(Apis mellifera) in Brazil. lheringia. Série Zoologia, v. 102, n. 3, p. 321—
326, 2012.

OLIVEIRA-FILHO, A. T.; FONTES, M. A. L. Patterns of Floristic Differentiation
among Atlantic Forests in Southeastern Brazil and the Influence of Climate
Patterns of Floristic Differentiation among Atlantic Forests in Southeastern
Brazil and the Influence of Climate 1. BIOTROPICA, v. 32, n. 4, p. 793—
810, 2000.

91



OLIVEIRA, F. M. DE et al. First detection of Leishmania spp. DNA in Brazilian
bats captured strictly in urban areas. Elsevier B.V., 2015.

OLIVEIRA, M. P. DE C. et al. Unique behavior of Trypanosoma dionisii
interacting with mammalian cells: invasion, intracellular growth, and
nuclear localization. Acta tropica, v. 110, n. 1, p. 65-74, abr. 2009.

Tridimensional ultrastructure and glycolipid pattern studies of
Trypanosoma dionisii. Acta Tropica, v. 128, n. 3, p. 548-556, 2013.

OLIVEIRA, R. R. Os cenérios da paisagem. In: OLIVEIRA, R. R. (Ed.). . As
Marcas do homem na floresta: Historia Ambiental de um trecho
urbano de Mata Atlantica. Rio de Janeiro: PUC- Rio, 2005. p. 230.

OPREA, M. et al. Bat predation by Phyllostomus hastatus. Chiroptera
Neotropical, v. 12, n. 1, 2006.

PAGLIA, A. P. et al. Annotated checklist of Brazilian mammals. Second ed.
[s.l.] Conservation International, 2012. v. 6

PERACCHI, A. L.; NOGUEIRA, M. R. Lista anotada dos morcegos do Estado
do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil. Chiroptera Neotropical, v. 16, n. 1,
p. 508-519, 2010.

PERACCHI, A. L.; REIS, N. R. Mamiferos do Brasil. [s.l: s.n.].

PINTO, C. M. et al. Bats, trypanosomes, and triatomines in Ecuador: New
insights into the diversity, transmission, and origins of trypanosoma cruzi
and chagas disease. PLoS ONE, v. 10, n. 10, p. 1-13, 2015.

PIRES, A. S. et al. Frequency of movements of small mammals among Atlantic
Coastal Forest fragments in Brazil. Biological Conservation, v. 108, n. 2,
p. 229-237, 2002.

PONTES, E. S. Infeccao por Tripanosomatideos em Pequenos Mamiferos
Provenientes de Areas com Distintos Perfis de Degradacio
Ambiental no Entorno do Maci¢co da Pedra Branca, Rio de Janeiro/RJ.
[s.l.] Faculdades Séo José, 2015.

PORTFORS, C. V. et al. Bats from Fazenda Intervales, Southeastern Brazil:
species account and comparison between different sampling methods.
Revista Brasileira de Zoologia, v. 17, n. 2, p. 533-538, 2000.

QUARESMA, P. F. et al. Wild, synanthropic and domestic hosts of Leishmania
in an endemic area of cutaneous leishmaniasis in Minas Gerais State,
Brazil. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 105, n. 10, p. 579-585, out. 2011.

RAMIREZ, J. D. et al. Trypanosome species in neo-tropical bats: Biological,
evolutionary and epidemiological implications. Infection, Genetics and
Evolution, v. 22, p. 250-256, 2014a.

___. First Report of Human Trypanosoma cruzi Infection Attributed to TcBat
Genotype. Zoonoses and Public Health, v. 61, n. 7, p. 477-479, nov.
2014b.

REIS, N. R. DOS et al. O que é melhor para manter a riqueza de espécies de
morcegos (Mammalia, Chiroptera): um fragmento florestal grande ou
varios fragmentos de pequeno tamanho? Revista Brasileira de

92



Zoologia, v. 20, n. 2, p. 225-230, jun. 2003.
REIS, N. R. DOS et al. Morcegos do Brasil. Londrina: Nelio R. dos Reis, 2007.

REY, L. Parasitologia - Parasitos e Doencgas Parasitarias do Homem nos
Tropicos Ocidentais. 4. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

RODGERS, M. R.; POPPER, S. J.; WIRTH, D. F. Amplification of kinetoplast
DNA as a tool in the detection and diagnosis of Leishmania. Experimental
parasitology, v. 71, n. 3, p. 267-75, out. 1990.

RODRIGUES, A. C. et al. Characterization of spliced leader genes of
Trypanosoma ( Megatrypanum) theileri: phylogeographical analysis of
Brazilian isolates from cattle supports spatial clustering of genotypes and
parity with ribosomal markers. Parasitology, v. 137, n. 1, p. 111, 21 jan.
2010.

ROQUE, A. L. R. et al. Trypanosoma cruzi Transmission Cycle Among Wild and
Domestic Mammals in Three Areas of Orally Transmitted Chagas Disease
Outbreaks. The American Society of Tropical Medicine and Hygiene,
V. 79, n.5, p. 742-749, 2008.

ROQUE, A. L. R.; JANSEN, A. M. Wildlife Wild and synanthropic reservoirs of
Leishmania species in the Americas. International Journal for
Parasitology: Parasites and Wildlife, v. 3, n. 3, p. 251-262, dez. 2014.

ROTUREAU, B.; CATZEFLIS, F.; CARME, B. SHORT REPORT : ABSENCE
OF LEISHMANIA IN GUIANAN BATS. v. 74, n. 2, p. 318-321, 2006.

SAITOU, N.; NEI, M. The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Molecular biology and evolution, v. 4,
n. 4, p. 406-25, jul. 1987.

SAMBROOK, J.; RUSSEL, D. W. Molecular Cloning - A laboratory Manual.
3. ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

SANGER, F. The Croonian Lecture, 1975: Nucleotide Sequences in DNA.
Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, v. 191, n.
1104, p. 317-333, 2 dez. 1975.

SANT'ANNA, M. R. V. et al. Triatomines (Hemiptera, Reduviidae) blood intake:
Physical constraints and biological adaptations. Journal of Insect
Physiology, 2016.

SAVANI, E. S. M. M. et al. Detection of Leishmania (Leishmania) amazonensis
and Leishmania (Leishmania) infantum chagasi in Brazilian bats.
Veterinary parasitology, v. 168, n. 1-2, p. 5-10, 26 fev. 2010.

SCHWARZ, R. S. et al. Characterization of two species of trypanosomatidae
from the Honey Bee Apis mellifera: Crithidia mellificae Langridge and
McGhee, and Lotmaria passim n. gen., n. sp. Journal of Eukaryotic
Microbiology, v. 62, n. 5, p. 567-583, 2015.

SEIM, I. et al. Genome analysis reveals insights into physiology and longevity of
the Brandt’'s bat Myotis brandtii. Nature Communications, v. 4, p. 2212,
20 ago. 2013.

SHAPIRO, J. T. et al. First record of Leishmania braziliensis presence detected
in bats, Mato Grosso do Sul, southwest Brazil. Acta Tropica, v. 128, n. 1,

93



p. 171-174, 2013.

SILVA-ITURRIZA, A. et al. Trypanosoma evansi KDNA minicircle found in the
Venezuelan nectar-feeding bat Leptonycteris curasoae (Glossophaginae),
supports the hypothesis of multiple origins of that parasite in South
America. Parasitology International, v. 62, n. 2, p. 95-99, abr. 2013.

SIMMONS, N. B. Order Chiroptera. In: WILSON, D. E., REEDER, D. M. (Ed.). .
Mammals Species of the World: a taxonomic and geographic
reference. [s.l.] Jonhs Hopkins University Press, 2005. p. p.312-529.

SIMMONS, N.; VOSS, R. Order Chiroptera. In: Wilson, D. E., Reeder, D. M.
Bats. Bulletin of the American Museum of Natural History, v. 237, p.
1-219, 1998.

SMITH, A. et al. Trypanosomes in a declining species of threatened Australian
marsupial , the brush-tailed bettong Bettongia penicillata ( Marsupialia:
Potoroidae ). p. 1329-1335, 2008.

SOS-MATA ATLANTICA. Florestas» A Mata Atlantica. Disponivel em:
<https://www.sosma.org.br/nossa-causa/a-mata-atlantica/>. Acesso em: 8
fev. 2017.

SOUSA, R. F.; TENORIO, R. C. C. O.; FARIA, K. DE C. First record of
Trachops cirrhosus (Spix, 1823) (Chiroptera: Phyllostomidae) for the state
of Mato Grosso, Central-West region, Brazil. Check List, v. 9, n. 6, p.
1527-1529, 2013.

SOUZA-LIMA, R. DE C. DE et al. Outbreak of acute Chagas disease
associated with oral transmission in the Rio Negro region , Brazilian
Amazon. Brasileira Sociedade Tropical De Medicina, v. 46, n.
November 2011, p. 510-514, 2013.

SOUZA, N. A. DE et al. Studies on Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) in
the Campus FIOCRUZ Mata Atlantica, Jacarepagud, in the City of Rio de
Janeiro, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v. 48, n. 1, p. 26-32, fev. 2015.

SOUZA, R. D. F. et al. Bats (Mammalia, Chiroptera) in a remnant of Atlantic
Forest, Rio de Janeiro, southeastern Brazil Morcegos. Neotropical
Biology and Conservation, v. 10, n. 1, 26 nov. 2015.

SOUZA ROCHA, L. DE et al. Molecular biological identification of monoxenous
trypanosomatids and Leishmania from antropophilic sand flies (Diptera:
Psychodidae) in Southeast Brazil. Parasitology Research, v. 107, n. 2, p.
465-468, 25 jul. 2010.

STEVENS, J. R. et al. The taxonomic position and evolutionary relationships of
Trypanosoma rangeli. International journal for parasitology, v. 29, n. 5,
p. 749-57, maio 1999.

____. Kinetoplastid phylogenetics, with special reference to the evolution of
parasitic trypanosomes. Parasite (Paris, France), v. 15, n. 3, p. 226-32,
set. 2008.

STEVENS, L. R.; DOVER, H. A.; GIBSON, W. C. The ancient and divergent
origins of the human pathogenic trypanosomes , Trypanosoma brucei and
T . cruzi. 1999.

94



STURM, N. R. et al. Evidence for multiple hybrid groups in Trypanosoma cruzi.
International journal for parasitology, v. 33, n. 3, p. 269-79, mar. 2003.

SVOBODOVA, M. et al. Sergeia podlipaevi gen. nov., sp. nhov.
(Trypanosomatidae, Kinetoplastida), a parasite of biting midges
(Ceratopogonidae, Diptera). nternational Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 57, n. 2, p. 423-432, 1 fev. 2007.

TAMURA, K.; NEI, M. Estimation of the number of nucleotide substitutions in
the control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees.
Molecular biology and evolution, v. 10, n. 3, p. 512-26, maio 1993.

TEELING, E. C. et al. Microbat paraphyly and the convergent evolution of a key
innovation in Old World rhinolophoid microbats. PNAs, v. 99, n. 3, 2002.

TEELING, E. C. Hear, hear: the convergent evolution of echolocation in bats?
Trends in Ecology & Evolution, v. 24, n. 7, p. 351-354, jul. 2009.

TELLERIA, J. et al. Putative Reservoirs of Leishmania amazonensis in a Sub-
andean Focus of Bolivia Identified by KDNA-Polymerase Chain Reaction.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 94, n. 1, jan. 1999.

TELLERIA, J.; TIBAYRENC, M. American trypanosomiasis Chagas disease :
one hundred years of research. 2nd. ed. Montpellier: Academic Press,
2017.

THOMAS, M. E.; RASWEILER IV, J. J.; DPALESSANDRO, A. Experimental
transmission of the parasitic flagellates Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma rangeli between triatomine bugs or mice and captive
neotropical bats. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 102, n.
August, p. 559-565, 2007.

THOMPSON, C. K. et al. Morphological polymorphism of Trypanosoma
copemani and description of the genetically diverse T. vegrandis sp. nov.
from the critically endangered Australian potoroid, the brush-tailed bettong
(Bettongia penicillata (Gray, 1837)). Parasites & vectors, v. 6, p. 121, 26
abr. 2013.

THOMPSON, C. K.; GODFREY, S. S.; THOMPSON, R. C. A. International
Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife Trypanosomes of
Australian mammals : A review. International Journal for Parasitology:
Parasites and Wildlife, v. 3, p. 57-66, 2014.

TRAVI, B. L. et al. Leishmania(Leishmania)chagasi:Clinical and
Parasitological Observations in Experimentally InfectedDidelphis
marsupialis, Reservoir of New World Visceral
LeishmaniasisExperimental Parasitology. [s.l: s.n.].

TREVELIN, L. C. et al. Use of space by frugivorous bats (Chiroptera:
Phyllostomidae) in a restored Atlantic forest fragment in Brazil. Forest
Ecology and Management, v. 291, p. 136-143, mar. 2013.

VELOSO, H. P.; FILHO, A. L. R. R.; ALVEZ, J. C. L. CLASSIFICAQAO DA
VEGETAQAO BRASILEIRA , ADAPTADA A UM SISTEMA UNIVERSAL.
Rio de Janeiro: IBGE, 1991.

VICKERMAN, K.; PRESTON, T. Comparative cell biology of the kinetoplastid
flagellates. In: W.H.R LUMSDEN; D.A. EVANS (Eds.). . Biology of the

95



Kinetoplastida. London: Academic Press, 1976. p. 1-34.

VOTYPKA, J. et al. Diversity of Trypanosomatids (Kinetoplastea:
Trypanosomatidae) Parasitizing Fleas (Insecta: Siphonaptera) and
Description of a New Genus Blechomonas gen. n. Protist, v. 164, n. 6, p.
763-781, 2013.

Kentomonas gen. n., a New Genus of Endosymbiont-containing
Trypanosomatids of Strigomonadinae subfam. n. Protist, v. 165, n. 6, p.
825-838, 2014.

WALLACE, F. G. The trypanosomatid parasites of insects and arachnids.
Experimental parasitology, v. 18, n. 1, p. 124-93, fev. 1966.

WALLACE, F. G. et al. Guidelines for the Description of New Species of Lower
Trypanosomatidsl. The Journal of Protozoology, v. 30, n. 2, p. 308—
313, maio 1983.

WHO. Chagas disease (American trypanosomiasis).

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Leishmaniasis: background
information. A brief history of the diseases. Disponivel em:
<http://'www.who.int/leishmaniasis/en/>. Acesso em: 28 nov. 2016.

WILSON, D. E. The Smithsonian Answer Book. Washington, DC:
Smithsonian Books Wasshington, 1997.

WOLOWSKI, M. et al. InteragOes planta -polinizador em vegetacéo de altitude
na Mata Atlantica. Oecologia Australis, v. 20, n. 2, p. 07-23, jul. 2016.

WYNSBERGHE, N. R. VAN et al. Retention of Leishmania (Leishmania)
Mexicana in naturally infected rodents from the State of Campeche,
Mexico. Memarias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 95, n. 5, p. 595-600,
out. 2000.

YURCHENKO, V. et al. Diversity of Trypanosomatids in Cockroaches and the
Description of Herpetomonas tarakana sp. n. The Journal of eukaryotic
microbiology, v. 63, n. 2, p. 198-209, 2016.

ZELEDON, R.; ROSABAL, R. Trypanosoma leonidasdeanei sp. nov. in
insectivorous bats of Costa Rica. Annals of tropical medicine and
parasitology, v. 63, n. 2, p. 221-8, jun. 1969.

ZINGALES, B. et al. A new consensus for Trypanosoma cruzi intraspecific
nomenclature : second revision meeting recommends Tcl to TcVI. v. 104,
n. November, p. 1051-1054, 2009.

ZORTEA, M. Reproductive patterns and feeding habits of three nectarivorous
bats (Phyllostomidae: Glossophaginae) from brazilian Cerrado. Brazilian
Journal of Biology, v. 63, n. 1, p. 159-168, 2003.

96



ANEXO A - Resultados alcancados através do Blast das sequéncias obtidas com gene 18S SSU e
gGAPDH, com sequéncias ja depositadas no Genbank.

Amostra Espécie identificada Max Total Query E- Ident N° de acesso
score | score cover |value

6890 Trypanosoma sp. RNMO63 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 857 857 100% 0.0 98% gb|KT368796.1|
Trypanosoma sp. RNMO56 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 857 857 100% 0.0 98% gb|KT368795.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 966 966 100% 0.0 99% gb|FJ001666.2|
complete sequence

6875 Trypanosoma dionisii isolate M1011 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 946 946 97% 0.0 99% gb|KJ817042.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 944 944 100% 0.0 99% gb|FI001667.2|
complete sequence
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 941 941 97% 0.0 99% gb|KJ817044.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 929 929 100% 0.0 99% gb|FJ001666.2|
complete sequence

6889 Trypanosoma dionisii isolate M1011 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 922 922 99% 0.0 99% gb|KJ817042.1|
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 917 917 99% 0.0 99% gb|KJ817044.1|
Trypanosoma dionisii isolate M1014 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 911 911 99% 0.0 99% gb|KJ817043.1|
Trypanosoma dionisii isolate CBT 59 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 913 913 100% 0.0 100% | gb|KF557745.1|
Trypalnosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 913 913 100% 0.0 100% gb|FI001667.2|

6968L  LCOmP ete sequence _ _ _
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:380 18S ribosomal RNA gene, 913 913 100% 0.0 100% gb|FJ001656.1|
partial sequence
Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 907 907 100% 0.0 99% gb|KR905444.1|
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Amostra Espécie identificada Max Total Query E- Ident N° de acesso
score | score cover |value

Trypanosoma cruzi strain Jose clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 944 944 100% 0.0 100% | gb|AY785573.1|
Trypanosoma cruzi strain Yuyu 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 939 939 100% 0.0 99% | gb]AF245380.1|

6882 Trypanosoma cruzi partial 18S rRNA gene, isolate Las Palomas 196 933 933 100% 0.0 99% | emb|LT220279.1|
Trypanosoma cruzi clone 3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 931 931 100% 0.0 99% | gb|KR905435.1|
Trypanosoma cruzi strain Dm28c 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 931 931 100% 0.0 99% | gb]AF245382.1|
Trypanosoma cruzi strain MT3663 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 846 846 100% 0.0 97% | gb|AF288660.1|

69691 Trypanosoma cruzi isolate TryCC1078 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 845 845 99% 0.0 97% gb|FJ549380.1|
Trypanosoma cruzi clone 7 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 841 841 100% 0.0 97% | gb|KR905439.1|
Trypanosoma cruzi strain TC02 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 841 841 100% 0.0 97% | gb]JQ912643.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 952 952 100% 0.0 99% gb|FJ001666.2|
complete sequence

6969S Trypanosoma dionisii isolate M1011 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 937 937 98% 0.0 99% | gb|KJ817042.1|
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 931 931 98% 0.0 99% | gb|KJ817044.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 928 928 100% 0.0 99% | gb|FJ001667.2]
complete sequence
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 959 959 100% 0.0 100% | gb|FI001667.2]
complete sequence

6973L | Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 953 953 100% 0.0 99% | gb|KR905444.1|
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 942 942 100% 0.0 99% | gb|KJ817044.1|
Trypanosoma dionisii isolate CBT 59 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 939 939 97% 0.0 100% | gb|KF557745.1]
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 909 909 100% 0.0 99% | gb|FJ001667.2]
complete sequence

6973S | Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 904 904 100% 0.0 99% | gb|KR905444.1|
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 894 894 100% 0.0 99% | gb|KJ817044.1]
Trypanosoma dionisii isolate CBT 59 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 894 894 98% 0.0 99% | gb|KF557745.1|

98




Amostra Espécie identificada Max Total Query E- Ident N° de acesso
score | score cover |value
Trypanosoma cruzi strain MT3663 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 1035 1035 100% 0.0 100% | gb|AF288660.1|
Trypanosoma cruzi strain TC02 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1029 1029 100% 0.0 99% | gbh|JQ912643.1|
6967L | Trypanosoma cruzi clone 2.7 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 1029 | 1029 100% 0.0 | 99% | gb|AF359465.1]
'C;'L)ér;]acréosoma cruzi strain SO3 cl5 clone 2 18S ribosomal RNA gene, partial se- 1027 1027 100% 0.0 99% | gb|AY785580.1|
Trypanosoma dionisii isolate R15-094 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 329 329 100% 1E-86 | 99% | gh|KX227603.1|
7148L Trypanosoma dionisii isolate R15-092 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 329 329 100% 1E-86 | 99% | gh|KX227602.1|
Trypanosoma dionisii isolate R14-230 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 329 329 100% 1E-86 | 99% | gb|KX227601.1|
Trypanosoma dionisii isolate R12-302 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 329 329 100% 1E-86 | 99% | gb|KX227600.1|
Trypanosoma cruzi strain Jose clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1018 1018 100% 0.0 99% | gbJAY785573.1]
7148S Trypanosoma cruzi strain Dm28c 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 1013 1013 100% 0.0 99% | gb|AF245382.1|
Trypanosoma cruzi strain Yuyu 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 1013 1013 100% 0.0 99% | gbJAF245380.1|
Trypanosoma cruzi partial 18S rRNA gene, isolate Las Palomas 196 1009 1009 100% 0.0 98% | emb|LT220279.1|
Trypanosoma dionisii isolate R15-094 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 359 359 100% 1E-95 | 100% | gb|KX227603.1|
2455 Trypanosoma dionisii isolate R15-092 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 359 359 100% 1E-95 | 100% | gb|KX227602.1|
Trypanosoma dionisii isolate R14-230 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 359 359 100% 1E-95 | 100% | gb|KX227601.1|
Trypanosoma dionisii isolate R12-302 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 359 359 100% 1E-95 | 100% | gb|KX227600.1|
Ig):ﬁslg?jzg];uilﬁgésu culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 941 941 100% 0.0 99% gb|FI001667.2|
7557 Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 935 935 100% 0.0 99% | gb|KR905444.1|
Igﬁ)glr;(:j(;?;uglﬁgésu culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 918 918 100% 0.0 99% | gb|FJ001666.2|
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 904 904 97% 0.0 99% | gb|KJ817044.1|
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Total

Query

Amostra Espécie identificada Ident N° de acesso
score | score cover |value
Trypanosoma dionisii isolate CBT 59 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 859 859 100% 0.0 98% | gb|KF557745.1|
Trypalnosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 859 859 100% 0.0 98% | gb|FJ001667.2]
76635 LCOMP ete sequence _ . _
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:380 18S ribosomal RNA gene, 859 859 100% 0.0 98% | gb|FJ001656.1]
partial sequence
Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 854 854 100% 0.0 98% | gb|KR905444.1|
Trypanosoma dionisii isolate M1011 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 905 905 100% 0.0 99% | gb|KJ817042.1]
Trypalnosoma dionisii culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 905 905 100% 0.0 99% gb|FJ001666.2|
7559, LCOMP ete sequence
Trypanosoma dionisii isolate CBT 58 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 904 904 99% 0.0 99% | gb|KF557744.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:1087 18S ribosomal RNA gene, 904 904 99% 0.0 99% gb|FJ001661.1|
partial sequence
Trypanosoma dionisii isolate CBT 58 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 942 942 99% 0.0 100% | gb|KF557744.1]
Tryp_anosoma dionisii culture-collection TCC/USP:1087 18S ribosomal RNA gene, 942 942 99% 0.0 100% | gb|FJO01661.1|
75595 partial sequence
'Créypanosoma dionisii voucher TryCC 633 18S ribosomal RNA gene, partial sequen- 942 942 99% 0.0 100% | gb|EU867812.1]
Trypanosoma dionisii isolate M1011 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 939 939 100% 0.0 99% | gb|KJ817042.1]
Crithidia mellificae clone 277-1+2| glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate dehy- 1317 1317 100% 0.0 99% | gb|KJ713340.1]
drogenase (gGAPDH) gene, partial cds
dCr|th|d|a mellificae clone 277-1+2_a|g|()j/cosomal glyceraldehyde-3-phosphate dehy- 1312 1312 100% 0.0 99% | gb|KJ713332.1]
2439 rogenase (g_QAPDH) gene, partial cds
Crithidia mellificae clone 277-7+8y(x2)_ glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate 1306 1306 100% 0.0 99% | gb|KJ713365.1]
dehydrogenase (QGAPDH) gene, partial cds
Crithidia mellificae clone 277-7+8x(x5) glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate 1306 1306 100% 0.0 99% | gb|KJ713364.1]

dehydrogenase (QGAPDH) gene, partial cds

100




Amostra Espécie identificada Max Total Query E- Ident N° de acesso
score | score cover |value
Trypanosoma sp. kangaroo H2$ partial gGAPDH gene for glycosomal glyceraldehy- 1070 1070 99% 0.0 91% | emb|AJ620276.1]
de phosphate dehydrogenase, isolate kangaroo H25
6873 Trypanosoma sp. BA(;O46 glycosomal glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 1066 1066 99% 0.0 91% | gb|KT368801.1|
(gGAPDH) gene, partial cds
Trypanosoma sp. AB-2016a isolate wgylle glycosomal glyceraldehyde 3-phosphate 1062 1062 99% 0.0 91% | gb|KU354264.1]
dehydrogenase (JGAPDH) gene, partial cds
Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 782 782 100% 0.0 100% | gb|KR905444.1]
Ig)r/ﬁslré?:(;rgsucehr?gésu culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 782 782 100% 0.0 100% | gb|FI001667.2]
6967S — . - -
Ig)r/ﬁslré?:(;rgsucélr?gésu culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 774 774 100% 0.0 99% | gb|FJ001666.2|
Trypanosoma dionisii partial 18S rRNA gene, isolate gnash, isolate gnash 769 769 99% 0.0 99% | emb|FN599057.1|
Trypanosoma dionisii isolate R15-094 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 630 630 100% |5E-177 | 100% | gb|KX227603.1|
6968S Trypanosoma dionisii isolate R15-092 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 630 630 100% |5E-177 | 100% | gb|KX227602.1|
Trypanosoma dionisii isolate R14-230 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 630 630 100% |5E-177 | 100% | gb|KX227601.1|
Trypanosoma dionisii isolate R12-302 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 630 630 100% |5E-177 | 100% | gb|KX227600.1|
7118L Trypanosoma sp. RNMO63 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 961 961 100% 0.0 99% | gb|KT368796.1|
Trypanosoma sp. RNMO56 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 961 961 100% 0.0 99% | gb|KT368795.1|
7118S Trypanosoma sp. RNMOG63 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 965 965 100% 0.0 99% | gb|KT368796.1|
Trypanosoma sp. RNMO56 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 965 965 100% 0.0 99% | gb|KT368795.1|
Trypanosoma sp. RNMO63 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 965 965 100% 0.0 99% | gb|KT368796.1|
7123 Trypanosoma sp. RNMO56 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 965 965 100% 0.0 99% | gb|KT368795.1|
Trypanosoma wauwau strain BMC1069 18S ribosomal RNA gene, partial sequence | 896 896 100% 0.0 97% | gb|KR653211.1|
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Amostra Espécie identificada Max Total Query E- Ident N° de acesso
score | score cover |value
Trypanosoma cruzi clone 3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 665 665 100% 0.0 98% | gb|KR905435.1|
7128 Trypanosoma cruzi partial 18S rRNA gene, isolate Las Palomas 196 665 665 100% 0.0 98% | emb|LT220279.1|
Trypanosoma cruzi partial 18S rRNA gene, isolate Las Palomas 188 665 665 100% 0.0 98% | emb|LT220277.1|
Trypanosoma cruzi partial 18S rRNA gene, isolate Las Palomas 185 665 665 100% 0.0 98% | emb|LT220276.1|
Trypanosoma dionisii isolate CBT 58 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 800 800 100% 0.0 98% | gb|KF557744.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:1087 18S ribosomal RNA gene, 800 800 100% 0.0 98% gb|FJ001661.1|
7137 partial sequence
Iéypanosoma dionisii voucher TryCC 633 18S ribosomal RNA gene, partial sequen- 800 800 100% 0.0 98% | gb|EUS67812.1]
Trypanosoma cruzi isolate TCC515 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 651 651 100% 0.0 95% | gb|KT829458.1|
Trypanosoma cruzi isolate TCC 515 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial o o
7138L | sequence 651 651 100% 0.0 95% | gb]KT305917.1]
Trypanosoma cruzi isolate TryCC 540 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 651 651 100% 0.0 95% gb|FJ555616.1|
Trypanosoma cruzi strain Jose clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 651 651 100% 0.0 95% | gb]AY785573.1]
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 372 622 74% 6E-99 | 91% | gb|FI001666.2]
complete sequence
7138S | Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 366 593 74% 3E-97 | 91% | gb|KR905444.1|
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, o i o
complete sequence 366 598 74% 3E-97 | 91% | gb|FJ001667.2|
Trypanosoma dionisii isolate CBT 59 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 898 898 100% 0.0 100% | gb|KF557745.1]
71491 Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 898 898 100% 0.0 100% | gb|FI001667.2]
complete sequence
Trypanosoma dionisii culture-collection TCC/USP:380 18S ribosomal RNA gene, 898 898 100% 0.0 100% | gb|FJ001656.1|
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Amostra Espécie identificada Max Total Query E- Ident N° de acesso
score | score cover |value
partial sequence
Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 893 893 100% 0.0 99% | gb|KR905444.1|
Ig)r/ﬁglré(t)jzrg;\ucélr?gésu culture-collection TCC/USP:495 18S ribosomal RNA gene, 959 959 100% 0.0 100% | gb|FI001667.2]
71495 Trypanosoma dionisii clone 1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 953 953 100% 0.0 99% | gb|KR905444.1|
Ié):ﬁglr;(t):zgqau(ilﬁgésu culture-collection TCC/USP:211 18S ribosomal RNA gene, 937 937 100% 0.0 99% gb|FJ001666.2|
Trypanosoma dionisii isolate M1015 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 933 933 99% 0.0 99% | gb|KJ817044.1|
Trypanosoma rangeli isolate TCC900 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 429 429 100% |1E-116| 97% | gb|KT368799.1|
Te7s 'Srerz)&%aers]%zoma rangeli isolate 200_AJ_PenaBlanca 18S ribosomal RNA gene, partial 429 429 100% |1E-116 | 97% | gb|KM406858.1|
Trypanosoma cruzi isolate Palmascl7 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 429 429 100% |1E-116| 97% | gb|JF746697.1|
Trypanosoma cruzi isolate AAC1cl3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 429 429 100% |1E-116| 97% gb|JF746684.1|
Trypanosoma cruzi isolate TryCC 206 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 961 961 100% 0.0 100% | gb|FJ555615.1|
7668 Trypanosoma cruzi isolate TryCC 1441 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 961 961 100% 0.0 100% | gb|EU755247.1]
Trypanosoma cruzi 18S rRNA gene, isolate CAN Il (clone 1) 961 961 100% 0.0 100% | emb]AJ009148.1|
Trypanosoma cruzi clone 6 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 955 955 100% 0.0 99% | gb|KR905438.1|
Trypanosoma dionisii isolate R15-094 18S ribosomal RNA gene partial sequence 401 401 99% 3e-108 | 93% gb|KX227603.1
7666 Trypanosoma dionisii isolate R15-092 18S ribiosomal RNA gene, partial sequence 401 401 99% 3e-108 | 93% | gb|KX227602.1
Trypanosoma dionisii isolate R14- 230 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 401 401 99% 3e-108 | 93% | gb|KX227601.1
Trypanosoma dionisii isolate R12-302 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 401 401 99% 3e-108 | 93% | gb|KX227600.1
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