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Trypanosomatidae) no Estado do Acre.

RESUMO
Francisco Charles Bezerra dos Santos

Os morcegos sao hospedeiros antigos de Trypanosoma spp. e sua capacidade de
voar, longevidade e adaptabilidade a ambientes distintos indicam que eles séo
dispersores eficientes de parasitas. Apesar da reconhecida abundéancia e disperséo
dos quirdpteros na Amazobnia, estudos sobre a diversidade destes sdo escassos.
Considerando que a Amazodnia abrange aproximadamente 50% do territorio nacional
e que tem a maior parte da biodiversidade do planeta, € de se esperar 0 encontro de
uma grande diversidade de espécies descritas e/ou novas de Trypanosoma
circulando entre sua quiropterofauna. O estado do Acre, embora ndo considerado
area endémica de doenca de Chagas, vem apresentando crescente namero de
casos. O objetivo deste trabalho foi descrever a quiropterofauna e seus
tripanossomas associados em areas com diferentes paisagens ecolbgicas e graus
de perturbacdo em um municipio urbanizado e outro rural do estado do Acre. Os
morcegos foram coletados em quatro expedicdes realizadas em uma floresta urbana
(PZ) e uma area mais preservada (SC) nos municipios de Rio Branco e Xapuri,
respectivamente. A infeccdo Trypanosoma spp. foi detectada por hemocultura e
exame a fresco. Espécies isoladas de parasitas foram identificadas por similaridade
da sequéncia de DNA obtida a partir da PCR 18S rDNA com isolados de referéncia.
No total, foram examinados 367 morcegos de 23 géneros e 32 espécies, sem
diferenca significativa entre o nimero de quirGpteros capturados nas duas areas. A
composigdo da quiropterofauna foi especifica para cada municipio, embora Artibeus
spp. e Carollia spp. Tenham prevalecido em ambas as areas. Houve diferenca
significativa em relacéo a diversidade de espécies de morcegos, sendo SC superior
ao PZ. As espécies Artibeus obscurus, Carollia benkeithi e os géneros Vampyrum,
Vampyressa, Stunira, Sarcopteryx, Rhinophylla, Lophostema, Lasiurus e Desmodus

foram encontrados exclusivamente no SC. Os géneros Mimon e Micronycteris foram

iX



encontrados exclusivamente no PZ. Dentre os gradientes estudados, a area
intermediaria de ambos 0s municipios teve a maior abundéancia relativa, riqueza de
espécies e taxas de infeccdo. De modo geral, a infeccdo foi detectada em 85
morcegos (23,2%). No SC observamos maior nimero de morcegos infectados e
maior diversidade de espécies de morcegos em todas as areas coletadas. Os
genotipos mais distribuidos e prevalentes foram (em ordem): T. cruzi Tcl, T. c.
marinkellei, T. dionisii, T. cruzi TclV e T. rangeli. Dois isolados do mesmo morcego
apresentaram identidade para diferentes espécies em comparacdo com as
sequéncias de GenBank, sendo que uma agrupou-se Nno mesmo ramo que 0S
tripanossomas descritos em morcegos neotropicais, entre T. wauwau e
Trypanosoma spp RNMO56 e 63 (possivel nova espécie). Observamos pelo menos
6 espécies diferentes e/ou DTUs de T. cruzi e duas infeccBes mistas em morcegos
do Acre. T. cruzi TclV foi detectado apenas nas areas mais preservadas do PZ (Al e
A2) e no SC, e este ultimo co-infeccdo com T. c. marinkellei. A deteccdo de T. cruzi
Tcl e TclV (associadas a doenca de Chagas no bioma amazbnico) sugere a
importancia desses hospedeiros mamiferos na epidemiologia da doenca no estado

do Acre.

Palavras-chave: Trypanosoma spp.; Morcegos; Bacia amazonica; Trypanosoma

cruzi; doenca de Chagas
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ABSTRACT

Francisco Charles Bezerra dos Santos

Bats are ancient hosts of Trypanosoma spp. and their ability to fly, longevity and
adaptability to distinct environments indicate that they are efficient parasite
dispersers. Despite the recognized abundance and dispersion of bats in the Amazon,
studies on their diversity are scarce. Considering that Amazon covers approximately
50% of the national territory and that it has the greater biodiversity of the planet, it is
expected the encounter of a great diversity of described and/or new species of
Trypanosoma infecting the chiropterofauna. The state of Acre, although not
considered an endemic area of Chagas' disease, has presented an increasing
number of cases. The aim of this work was to describe the chiropterofauna and its
associated trypanosomes in areas with different ecological landscapes and degrees
of disturbance in one urbanized and one rural municipality in the state of Acre. Bats
were collected in four expeditions carried out in an urban forest (PZ) and a more
preserved area (SC) in the municipalities of Rio Branco and Xapuri, respectively.
Trypanosoma spp. was detected by blood culture and fresh blood examination.
Isolated parasites were identified by the similarity of the DNA sequence obtained
from the 18S rDNA PCR with reference isolates. Overall, 367 bats from 23 genera
and 32 species were examined, with no significant difference between the number of
bats captured in the two municipalites. The chiropterofauna composition was specific
for each municipality, although Artibeus spp. and Carollia spp. prevailed throughout.
The diversity of bat species in SC was significantly higher than PZ. The species
Artibeus obscurus, Carollia benkeithi and the genera Vampyrum, Vampyressa,
Stunira, Sarcopteryx, Rhinophylla, Lophostema, Lasiurus and Desmodus were found
exclusively in SC. The genera Mimon and Micronycteris were found exclusively in

PZ. Among the studied disturbance gradients, the intermediate areas of both
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municipalities presented the highest relative abundance, species richness and
infection rates. Overall, infection was detected in 85 bats (23.2%), and SC was the
area in which greater number of infected bats and greater diversity of bats species
was recorded. The most distributed and prevalent genotypes were (in order): T. cruzi
Tcl, T. c. marinkellei, T. dionisii, T. cruzi TclV and T. rangeli. Two isolates from the
same bat showed identity for different species when compared to GenBank
sequences, one that were grouped in the same branch as the trypanosomes
described in neotropical bats between T. wauwau and Trypanosoma spp RNMO56
and 63 (possible new species). We observed at least 6 different species and/or T.
cruzi and two mixed DTUs infecting bats from Acre. T. cruzi TclV was detected only
in the most preserved areas of PZ (Al and A2) and SC, and the latter co-infection
with T. c. marinkellei. The detection of T. cruzi Tcl and TclV (associated with Chagas'
disease in the Amazonian biome) demonstrates the putative importance of these

mammalian hosts in the epidemiology of the disease in the State of Acre.

Keywords: Trypanosoma spp.; bats; Amazon Basin; Trypanosoma cruzi; Chagas

disease
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1 INTRODUCAO

1.1 Morcegos (Mammalia: Chiroptera)

A ordem Chiroptera € umas das maiores ordens de mamiferos e seus
individuos apresentam caracteristicas comuns da classe Mammalia tais como corpo
coberto por pelos, capacidade de amamentar e endotermia. Essa ordem possui a
segunda maior riqueza dentre os mamiferos, sendo composta por 18 familias, 202
géneros e cerca de 1.300 espécies encontradas em todos os continentes, exceto
nas regides polares e algumas ilhas oceanicas isoladas. Em niumero de espécies &
superada apenas pela ordem Rodentia, representando aproximadamente 20% das
espécies de mamiferos reconhecidas no mundo (Nowak, 1994; Simmons, 2005;
Fenton e Simmons, 2015).

Estudos sobre o conhecimento da diversidade de mamiferos apontam os
roedores e morcegos como tendo suas riquezas ainda subestimadas (Reeder et al.
2007) sendo rotineiras as descricdes de novas espécies e mesmo de novos
géneros. Alguns taxons sdo raros e ainda pouco representados em colecfes
cientificas, dificultando ainda mais a delimitacdo morfolégica, morfométrica,
distribucional e taxonémica do préprio taxon (Simmons e Voss, 1998; Velazco et al.,
2011). As dificuldades na identificacdo de um grupo taxondmico, como a Ordem
Chiroptera, aliado a histérias taxondmicas complexas e uma consideravel dinamica
nomenclatural, tornam-se os maiores problemas enfrentados ao se iniciar um estudo
quiropterolégico (Simmons e Voss, 1998).

No Brasil, os morcegos representam 25% do total de mamiferos — cerca de
179 espécies distribuidas em 68 géneros e nove familias (Emballonuridae,
Noctilionidae, Mormoopidae, Thyropteridae, Furipteridae, Natalidae, Vespertilionidae,
Molossidae e Phyllostomidae) (Nogueira et al., 2014; Moratelli e Dias, 2015). Para a
Amazobnia Brasileira Bernard et al. (2011) verificaram a ocorréncia de pelo menos
146 espécies, distribuidas em 64 géneros em nove familias. A familia
Phyllostomidae é a mais representativa, com 80 espécies, e tem papel chave na
estruturacdo e na dinamica florestal, uma vez que ela é a mais diversa no que diz
respeito a habitos alimentares (Kalko, 1997; Schnitzler e Kalko, 1998). Esta familia é
endémica do continente americano, destacando-se como o0 grupo mais versatil na

exploracéo de alimentos entre os Chiroptera, podendo explorar frutos, néctar, poélen,
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folhas, insetos, vertebrados e sangue (Leite et al., 2010). Atualmente é composta por
10 subfamilias, sendo elas: Macrotinae, Micronycterinae, Desmodontinae,
Phyllostominae, Lonchophyllinae, Rhinophyllinae, Stenodermatinae, Carolliinae,
Glyphonycterinae, Glossophaginae (Datzmann et al., 2010). As demais familias da
ordem Chiroptera sdo Molossidae (24 espécies), Vespertilionidae (16),
Emballonuridae (16), Mormoopidae (3), Thyropteridae (3), Noctilionidae (2),
Natalidae e Furipteridae, estas ultimas representadas apenas por uma espécie cada.

A Amazobnia € um dos biomas mais ricos em diversidade de espécies de
plantas e de animais do mundo, com uma diversidade genética muito rica e pouco
conhecida (Marcon et al., 2012). Com toda amplitude e a possivel diversidade de
espécies ainda ndo conhecida, a Amazénia € uma enorme lacuna de conhecimento
para a fauna de morcegos do Brasil. Cerca de 2/3 do territorio brasileiro sao
cobertos pelo bioma Amazbénico, e, assim como para outros taxons, a Amazobnia
contribui com a maior parte da diversidade de espécies de morcegos do pais.
Existem registros formais de espécies de morcegos em menos de 24% do bioma
Amazobnia, contra cerca de 80% na Mata Atlantica, por exemplo (Bernard et al.,
2011). Os morcegos apresentam as maiores riquezas entre as comunidades de
mamiferos da Amazbnia servindo como bons modelos para estudos sobre a
diversidade e a biogeografia (Voss e Emmons, 1996; Moratelli et al., 2010).

Em relacdo ao estado do Acre, localizado no bioma amazonico, ha poucos
estudos sobre morcegos. Nogueira et al. (1999) estimaram a ocorréncia de 57
espécies de morcegos no Vale do Jurua (Parque Nacional da Serra do Divisor), em
areas localizadas na parte oeste do estado. Bernard et al. (2011) realizaram um
levantamento, no qual documentaram 59 espécies também da regido do vale do
Jurud. Vale ressaltar que o territorio Vale do Jurud, abrange uma area de 29.686,20
Km2 e € composto por cinco municipios: Cruzeiro do Sul, Mancio Lima, Marechal
Thaumaturgo, Porto Walter e Rodrigues Alves, sendo que o estado do Acre tem uma
area territorial de 164.123,040 Km2 e 22 municipios. Em estudo realizado por
Calouro et al. (2010) sobre a fauna de quirépteros em um fragmento no municipio
de Rio Branco (Parque Zoobotanico da UFAC), foram identificadas 15 espécies.
Nesta mesma area Santos et al. capturaram 11 espécies no ano de 2012. Por estes
estudos, € possivel perceber que ainda falta realizar o levantamento da
quiropterofauna na maioria dos municipios do estado do Acre.

Estes mamiferos voadores exibem longos periodos de vida e podem ocupar

diversos e numerosos habitats em ambientes naturais e urbanos. Essas
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caracteristicas resultam em sua alta capacidade como dispersores de sementes e
parasitas, tornando esses animais importantes contribuintes para a biodiversidade
(Luis et al., 2013).

Os morcegos sdo as Unicas espécies de mamiferos que realizam voos e,
além dos passaros, 0s Unicos animais que realizam migracdo sazonal, uma
caracteristica que € sugerida ter evoluido vérias vezes e de forma independente em
linhagens de morcegos distintos. Estas espécies de mamiferos noturnos séo
capazes de executar voo verdadeiro, uma caracteristica que provavelmente foi
herdada de seus antepassados e que aparentemente também evoluiu em varias e
distintas vezes dentro das linhagens deste taxon. Apesar de sua alta diversidade,
atualmente morcegos sdo considerados como um grupo monofilético (Jones e
Telling, 2006; Bishop, 2008; Bisson et al., 2009).

Morcegos podem se deslocar atraves de diferentes matrizes usando diversas
paisagens e explorar uma longa distancia, o que esta ligado diretamente a sua
persisténcia nos ambientes (Estrada et al., 2004). Eles constituem um dos grupos de
organismos de extrema importancia ecoldgica, por serem excelentes polinizadores
de vérias espécies vegetais e dispersores das diversas sementes na natureza.
Cientistas sugerem que cerca de 25% das espécies de arvores de florestas tropicais
sao dispersas por eles, corroborando a informacédo de que eles sdo os principais
responsaveis pela regeneracao de florestas neotropicais (Bredt e Vieda, 1996).

Desse modo, em regifes de florestas alteradas e ou fragmentadas, o papel
dos morcegos como dispersores de sementes € de fundamental importancia. Na
economia, em consequéncia do seu habito alimentar, consomem varias espécies de
insetos, reduzindo-os nas plantaces e fazendo com que os agricultores néo
necessitem dispor de recursos para comprar agrotoxicos. Estima-se que 0s servicos
ecolégicos desempenhados por estes animais representem uma reducao entre 3,7 e
53 bilhdes de ddlares por ano em custos com inseticidas (Boyles et al., 2011).

JA no meio médico-sanitario estdo associados a zoonoses causadas por
varios tipos de agentes etioldgicos como protozoarios, virus, bactérias e fungos
(Ministério da Saude, 1998). Diversos estudos apontam doencas associadas aos
morcegos como, a sindrome de acuidade respiratoria severa (SARS) (Menachery et
al. 2015), a hantavirose (Oliveira et al. 2014), a henipavirose (Guyatt et al. 2003;
Halpin et al. 2000), o ebola (Leroy et al. 2005), e a raiva (de Thoisy et al., 2016).
Cerca de 41 espécies de morcegos, por exemplo, j& foram encontradas com

evidéncias de infeccéo pelo virus da raiva no pais (Sodre et al., 2010). Morcegos
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também albergam diversas espécies de tripanosomatideos, como é o caso do
Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas (Hamilton et al., 2012;
Roque e Jansen, 2014b).

Do ponto de vista parasitologico, os morcegos sdo bons modelos de estudo
uma vez que sua capacidade de voo permite grande mobilidade, habita varios tipos
de abrigo, além do comportamento social, no qual varias espécies vivem em um
mesmo local interagindo entre si. Todos estes aspectos favorecem a dispersao e
disseminacgdo de parasitos entre congéneres. No caso do T. cruzi, estes mamiferos
podem ser importantes reservatérios do parasito, visto que em determinadas areas
sdo abundantes, adaptam-se bem ao domicilio humano e podem apresentar
elevadas prevaléncias de infec¢éo (Roque e Jansen, 2014a).

1.1.1 Fisiologia dos morcegos

As atividades dos morcegos sao influenciadas por uma série de fatores, tanto
intrinsecos como extrinsecos. Dentre estes fatores temos a intensidade da
luminosidade lunar que causa fobia em algumas espécies de morcegos, dificultando
assim o forrageio (Thies et al., 2006); a velocidade dos ventos, pois ventos fortes
diminuem a capacidade de deteccdo das presas por dificultar no processo de
ecolocalizacdo, principalmente das espécies insetivoras (Ayuso-Oliva, 2005), e a
disponibilidade de alimentos, havendo competicao e a estrutura fisica dos ambientes
(Erkert, 1982; Korine et al., 2000; Jaberg e Guisan, 2001).

Os morcegos apresentam habitos noturnos e, mesmo tendo boa viséao
durante a noite, a maior parte das espécies possui um sistema de ecolocalizacdo
elaborado emitindo sons de alta frequéncia, inaudiveis ao homem, que ao esbarrar
em algum objeto, retornam sob a forma de eco (Bordignon, 2005). Esse mecanismo
de navegacdo permite localizar presas, detectar obstadculos e se comunicar.
Também usam o som para acasalamento e agressdo (Reis et al., 2007). Nos
representantes da familia Phyllostomidae, a folha nasal, estrutura membranosa
localizada junto as narinas, também esta relacionada a ecolocalizacéo, participando
no direcionamento dos ultrassons que saem pelas narinas (Neuweiler, 2000).

Sua reproducdo pode ser tdo variavel quanto os habitos que apresentam, pois
conforme o tipo de habitat, localizacdo geografica, abrigos e disponibilidade de
alimentos, as espécies apresentam as mais diferentes estratégias reprodutivas
(Pirlot, 1967; Dweyr, 1970). Estes animais tem um filhote por ano, no entanto podem
ter gestacbes de dois ou trés filhos. O tempo de gestacdo dura entre 44 dias
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(frugivoros) a 11 meses (hematéfagos) e o nascimento geralmente ocorre na época
de maior oferta de alimento. Frequentemente formam col6nias-bergario, com muitas
fémeas dando a luz na mesma &rea, seja uma caverna, oco de arvore ou em
cavidade numa construcao.

Diversos fatores influenciam a dindmica e a estrutura das comunidades de
morcegos, e a distribuicdo das espécies nas paisagens também tem relagcdo com as
respostas especificas destas espécies (Estrada et al., 1993; Willig et al., 2007).

1.1.2 Habitos alimentares dos morcegos

Os morcegos constituem um dos grupos de mamiferos mais diversificados
quanto aos hébitos alimentares, o que ndo é surpreendente se considerada a
diversidade de espécies (Reis et. al., 2006). Esses animais podem ser divididos em
guildas, que séo grupos de espécies que consomem alimentos similares através de
técnicas de forrageamento semelhantes. Muitas espécies compartilham da mesma
guilda alimentar. Este conceito foi proposto originalmente por Root (1967) e definido
como um grupo de espécies, independente da afiliagcdo taxonémica, que exploram a
mesma classe de recursos alimentares, de maneira similar. Podem alimentar-se de
insetos, outros artropodes, frutos, sementes, folhas, flores, poélen, néctar, pequenos
vertebrados e sangue, ndo sendo encontrada tal variedade em outro taxon de
mamiferos (Wetterer et al., 2000; Peracchi et al., 2011).

Kalko, (1997) e Schnitzler e Kalko, (1998) descrevem trés guildas que utilizam
sub-bosques densos para forragear e congregam espécies de morcegos
representativas nos estudos realizados no Bioma Amazonia. Dentre estas guildas,
Carollia perspicillata e Artibeus lituratus, por exemplo, espécies muito comuns, sao
classificadas como frugivoras, Glossophaga soricina é nectarivora, enquanto
Phyllostomus hastatus e Phyllostomus elongatus sédo espécies onivoras. De acordo
com Kalko et al. (1996) todas estas espécies sdo consideradas como espécies que
utilizam ambientes com um grau de obstrucéo espacial elevado.

Os morcegos insetivoros ocorrem em quase todo mundo e compreendem
cerca de 70% das espécies, atuando no controle de populacdes de insetos, sendo
algumas pragas na agricultura ou vetores de zoonoses (Cleveland et al., 2006). Ja
os fitéfagos (frugivoros e nectarivoros) ocorrem em areas antropizadas (construcdes
urbanas) e ambientes de florestas conservadas ou areas rurais, explorando frutas

das arvores ou pomares e flores de arborizacdo urbana em ruas e pragas. Para a



Ameérica Latina séo citadas 83 espécies de morcegos consumindo frutos de 460
espécies de plantas (Bredt et al., 2012).

Vegetagbes mais complexas oferecem maior disponibilidade de alimentos e
abrigos (Tews et al., 2004; Bobrowiec e Gribel, 2010), 0 que promove aumento na
diversidade de espécies animais no local (Moreno e Halffter, 2001; Williams et al.,
2002). A variacdo temporal e espacial dos recursos alimentares em paisagem
fragmentada e os diferentes requerimentos energéticos existentes entre as espécies
de morcegos influenciam diretamente a percep¢do e uso das manchas de habitats
por estes e, consequentemente, a abundancia de cada espécie (Law e Lean, 1999,
Saldafia-Vazquez et al., 2010).

De acordo com Aguiar et al. (2004) a oferta de alimento, a disponibilidade de
abrigo e a estrutura da vegetacdo sdo os principais fatores abidticos que podem
afetar diretamente a ocorréncia e abundancia de morcegos neotropicais em um
determinado tipo de habitat. Dessa forma, fatores abioticos espaciais influenciam
fortemente a estruturagcdo de comunidades animais: por exemplo, a distancia que
um fragmento se encontra de outras areas florestais e o tipo de matriz circundante
sao fatores que podem limitar a riqgueza de espécies.

Ainda segundo Presley et al. (2009) mudancas na disponibilidade de recursos
podem alterar o padrao de atividade de espécies. A forma com que as espécies
animais estdo distribuidas no ambiente é determinada por estes fatores, que agem
em diferentes escalas e exercem influéncia em escala regional e local (Tews et al.,
2004). Quanto maior a abundéancia de um determinado recurso alimentar, espera-se
maior abundancia de individuos de determinadas espécies que dele se alimentam, e
guanto maior a diversidade de recursos alimentares, espera-se maior riqgueza de
espécies (Saldafia-Vazquez et al. 2010; Castro-Luna e Galindo-Gonzalez, 2011).

Partindo desse pressuposto, a caréncia de locais adequados para abrigos e
alimentacdo pode ser responsavel pela auséncia de algumas espécies de morcegos
em determinados habitats (Clarke et al., 2005). A sazonalidade (periodos de seca e
chuvas) € outro fator ambiental que possui forte influéncia sobre a Ordem
Chiroptera, alterando o seu comportamento devido as variacdes na disponibilidade
de alimento (Gobbe e Barrella, 2000; Martins et. al. 2006). Entretanto, a maioria dos
estudos ndo consegue abordar todas as variaveis envolvidas, focando na
abundéancia encontrada e usando esses resultados para demostrar 0os aspectos da

vegetacao e efeito do clima na assembleia de morcegos.



Morcegos possuem alta tolerancia a modificacdo da paisagem, devido a sua
capacidade de voar e da facilidade com que podem cruzar areas abertas.
Consequentemente, a maioria dos estudos se concentra em fragmentos de
vegetacao original imersos em matrizes altamente perturbadas (Brosset et al., 1996;
Schulze, et al., 2000). Embora a riqueza e diversidade de espécies de morcegos
sejam reduzidas em é&reas urbanas, algumas espécies se tornam abundantes em
regides antropizadas (Kurta e Teramino, 1992; Sazima et al. 1994; Johnson et al.
2008; Loeb et al., 2009). Mesmo assim, os estudos demonstram que, devido as
diferencas na morfologia e ecologia das espécies, os morcegos podem responder a
perturbacdes do habitat de varias maneiras. Varias destas espécies adentram as
areas abertas e sdo capazes de voar em diversos fragmentos florestais, evitando o

isolamento e ampliando a area de forrageio.

1.1.3 Outras caracteristicas e géneros mais comuns

Os morcegos possuem comportamento social diversificado, variando de
acordo com a espécie. No geral, possuem grande interacdo social, se organizando
em colbnias simples ou mistas (Neuweiler, 2000; Serra-Cobo et al., 2002). Morcegos
utilizam abrigos durante o dia que lhes propiciam area de repouso, protecao, locais
favoraveis para a criacdo dos filhotes e também, constituem locais que permitem o
desenvolvimento de intera¢des sociais. No entanto, fatores relacionados ao habitat
estdo diretamente ligados a influéncia do clima, ambiente e latitude onde vivem
estes animais (Von Zuben, 1997; Lindenfors et al., 2007; Bordes e Morand, 2008).

Sobre a importancia ecoldgica, os morcegos contemplam quase todos o0s
tipos de interacdes tréficas (Kunz, 1982), sendo um grupo chave na dispersdo de
sementes (Giannini e Kalko, 2004; Lobova et al.,, 2009), na polinizacdo e na
predacdo, controlando uma ampla diversidade de presas (Kunz e Fenton, 2003).
Algumas espécies de morcegos sdo atuantes na polinizacdo e dispersdo de
sementes de varias plantas pioneiras e espécies de plantas do sub-bosque (Fleming
e Heithaus, 1981).

Morcegos exibem wuma variedade de adaptagcbes comportamentais,
morfologicas e fisiologicas para o forrageamento que S&0 expressas por seus
habitos e influenciam nos padrdes de atividade temporal e espacial (Fenton et al.,
1992; Schnitzler e Kalko, 2001). Isso fica evidente quando se compara a morfologia
de morcegos que possuem nichos alimentares diferentes, que, por consequéncia,
possuem comportamentos de forrageamento relativamente distintos (Schnitzler e
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Kalko, 2001; Kalka e Kalko, 2006). Assim, disponibilidade e a distribuicdo espaco-
temporal dos recursos, aliadas ao tipo de forrageamento e caracteristica
morfofisiolégica, podem agir como fatores que determinam a distribui¢éo,
abundancia, riqueza e diversidade de morcegos em um habitat, area e local limitado.
O processo de fragmentacéo de habitats € um aspecto crucial a ser considerado em
relacdo & preservacdo da vida selvagem, uma vez que a reducdo dos ambientes
resulta em menores areas e na limitagdo de recursos essenciais para a manutengao
de espécies como alimento, parceiros reprodutivos e abrigo (Pires et al., 2006). Além
disso, a alteracdo no microclima dessas areas originados pela atividade antropica
tem provocado mudancgas de temperatura, luminosidade e umidade (Odum e Barrett,
2005), condi¢des que influenciam as atividades dos morcegos (Thies et al., 2006).
Ainda assim, segundo Kalko e Handley (2001) devido a sua mobilidade, os
morcegos Sao menos sensiveis a fragmentacdo do que espécies com dificuldade de
dispersdo, em ambientes que exigem maior capacidade de locomocédo (e.g.
pastagens, capoeiras e estradas). Além disso, quaisquer alteracbes no
forrageamento em resposta as perturbacées, sazonalidade ou fisionomia do habitat,
podem madificar o nicho temporal das espécies (Presley et al., 2009) o que pode
causar o aumento no nivel de competicao entre espécies que antes ndo competiam.

Os aspectos ecoldgicos ligados ao parasitismo podem depender da filogenia,
imunidade ou adaptacdo comportamental, além do habito alimentar e estratégia de
forrageamento (Poulin e Morand, 2000; Bordes e Morand, 2008). O tipo de
agregacdo e interacdo social entre os hospedeiros sdo fatores importantes na
disseminacgéo de doencas e parasitas, podendo ocorrer o aumento da incidéncia em
funcdo do tipo de comportamento do animal (Christe et al., 2003). Assim, as
espécies de morcegos que compartilham abrigos e/ou formam grupos com numero

elevado de individuos sao, provavelmente, mais propensas a partilhar parasitos.

1.1.3.1 Género Carollia

O género Carollia esta distribuido do México ao norte da Argentina (Gardner,
2007). E um filostomideo da subfamilia Carollinae de tamanho pequeno. Segundo
Simmons (2005) ha quatro espécies identificadas no Brasil (C. benkeithi, C.
brevicauda, C. castanea e C. perspicillata). Em relacdo ao hébito alimentar, mais de
50% da dieta é composta por frutos e, por este motivo, sdo considerados frugivoros,
com preferéncia por frutos da familia Piperaceae (Mello, 2003). Estes frutos
possuem alta qualidade energética possibilitando que os individuos que se
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alimentam deles ndo precisem buscar outras fontes alimentares (Fleming, 1988).
Essa espécie é fundamental na dispersdo de sementes de diversas plantas
pioneiras, auxiliando na restauracdo natural de areas degradadas (de Carvalho-
Ricardo et al., 2014). Outro aspecto observado em animais do género Carollia sao
as adaptacdes bem sucedidas em ambientes perturbados (Faria, 2006; Bernard,
2001, 2002). Segundo Reis et al. (2007) espécies deste género costumam se
refugiar em abrigos como buracos de arvores, sob as raizes das arvores e
ocasionalmente, em troncos ocos e construcbes humanas. Estes locais podem
abrigar grande numero de individuos durante o dia, e esses se dispersam para longe
do abrigo para se alimentar durante a noite, retornando apos o forrageio (Hamilton e
Watt, 1970).

1.1.3.2 Género Artibeus

O género Artibeus é encontrado desde a regido central do México até a
Argentina (Gardner, 2007). No Brasil foram descritas nove espécies: A. cinereus, A.
anderseni, A. concolor, A. fimbriatus, A. glaucus, A. gnomus, A. lituratus, A. obscurus
e A. planirostris. Os morcegos desse género possuem uma variedade de tamanhos,
sendo os grandes morcegos 0s mais comuns e abundantes. O habito alimentar &
considerado frugivoro e possuem dieta diversificada. Sua dieta inclui frutos de
piperadceas, embora apresente preferéncia por Cecropiaceae e Moraceae (Fabian,
2008; Mello et al. 2008), mas outros recursos alimentares como insetos, folhas e
néctar também sdo consumidos (Zortéa e Mendes, 1993), o que permite alta
capacidade adaptativa, favorecendo a sobrevivéncia e permanéncia em locais com
caracteristicas distintas (Passos et al., 2003). Costuma abrigar-se nas copas das
arvores, principalmente sob as folhas de palmeiras e outras plantas, embora esteja
bem adaptado a ambientes urbanos e seja encontrada também se abrigando em
edificacfes humanas (Zortéa e Chiarello, 1994; Bredt e Uieda, 1996; Reis et al.,
2002).

1.1.3.3 Geénero Phyllostomus

O género Phyllostomus é exclusivamente neotropical e conta atualmente com
quatro espécies reconhecidas no Brasil: Phyllostomus discolor, P. elongatus, P.
hastatus e P. latifolius (Simmons, 2005; Gardner, 2007; Reis et al., 2011). Animais
deste género variam de médio a grande porte no tamanho e com peso em torno de

30 a 100g. Apresenta dieta generalista (onivora), de fato a mais diversificada ja
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conhecida, ingerindo partes florais, frutos, artrépodes e vertebrados (Gardner, 1977,
Simmons e Voss, 1998, Santos et al., 2003; Oprea et al., 2006).

1.1.3.4 Género Trachops

O género Trachops tem sua distribuicdo geografica ampla, conhecida desde o
sul do México, Costa Rica, Nicaragua, Guianas, Trinidad, Equador, Bolivia, até o sul
do Brasil (Jones e Carter, 1976; Koopman, 1993; Nogueira et al., 2007). No Brasil foi
descrita somente uma espécie: Trachops cirrhosus. Gardner (1977) encontrou
evidéncias de que T. cirrhosus se alimenta de insetos e pequenos vertebrados,
como lagartos e morcegos e o classificou como carnivoro. A predagdo de anuros foi
documentada para o Panama e os estudos sugerem que a predacao por T. cirrhosus
provavelmente influenciou a evolucdo da vocalizacdo de anuros nos trépicos (Tuttle
e Ryan, 1981). Este género é comumente associado a ambientes de floresta e
ambientes ribeirinhos, mas também ja foi encontrado em é&rea de savana e de
agricultura. Estes morcegos utilizam cavernas, buracos em arvores e galerias como
abrigos diurnos (Goodwin e Greenhall, 1961; Tuttle, 1970; Handley, 1976; Kalko et
al., 1998).

1.2 TRIPANOSOMATIDEOS

1.2.1 Trypanosoma spp.

Tripanossomatideos pertencem ao filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigophora, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e formam um
grupo monofilético que corresponde a familia Trypanosomatidae (Cavalier-Smith,
1993). H& poucos anos, um estudo multigénico com mais de 50 genes corroborou,
mais uma vez, com a monofilia dos tripanossomas (Leonard et al., 2011).

Estes protozoarios sdo caracterizados pela presenca de cinetoplasto, uma
organela formada por DNA de estrutura circular extranuclear formando redes
concatenadas conhecido por DNA do cinetoplasto ou Kdna. (Ruppert, Fox e Barnes,
2005; Araujo et al., 2009; Rassi; Marin-Neto, 2010; Teixeira et al., 2011; Pereira e
Navarro, 2013). Séo parasitas obrigatérios de invertebrados, plantas e de,
virtualmente, todas as ordens de vertebrados (Vickerman, 1976; Simpson et al.,
2006, Stevens, 2008).
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De acordo com varios estudos, os tripanossomatideos estdo atualmente
distribuidos em 18 géneros, conforme parametros classicos (morfologicos,
hospedeiro de origem e ciclo de vida e filogenéticos (monofilia e suporte). Quatorze
géneros compreendem protozoarios monoxénicos de insetos: Angomonas,
Blastocrithidia, Blechomonas, Crithidia, Herpetomonas, Jaenimonas, Kentomonas,
Lafontella, Leptomonas, Lotmaria, Paratrypanosoma, Sergeia, Strigomonas e
Wallaceina. Quatro géneros albergam espécies heteroxénicas em cujos ciclos ha
uma alternancia entre hospedeiros invertebrados (artropodes hematofagos) e
vertebrados (Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum) ou entre insetos fitofagos
e plantas (Phytomonas) (Wallace, 1966, 1979; Wallace et al., 1983; Hoare, 1972;
Vickerman, 1976; Camargo, 1998; Merzlyak et al., 2001; Svobodové et al., 2007;
Teixeira et al., 2011, Leonard et al., 2011, Lima, 2011, Maslov et al., 2013, Lukes et
al., 2014, Porcel et al., 2014).

Durante os ciclos de vida com alternancia entre vertebrados e invertebrados
hematofagos, os tripanossomas apresentam varias formas presentes em diferentes
combina¢des no sangue e outros tecidos dos seus hospedeiros. Foram descritas
mais de 150 espécies de Trypanosoma parasitando todas as classes de vertebrados
(peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos). Hoje ja se sabe que T. cruzi, pela sua
habilidade de explorar diferentes tipos de recursos e sua manutencéo em diversos
reservatorios, pode ser considerado como parasito generalista de espécies, sendo
gue cada espécie hospedeira atua como um filtro biolégico diferente, possivelmente
selecionando subpopulagdes diversas do parasito (Jansen et al., 2015). Entender as
relacdes entre parasito e hospedeiro e sua distribuicdo complexa é fundamental na
compreensao do controle médico-sanitario.

De acordo com o desenvolvimento no hospedeiro invertebrado e,
consequentemente, com a via de eliminacdo das formas infectantes pelo vetor, as
espécies parasitas de mamiferos do género Trypanosoma foram divididas nas
Secdes Salivaria e Stercoraria (Hoare, 1964, 1972) (Quadro 1).
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Quadro 1. Diagrama de classificacdo das espécies de tripanossomas de
mamiferos (Hoare,1972).

Género Trypanosoma

Secdao Stercoraria Secdao Salivaria

(transmissdo contaminativa) (transmisséo inoculativa)
Subgéneros (espécie-referéncia) Subgéneros (espécie-referéncia)
Megatrypanum (T. theileri) Duttonella (T. vivax)
Schizotrypanum (T. cruzi) Nannomonas (T. congolense)
Herpetosoma (T. lewisi) Trypanozoon (T. brucei)

Tejeraia (T. rangeli)

Pycnomonas (T. suis)

1.2.2 Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas no Acre

Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da doenca de Chagas (DCh) ou
tripanossomiase americana, que tem ampla distribuicdo no continente americano
(Coura e Vifias, 2010). E uma das mais importantes infeccBes parasitarias na
América Latina, sendo superada apenas pela malaria, e estima-se que no mundo
existam 8-11 milhdes de pessoas infectadas pelo protozoério, e que 6 a 7 milhdes
vivam sob-risco de infeccado, principalmente na América Latina onde a doenca de
Chagas é endémica, constituindo assim problema preocupante de saude publica.
Atualmente estima-se que haja cerca de 4,6 milhGes de pessoas infectadas por T.
cruzi no Brasil (Schofield et al., 2006; Coura e Vifias, 2010; Martins-Melo et al., 2014;
Henao-Martinez et al., 2015; Nogueira et al., 2015; WHO, 2016). Até o0 momento nao
ha vacina nem tratamento antiparasitario efetivo (Coura e Vifas, 2010).
Trypanosoma cruzi ja foi encontrado em mais de 150 espécies de mamiferos de oito
ordens, incluindo Chiroptera (Jansen et al. 2015). Estes tripanossomas circulam no
ambiente silvestre infectando diversas ordens de mamiferos e podendo infectar o
homem (Marcili, 2008).

A doenga é uma zoonose complexa, com mamiferos como reservatorios
(Miles, Feliciangeli e Arias, 2003). Este hemoflagelado possui ciclo de vida
envolvendo hospedeiros vertebrados mamiferos e invertebrados hemipteros
reduvideos da subfamilia Triatominae, assumindo diferentes estagios evolutivos com

distingbes morfoldgicas e fisico-quimicas (Maya et al., 2007, Gurgel-Goncalves et al.,
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2012) (Figura 1 e 2). Neste sentido, podemos identificar trés formas evolutivas

distintas: epimastigota, tripomastigota e amastigota.

T. cruzi T. marinkellei
Infecta diferentes ordens de || Infecta somente morcegos.
mamiferos.
Transmitido por varios tipos || Transmitido por triatomineos
de triatomineos. do tipo Cavernicola.

N =
S

»

%
%

Figura 1. Representacdo do ciclo biologico de T. cruzi e de uma espécie exclusiva
de morcegos: T. c. marinkellei Fonte: Modificado de Molyneux, 1991 e
http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm.

N
M

oi‘: ﬁ_””l)‘”

Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de vida do protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi Fonte: Tavares, 2016.

As formas evolutivas séo classificadas com base em parametros
morfoldgicos, tais como, posicdo relativa do flagelo, ndcleo e cinetoplasto, e
possuem variacdes quanto a infectividade e patogenicidade durante seu ciclo de
vida (Tavares, 2016). A forma replicativa no hospedeiro invertebrado € a

epimastigota, com aproximadamente 20 um de comprimento, se caracteriza por sua
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forma alongada (fusiforme), cinetoplasto discéide disposto anteriormente ao nucleo e
com o flagelo livre surgindo da regido anterior. A amastigota é uma forma replicativa
(intracelular) e infectiva (extracelular) no hospedeiro vertebrado. Sao células com
aproximadamente 2 a 5 um de diametro, com formato arredondado e flagelo bem
curto ndo exteriorizado. As formas tripomastigotas sédo formas infectantes, tanto para
0 hospedeiro vertebrado como para o invertebrado. Esta forma evolutiva € néo
replicativa, medindo aproximadamente 25 pm de comprimento, alongada com
cinetoplasto arrendondado, posterior ao nucleo e flagelo, que percorre externamente
toda extensdo de seu corpo (Brener, 1973; De Souza, 1984; Teixeira et al., 2011)
(Figura 3).

Amastigota Epimastigota Tripomastigotas

Figura 3. Formas evolutivas replicativa e néo replicativa dos tripanosomas. Fonte:
Tavares, 2016.

A estrutura populacional do parasito € predominantemente clonal, somando-
se a eventos de recombinacdo génica (Tibayrenc et al., 1993; Gaunt et al., 2003).
Atualmente, com a utilizagdo de marcadores moleculares em estudos de filogenia e
taxonomia, os isolados de T. cruzi sdo agrupados em seis unidades discretas de
tipagem (DTUs), denominadas Tcl a TcVI, além de uma sétima DTU denominada de
Tcbat (Marcili et al., 2009, Zingales et al., 2009, Lima, 2011, Ramirez et al., 2014).

A infeccdo por T. cruzi em morcegos ocorre por diferentes maneiras, mas a
transmisséo oral devido a ingestdo de insetos infectados certamente desempenha
papel importante. Morcegos dos géneros Carollia, Artibeus e Molossus foram
infectados apos a alimentagdo experimental com Rhodnius prolixus infectado
(Thomas et al.,, 2007). Além disso, individuos da espécie onivora Phyllostomus
hastatus se infectaram apés predarem camundongos infectados (Thomas et al.,
2007). Mesmo morcegos predominantemente frugivoros como Artibeus sp., Carollia

sp. e Glossophaga sp. muitas vezes se alimentam de insetos e podem ser
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infectados desta maneira (Gardner, 1977). Embora se alimentando de sangue de
mamiferos que podem conter formas infectantes do parasito, infeccado por T. cruzi
em morcegos hematofagos é raramente documentada. Esta caracteristica pode ser
explicada pelo fato que estes morcegos alimentam-se preferencialmente em bovinos
e equinos, dois grupos de mamiferos raramente associados com a infec¢do por T.
cruzi.

Infec¢des mistas podem ocorrer quando o hospedeiro € infectado por mais de
uma espécie de tripanossoma ou mesmo por DTUs diferentes de T. cruzi. Segundo
Zingales et al. (2012) existem diversos marcadores moleculares disponiveis para a
caracterizacdo das populacdes de T. cruzi e a escolha de tais marcadores ou alvos
ainda ndo € consenso, mas, geralmente, a resolucdo segura dos isolados do
parasito em seus seis subgrupos requer a combinacdo de diferentes metodologias
devido a existéncia dos grupos hibridos em T. cruzi. Portanto, os estudos
moleculares contribuem para evidenciar a variabilidade de cepas de T. cruzi em
determinada area e vem sendo utilizados no intuito de integrar os aspectos clinicos e
epidemioldgicos da doenca de modo a orientar o progndstico, diagnostico ou mesmo
o tratamento da doenca de Chagas (Oliveira et al., 2012).

O parasita pode ser transmitido vetorialmente, congenitamente, em acidentes
laboratoriais, transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos e, num mecanismo que
vem ganhando importancia epidemioldgica nos ultimos anos, por via oral (Cevallos e
Hernandez, 2014; Martins-Melo et al., 2014).

O estado do Acre estd na bacia amazbnica, o bioma que contém a maior
biodiversidade do mundo (Hoorn et al., 2010). Essa regido, anteriormente
considerada livre de infeccdo, € atualmente responsavel pela grande maioria dos
casos de doenca de Chagas no Brasil e a maioria esta associada a infeccéo oral
(Coura e Junqueira, 2015).

Os primeiros casos de DCh notificados ocorreram no municipio de Placido de
Castro (Regido do Baixo Acre) em 1988. Este caso envolveu uma crianca, mas nao
se concluiu sobre a via de infeccdo nem se fez 0 acompanhamento desta, uma vez
que a familia se evadiu. Entre 2004 e 2007 foi realizado inquérito sorologico, que
detectou dois casos, respectivamente um em Tarauca (Regido do Envira) e outro em
Cruzeiro do Sul (Regido do Jurud). A via de contagio destes casos nédo foi
determinada e também ndo foram acompanhados porque se evadiram. Em 2009
houve um caso de DCh de uma mulher jovem (21 anos) moradora do municipio de

Feij0o, uma area de intensa producdo de acai e que foi associado a transmissao
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vetorial. No ano seguinte, na mesma localidade, foram registrados cinco casos de
DCh por via oral (um adulto e 4 criangas). Em 2014 foram registrados dois casos no
municipio de Mancio Lima. Um dos infectados, uma crianca de 11 meses,
apresentou sinais neurolégicos importantes, mas se recuperou. Em 2015, foram
registrados cinco casos, sendo dois em uma aldeia indigena do municipio de Jordao.
Os demais aconteceram em Rodrigues Alves, Tarauaca e Mancio Lima. Em 2016
aconteceram 25 casos, sendo 10 no municipio de Rodrigues Alves e 15 no
municipio de Feij0o, dos quais nove por via contaminativa e dezesseis por via oral,
como informado pela Secretaria de Saude do estado do Acre em 2016.
Considerando o maior esfor¢o recente de identificacdo de casos e a dispersao
dos municipios que relataram casos em uma vasta area do estado, este historico de

casos pode ser subestimado.

1.2.3 Espécies de Trypanosoma que infectam morcegos

Os morcegos sdo hospedeiros antigos de Trypanosoma spp., um género
parasita transmitido entre varias espécies de vertebrados e vetores invertebrados
hemat6fagos em todo o mundo. De acordo com Hoare, (1972) e Jansen et al. (2015)
cerca de 80 espécies de morcegos foram encontradas infectadas por tripanossomas
ao redor do mundo. Os tripanossomas de morcego ja foram descritos na Asia, Africa,
Américas e Europa, e todos foram incluidos no clado T. cruzi (Lima et al., 2013,
2015; Barbosa et al., 2016). Dentro deste clado, Trypanosoma cruzi, um parasita
zoonotico responsavel pela doenca de Chagas, emergiu como importante patologia
humana que atualmente é considerada problema mundial (Coura et al., 2014).

No Brasil existem 40 espécies de morcegos que ja foram encontradas
infectadas e mais de dez espécies de tripanossomas registradas (Marcili et al.,
2008). Entretanto, pouco ainda se sabe sobre o desenvolvimento de tripanossomas
em quirépteros (Lima, 2011). As infec¢cdes mais frequentes sdo causadas por
espécies dos subgéneros Megatrypanum e Schizotrypanum e 0s quirOpteros
insetivoros sao os mais frequentemente infectados (Hoare, 1972; Marinkelle, 1976;
Molyneux, 1991).

O subgénero Schizotrypanum compreende tripanosomas relativamente
pequenos com cinetoplasto volumoso e formato tipico em “C”, que infectam o
homem e outros mamiferos (Hoare, 1972; Lima, 2011). Apenas ap0s o advento das
ferramentas moleculares é que foi possivel distinguir com seguranca os integrantes
do subgénero Schizotrypanum, o que significa que varios relatos anteriores podem
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estar sub ou super estimando as taxas de infeccdo, comprometendo também a
identificacdo do agente etiolégico envolvido (Hamilton et al., 2012).

T. cruzi ocorre do Sul dos Estados Unidos ao Sul da América do Sul. T.
marinkellei &€ encontrado apenas na América Central e do Sul, T. dionisii esta
distribuido no Novo e Velho mundo e T. erneyi, até o momento foi descrito somente
na Africa. Com excecdo de T. cruzi, as demais espécies desse subgénero s&o
restritas aos quirdpteros. T. marinkellei € a espécie filogeneticamente mais proxima
do T. cruzi seguida do T. erneyi e T. dionisii (Cavazzana Jr et al., 2010, Franzén et
al., 2012, Lima et al., 2012). Filogeneticamente, algumas espécies de tripanossomas
desse subgénero formam o clado T.cruzi-like (Cottontail et al. 2014) de
tripanossomas geneticamente préximos a T. cruzi. A excecdo de T. cruzi e casos
pontuais de infeccdo de humanos por T. lewisi-‘like” e T. rangeli, além da recente
descricdo de T. dionisii no tecido cardiaco de uma crian¢a, as espécies da secao
Stercoraria ndo infectam o homem (Sarataphan et al., 2007; Dario et al., 2016).

Existem duas hipbteses explicativas acerca da origem de T. cruzi.

A primeira hipotese propde que a origem de T. cruzi data de 100-80 milh6es
de anos atras, apés a separacdo da Africa e manutencdo do super-continente sul
formado pela América do Sul, Antartica e Australia. Seus primeiros hospedeiros
teriam sido mamiferos da ordem Didelfimorfia, endémica no continente. A
transmissao teria ocorrido pela predacdo de outros mamiferos ou pelo contato com
sangue infectado durante encontros agonisticos, ou por contaminacdo por material
de glandula anal de marsupiais didelfideos infectados, uma vez que essas glandulas
podem manter o ciclo de multiplicacéo extracelular do T. cruzi e eliminar as formas
metaciclicas infectivas (Deane et al., 1984; Stevens et al., 1999; Schofield, 2000).

Essa hipotese tem sido recentemente contestada com base na auséncia de
descricbes de novas espécies dentro do clado T.cruzi e na baixa diversidade de
espécies deste clado em mamiferos terrestres da América do Sul. Essa baixa
diversidade de espécies T. cruzi s6 foi possivel ser demostrada a partir de estudos
moleculares que demostraram que numerosas espécies descritas com base apenas
na morfologia eram na verdade T. cruzi. Esta baixa diversidade de especies nao
estd de acordo com o que poderia ser esperado se o clado T. cruzi tivesse sido
originado no super continente Sul (Hoare 1972). Finalmente, o encontro de espécies
do clado T. cruzi em mamiferos na Africa, a saber, T. erneyi, T. livingstonei a espécie
mais basal do clado T. cruzi (Lima et al. 2012; 2013), e dois isolados em mamiferos

terrestres africanos, sugere movimentos naturais de morcegos carregando
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tripanossomas em continentes mais recentemente do que aqueles sugeridos pelos
registros fésseis (Hamilton et al., 2012).

Estes achados resultaram na formulacdo da hip6tese segundo a qual os
quirépteros sdo os hospedeiros mamiferos ancestrais de T. cruzi. Esta hipotese,
conhecida como “bat seeding hyphotesis” foi proposta por Hamilton et al. (2012) e
sugere que tripanossomas de morcegos, provavelmente do velho mundo, deram
origem a todas as espécies do clado T. cruzi. Dentro desta hipotese, tripanossomas
de morcegos foram se adaptando a mamiferos terrestres em cinco ou seis eventos
distintos.

T. c. marinkellei é subespécie de T. cruzi associada a morcegos,
principalmente na América Central e do Sul. Este parasito predomina em espécies
da familia Phyllostomidae (insetivoros, frugivoros, carnivoros e hematéfagos), e seu
vetor sdo triatomineos do género Cavernicola. No entanto, o ciclo de transmisséo
desta espécie ndo estd bem caracterizado e pode haver outros vetores e/ou
mecanismos de transmissao direta. Dentre todos os tripanossomas conhecidos até o
momento, T. c. marinkellei € o filogeneticamente mais relacionado com T. cruzi. No
entanto apesar da semelhanca morfolégica e do compartiihamento de morcegos
hospedeiros, esses tripanossomas diferem em varios aspectos, todos ainda muito
pouco estudados (Lima, 2011). A grande proximidade de T. c. marinkellei com T.
cruzi foi recentemente corroborada por estudos proteOmicos que nao permitiram
distinguir essas duas espécies (Telleria et al., 2010).

T. dionisii € um tripanosomatideo de morcegos filogeneticamente muito
préximo ao T. cruzi, e essa proximidade filogenética sugere que estes parasitas
podem explorar estratégias semelhantes para completar seus ciclos de vida. E tido
como um tripanossoma de morcego nao-patogénico e seu ciclo é semelhante ao de
T. cruzi, alternando entre hospedeiro vertebrado e invertebrado. E transmitido pelas
fezes ou ingestdo de percevejos do género Cimex (insetos heterépteros da familia
Cimicidae que agrupa um conjunto de espécies que sdo parasitas externos de
mamiferos, incluindo humanos) (Molyneaux, 1991).

Estudos sobre caracterizacdo molecular de tripanossomas de morcegos vém
sendo realizados por varios grupos de pesquisa no Brasil, Bolivia, Colémbia
Equador e Panama nos ultimos anos (Maia da Silva et al., 2009; Cavazzana Jr et al.,
2010; Hamilton et al., 2012b; Cottontail et al., 2014; Lima et al., 2014, 2015). Estes
trabalhos revelaram uma grande diversidade de espécies de Trypanosoma de

morcegos, além de uma variedade de gendétipos de T. cruzi, T. rangeli, T. dionisii e
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T. ¢ marinkellei e a existéncia de um namero crescente de tripanossomas
divergentes por distancia genética de qualquer espécie de tripanossoma conhecida
(Lima et al., 2015). Mackie et al. (2015) identificaram uma nova espécie de
tripanossoma em um quirdptero (Pteropus scapulatus) capturado no leste da
Australia e denominaram de T. teixeirae. Ja4 Lima et al. (2015) identificaram nova
espécie nomeada como T. wauwau em morcegos Pteronotus spp. nas Américas.
Estes Ultimos s&o animais comumente encontrados nos biomas Amazonia e Cerrado
e foram encontrados recentemente na Mata Atlantica do Nordeste do Brasil (da
Rocha et al., 2011). Recentemente, um tripanosomatideos tido como monoxénico de
insetos (Blastocrithidia spp.) foi encontrado em morcegos do Texas (EUA) (Hodo et
al. 2016) e outro tripanosomatideos monoxénico, Crithidia mellificae foi isolado de
um Anoura caudifer na Mata Atlantica do Rio de Janeiro (Rangel, 2017). No Brasil,
verificou-se que os morcegos foram infectados por T. cruzi (Tcl, Tcll e Tcbat), T.
rangeli, T. c. marinkellei, T. dionisii e T. wauwau (Lima et al., 2015, da Costa et al.,
2016).

Novas hip6teses poderéo ser reforcadas ou poderao surgir, com a inclusédo de
novas espécies nos estudos filogenéticos assim como com analises combinadas de
diversos genes e analises filogen6micas de tripanossomatideos e outros membros
do filo Euglenoza (Lima, 2011). As recentes novas descri¢cdes s6 reforcam o fato que
ainda sabemos pouco sobre a diversidade e a ampla distribuicdo dos Trypanosoma
spp. nos diferentes continentes. No Brasil ha varios estudos sendo desenvolvidos
para gerar dados sobre o tema, e uma regido que apenas recentemente vém sendo
estudada é a regido amazobnica. Considerando que ela abrange aproximadamente
50% do territorio nacional e que tem a maior parte da biodiversidade do planeta, é
de se esperar que aqui encontremos uma grande diversidade de espécies descritas
e/ou novas de Trypanosoma circulando entre os morcegos, alguns de seus mais

antigos hospedeiros, neste ambiente.

19



1.3  Justificativa

Apesar da reconhecida abundancia e dispersdo dos quirdpteros na Amazonia,
os estudos sobre a diversidade destes no Acre sdo escassos. A maior parte dos
registros estd concentrada em poucas areas, geralmente de acesso e logisticas
faceis, proximas aos maiores centros urbanos ou ao longo de alguns dos grandes
rios da regido. No entanto, quirépteros apresentam expressiva biomassa nas floretas
acreanas. Além disso, sdo longevos, apresentam alta capacidade de dispersdo e
frequentam os mais variados ambientes que incluem as florestas primarias, bem
como os grandes centros urbanos.

Quirépteros de diferentes familias, espécies e habitos alimentares tém sido
encontrados infectados por espécies de Trypanosoma da Secdo Stercoraria
(subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum e Megatrypanum) e Salivaria
(Trypanozoon) na Africa, Europa, Asia, Austrdlia e Américas. Além disso, foram
recentemente propostos como hospedeiros ancestrais de T. cruzi, parasito
frequentemente encontrado infectando morcegos no Brasil. Adicionalmente,
quirdpteros sao hospedeiros de outras espécies do subgénero entre as quais, muitas
ainda ndo descritas e outras cuja distribuicAo e gama de hospedeiros ainda é
subestimada. A diversidade de representantes do subgénero Schizotrypanum, tem
sido constatada apenas recentemente, a partir do desenvolvimento de ferramentas
moleculares com maior poder analitico. Isso significa que ainda ha lacunas
importantes no conhecimento que precisam ser preenchidas. O presente estudo
avalia a diversidade de espécies de Trypanosoma em morcegos do Acre.

No Para, onde sédo frequentes os casos e surtos de doenca de Chagas, foram
descritos mamiferos infectados com T. cruzi, DTUs Tcl e TclV, que sdo as mesmas
associadas a surtos e casos humanos da doenca. O estado do Acre, embora néo
considerado area endémica de doenca de Chagas até poucos anos, vem
apresentando um crescente nimero de casos e surtos, a maioria deles associada a
infeccdo por via oral, embora também ocorram casos da doenca por via
contaminativa. De acordo com a Secretaria de Saude do Estado, no ano de 2016
foram confirmados 25 casos. O presente estudo sera o primeiro com o objetivo de
esclarecer aspectos do ciclo de transmissédo de T. cruzi no ambiente silvestre e se

morcegos estdo ou nao incluidos nos ciclos de transmissdo deste parasito no Acre.
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Apesar da sua abundancia e dispersdo dentro de um bioma caracterizado pela sua
biodiversidade, a diversidade de tripanossomas infectando morcegos do estado de
Acre é completamente desconhecida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a quirdpterofauna e seus tripanossomas associados em areas com
diferentes paisagens ecoldgicas e graus de influéncia antropica em dois municipios
do estado do Acre, na Amazonia brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

1) Conhecer a diversidade e riqueza de espécies de morcegos em ambiente
de florestas priméria no Serigal Cachoeira e secundaria no Parque Zoobotanico no
estado do Acre;

2) Realizar o diagnéstico da infeccdo por Trypanosoma spp. em morcegos,

isolando e caracterizando as populacdes de parasitos obtidos;
3) Determinar as taxas e perfil de infeccao por estes tripanossomatideos;
4) Associar a distribuicdo das espécies de morcego, a prevaléncia da infecdo

por Trypanosoma spp. no Parque Zoobotanico e Seringal Cachoeira e micro habitats

onde foram capturados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo e Pontos de Coleta

O municipio de Rio Branco, capital do Estado do Acre, abrange uma area de
8.835,541 Km? e estéa localizado na regido do baixo Acre a 09° 58' 29" S e 67° 48
36" W. Em 2017, apresentava uma populacdo de 383.443 habitantes, sendo 31.548
na zona urbana e 351.895 mil na zona rural (IBGE, 2017). O municipio de Rio
Branco enquadra-se de acordo com a classificacdo de Kdppen no subtipo Tropical
de Mong¢bes (Am) e apresenta elevado indice pluviométrico (quantidade média
acumulada anual superior a 1.935 mm) (Duarte, 2006). O clima € equatorial quente e
umido, com bastante chuvas, e elevados indices de precipitacdo pluviométrica e
umidade relativa do ar (Abud, 2010).

O municipio de Xapuri, esta distante da capital acreana cerca de 175 km e
destaca-se na histéria da sustentabilidade ambiental como berco do
socioambientalismo (Abud et al. 2015) apds os “empates” (movimento de resisténcia
dos seringueiros, castanheiros, indios e ribeirinhos para impedir as derrubadas das
florestas) que teve como seu principal lider Francisco Alves Mendes Filho (Chico
Mendes). Localizado na regido do alto Acre a 10°10'57,95” S e 68°30°16” W,
abrange uma area de 5.347,446 Km?, e em 2017 apresentava uma populagdo de
18.174 habitantes, sendo 11.240 na zona urbana e 6.934 na zona rural (IBGE,
2017). O municipio de Xapuri enquadra-se na classificacdo de Képpen no subtipo
Tropical de Moncdes (Am) e apresenta elevado indice pluviométrico (quantidade
média acumulada anual superior a 2.000 mm) (Mesquita e Duarte, 2005). O clima
equatorial quente e umido da Amazénia caracteriza-se por temperaturas elevadas
durante todo o ano, com elevados indices de precipitacdo pluviométrica e umidade
relativa do ar (Abud, 2010).

Nos dois municipios foram selecionadas seis areas de acordo com
caracteristicas locais e obedecendo um gradiente de preservacdo ambiental. Os
pontos Al e A4 (Terra Firme) correspondem aos locais mais preservados, sendo Al
em Rio Branco, em uma mata secundaria e A4 em Xapuri, COmposto por mata
primaria. Ja os pontos A2 e A5 (Baixio), além das caracteristicas de mata primaria e
secundaria sdo areas de varzea e que em determinadas épocas do ano séo

submersas por agua. Correspondem aos pontos de influéncia antrdpica
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intermediaria dos municipios de Rio Branco e Xapuri, respectivamente. J4 0os pontos
A3 (Rio Branco) e A6 (Xapuri) correspondem a areas com maior influéncia antropica
nos dois municipios (Area aberta). O ponto A3 € um plantio de seringueiras, préximo
a granja, na area experimental da UFAC, adjacente aos bairros Ipé e Universitario.
Ja o ponto A6 é proximo a residéncia na sede da colocacdo (Conjunto de unidade
produtiva que compde um Seringal). As descricbes completas das seis areas de
coleta estdo contidas nos quadros 2 e 3.

As capturas no municipio de Rio Branco foram realizadas dentro do limite do
Parque Zoobotanico (PZ). O PZ pertence a Universidade Federal do Acre e foi
criado em 1980, com uma &rea de aproximadamente 150 ha (Calouro, et al., 2010).
Caracteriza-se por ser uma area de vegetacdo secundaria em diferentes estagios de
regeneracao. Segundo Meneses-Filho et al. (1995) os tipos florestais existentes no
PZ, podem se apresentar em mosaicos com transicdes pouco perceptiveis na
estrutura da vegetacdo e composicao floristica, formando continuos vegetacionais
com sub-bosque denso. Atualmente é a maior area verde no perimetro urbano da
cidade de Rio Branco e tem como objetivo servir de campo experimental para
estudos em trés principais areas de ensino: biodiversidade, ecologia e manejo de
ecossistemas. O PZ est4 situado a oeste do Campus Universitario em Rio Branco —
AC, tendo como limites o igarapé Dias Martins, a estrada vicinal Dias Martins e a
BR-364 (9° 57’ 26” S; 67° 52’ 25.54” O). Segundo a classificagdo de Képpen, o local
apresenta clima tropical Umido, com a estacdo seca compreendendo o periodo de
maio a outubro, sendo junho 0 més menos chuvoso. O relevo é suave a ondulado. A
localizacdo e as caracteristicas dos trés pontos de coleta do PZ estéo dispostas nas

Figuras 4e 5, e Quadro 2.
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Figura 4. Localizacdo dos pontos de captura dos morcegos no Parque Zoobotanico
da Universidade Federal do Acre no municipio de Rio Branco - Acre.

Quadro 2: Caracterizacdo das tipologias florestais e urbana dos locais de
captura dos morcegos do Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre no

municipio de Rio Branco.

Terra Firme | Floresta Densa e
(Al) Floresta Aberta com

Palmeiras

E uma floresta que apresenta trés estratos
definidos: i) o dossel apresentando individuos
com altura aproximada de 35 a 40 metros e
aspecto aberto, ii) o estrato médio com
predominancia da espécie breu-vermelho
(Protium heptaphyllum) apresentando estrutura
fechada e iii) o estrato inferior com aspecto

aberto ou limpo (Figura 5 A e B).

Baixio (A2) | Floresta Aberta com

Palmeiras

E geralmente encontrada em areas proximas a
planicies aluviais de rios com grande vazao na
época das cheias. Essa fisionomia se
caracteriza por uma floresta de dossel aberto
com presenca de palmeiras. (Acre, 2006)
(Figura5 C e D).

Area aberta | Granja da UFAC
(A3)

Faz parte da é&rea experimental da
Universidade Federal do Acre, ao lado do
Residencial Ip&, proximo a um aviario, dentro

de um plantio de seringueira (Figura 5 E e F).
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Figuras 5. Vista diurna e noturna das areas de amostragem de morcegos no Parque

Zoobotanico no municipio de Rio Branco: Terra Firme (A e B); Baixio (C e D); Area
Aberta/Granja (E e F).

As capturas no municipio de Xapuri foram realizadas dentro do Projeto de
Assentamento Agroextrativista Chico Mendes, criado através da Portaria n°® 158 do
Ministério da Agricultura de 08.03.1989, contemplando 68 familias, com éarea de
24.098 ha (Rosas e Drumond, 2007). Esta area é também conhecida como antigo
Seringal Cachoeira (SC). O SC est& localizado a 30 km do centro do municipio de
Xapuri, sudeste do Estado do Acre, na regido ocidental da Amazonia brasileira. (10°
54’ 33.43” S; 68° 21° 47.19” O). Seu acesso se da pela BR 317 na altura do Km 143,
lado esquerdo, sentido Rio Branco — Brasiléia, através do ramal do Cachoeira. O
clima da regido é o equatorial quente e umido caracterizado por altas temperaturas,
elevados indices de precipitacdo e alta umidade relativa do ar (ACRE, 2006). A
localizacéo e as caracteristicas dos trés pontos de coleta do SC estdo dispostas nas

Figuras 6 e 7, e quadro 3.
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Figura 6. Localizacdo dos pontos de captura dos morcegos no Seringal Cachoeira
no municipio de Xapuri - Acre.

Quadro 3: Caracterizacdo das tipologias florestais dos locais de captura dos
morcegos no Seringal Cachoeira no municipio de Xapuri - Acre.

Terra Firme | Floresta Densa e | Area com cobertura vegetal original/floresta
(A4) Floresta Aberta | primaria, composta por floresta aberta ou
com Palmeiras densa, com palmeiras e bambu com estrato
inferior com aspecto aberto ou limpo.

(Figura 7 A e B).

Baixio (Ab) Floresta Aberta | Caracterizada pela presenca de espécies de
com Palmeiras plantas adaptadas ao excesso de agua na
época chuvosa, com dominancia de ciperaceas,
espécies lenhosas xeromoérficas e palméaceas.
Essa floresta pode ocorrer associada a
manchas de Floresta Densa com arvores
emergentes e em outras areas associada a
manchas de Floresta Densa com dossel

uniforme (Figura 7 C e D).

Area aberta | Area aberta Essa area é um plantio de seringueiras
(A6) consociadas com banana e diversas espécies

madeireiras (Figura 7 E e F).
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Figuras 7. Vista diurna e noturna das areas de amostragem de morcegos no
Seringal Cachoeira no municipio de Xapuri - Acre: A e B - Terra Firme/Restinga; C e
D — Baixio/Baixio com palmeira; E e F - Area Aberta/Area aberta com pastagem.

3.2 Captura dos morcegos

Foram realizadas quatro expedicbes nos anos de 2014 e 2015, sendo duas
no periodo chuvoso e duas no periodo seco, com seis noites de capturas em cada
um dos municipios. Os morcegos foram capturados com o auxilio de redes de
neblina (modelo mist net) de malha de 35 mm e tamanho de 3 m x 12 m. Foram
utilizadas 10 redes por noite, alocadas nos locais de captura durante seis horas por
noite e verificadas a cada 1 hora. Estas foram dispostas cerca de 50 cm de altura do
solo, abertas depois do pér-do-sol no inicio da noite, das 18:00 - 24:00 horas (Kunz
et al., 1996). O esfor¢co de captura foi calculado da seguinte forma: n° de redes x
tamanho da rede x n° de noites amostrais x horas de exposicdo das redes por
noites, na qual os dados sdo expressos em m?/hora rede. O esforco de captura foi o
mesmo para as seis areas. Para cada noite em um determinado ponto de
amostragem foram utilizadas 10 redes x (3 x 12 tamanho da rede) x 1 noite x 6 horas

= 2.160 m?/hora rede. Para cada ponto de amostragem, por expedicdo, o esforco
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amostral foi de 2 x 10 redes x 2.160 (esforco de uma noite) = 4.320 m?/hora rede.
Por municipio (trés areas) este esforco foi de 3 x 4.320 = 12.960 m?/hora rede. Ao
final das quatro expedigdes o esforco total foi 51.840 m?/hora rede em cada um dos
municipios (Figura 8).

Os animais capturados foram manuseados com luva de couro e soltos da
rede. Os mesmos foram colocados individualmente em sacos de pano e
transportados ao laboratorio de campo onde permaneceram até a manha do dia
seguinte, quando foram realizados todos os procedimentos de coleta de dados e
etiquetagem. As fémeas identificadas como gravidas e/ou lactantes foram soltas da

rede e imediatamente liberadas.

Figuras 8 A) Abertura das redes de neblina para captura dos morcegos; B) Retirada
dos morcegos das redes de neblina para levar ao laboratério de campo; C e D)
Biometria, pesagem e etiquetagem dos animais.

A partir da captura dos animais calculamos a abundéancia relativa e a riqueza
das espécies. A abundéancia define a propor¢cdo que cada espécie representa do
total de individuos da comunidade. A riqueza das espécies € verificada a partir do

namero de espécies presente em uma amostragem ou comunidade.

3.3 Taxonomia dos quirGpteros capturados

A chave dicotdomica utilizada para o diagndstico taxondémico inicial no campo

foi construida com base em chaves pré-existentes (Lim e Engstron, 2001; Gregorin e
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Taddei, 2002; Gardner, 2007; Diaz et al. 2011) aproveitando-se em parte 0s passos
empregados na diferenciagdo das espécies. Nessas chaves foram utilizados
caracteres morfolégicos (qualitativos) e morfométricos (quantitativos). Os caracteres
morfologicos empregados foram baseados nas descricdes e diagnoses
apresentadas na literatura (Lim e Engstron, 2001; Gregorin e Taddei, 2002; Gardner,
2007). A chave utilizada esta apresentada no Anexo 1.

A faixa etaria de cada animal foi definida de acordo com as seguintes
caracteristicas: (i) jovens, presenca de uma placa cartilaginosa nas epifises e
diafises dos metacarpos e falanges, indicando que ndo estdo fusionados; (ii)
subadultos, ainda com, ou praticamente sem presenca de placa cartilaginosa; e (iii)
adulto, com as epifeses e diafeses dos metacarpos e falanges completamente
preenchidos.

Num segundo momento, a identificacdo de todos os animais foi revisada no
laboratorio utilizando-se de chaves especificas e mais completas (Emmons e Feer,
1997; Simmons e Voss, 1998; Eisenberg e Redford, 1999, Lim e Engstrom, 2001;
Gardner, 2007; Diaz, 2011), a partir de caracteristicas dos espécimes analisados,
respeitando os critérios de cada grupo. Para a confirmacdo das espécies aqui
listadas, as caracteristicas cranianas e dentérias foram as mais utilizadas para

definir espécimes com nivel de identificacéo criptica.

3.4 Contencao dos animais

Os animais foram contidos mecanicamente com as maos em luvas de couro
segurando firmemente as asas, usando o polegar e o dedo médio, comprimindo-o
em direcao ao corpo tendo cuidado para ndo machuca-lo, e imobilizando a cabeca
com o dedo indicador para evitar mordedura. Para a contencdo quimica, foi
administrado 100 mg/kg de cloridato de quetamina em combinacdo com
acepromazina 1%, na proporcdo de 9:1, via intramuscular (IM). A dosagem foi
determinada de acordo com o peso do animal em questdo, sendo 0,1 ml desta

associagdo para cada 100 gramas de peso corporeo dos animais (Figura 9).
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Figuras 9. A) Sedacao dos morcegos para procedimento de coleta de sangue; B)

Coleta de sangue dos morcegos no campo.

3.5 Coleta de sangue para analise de infec¢éo por tripanossomatideos

Uma vez o animal anestesiado iniciou-se a coleta de sangue, apo6s a devida
antissepsia e tricotomia do local de retirada do sangue. Conduziu-se a retirada
através de puncdao cardiaca, sendo o material de coleta aberto proximo a chama do
fogareiro para evitar contaminacdo. Foi coletado de cada animal até o volume
méaximo de 1 ml. ApOs estes procedimentos os animais foram eutanasiados e
retirado um fragmento do baco. As carcacas foram depositadas na colecdo do
Laboratério de Ecologia de Mamiferos da Universidade Federal do Acre para
pesquisas e estudos didaticos.

Com o sangue coletado, foram realizados os seguintes procedimentos:

« Exame a fresco (observacgéo direta): foi colocada uma gota de sangue em
uma lamina identificada com o numero de registro do animal, coberta com laminula e
depositada numa camara Umida para observacdo direta ao microscépio. O critério
para diagndstico positivo foi a presenca de pelo menos um parasito e/ou movimento
de flagelados entre as hemacias observado durante o exame das laminas.

* Hemocultivo: O sangue foi cultivado em meio NNN (Neal, Novy, Nicolle) que
€ um meio de cultura artificial axénico elaborado com a finalidade de obter
crescimento de parasitos a partir de um determinado inoculo, utilizado com
frequéncia para o isolamento de tripanosomatideos. A esta fase soélida eram
adicionados: (i) LIT (Liver Triptose Infusion), € um meio de cultura liqguido monofasico
baseado em infusdo de figado (Madeira et al. 2009) ou (ii) meio Schnneider
(Schneider's Insect Medium — SIGMA-ALDRICH®). As culturas foram realizadas de
forma asséptica (préxima a chama de um fogareiro), através da semeadura de 0,3 a

0,5 ml de sangue por tubo (dois por animal, um com meio liquido LIT e outro com
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Schnneider). Os tubos foram posteriormente identificados com o numero de registro

individual do animal, data, espécie, ponto de captura e municipio.

3.6 Acompanhamento das hemoculturas e preparo das massas de parasitos

As culturas de sangue foram mantidas em temperatura ambiente e
transportadas ao LABTRIP - Fiocruz. No laboratério, foram conferidos os tubos e
feita uma planilha de controle. Os tubos foram examinados, sendo a primeira leitura
aos dez dias e, a partir da segunda, quinzenalmente por até quatro meses,
verificando se havia a ocorréncia de hemoparasitas. Os casos negativos também
foram observados até ao menos trés meses apos a coleta.

Os tubos identificados com parasitos foram ampliados através de repiques
para outro tubo com meio NNN e mesmo meio liquido onde o parasito foi isolado
(LIT ou Schneider). As ampliacbes foram realizadas até um volume final de
aproximadamente 50 ml, com concentracdo de parasitos em torno de 107 - 108
parasitos. Deste volume, parte foi criopreservado e depositado na Colecdo de
Trypanosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e Vetores — COLTRYP. Da
maior parte foi preparada a massa parasitaria para a extracdo de DNA.

Para o preparo da massa parasitaria, a cultura foi centrifugada a 4.000 RPM
por 15 minutos, desprezando-se o sobrenadante e retendo-se somente o pellet. Foi
adicionado 20 mL de PBS (Tampao fosfato salino), homogeneizado e utilizado para
lavar os parasitos por trés vezes. Na ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado
e o tubo disposto de maneira investida para secar em papel toalha. A massa de
parasito obtida foi mantida em freezer até sua utilizagéo.

Nos hemocultivos que foram identificados com algum parasito, no entanto a
cultura ndo foi estabelecida, foi feita somente uma lavagem e a massa celular foi
armazenada em freezer.

As culturas positivas e/ou a massa da cultura foram lavadas com solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS) e incubadas com proteinase K (100 ug / ml) e
0,5% de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 56°C durante duas horas.
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3.7 Extracdo do DNA genbmico de Trypanosoma spp. pela técnica

fenol/cloroférmio

Para ressuspender o pellet das amostras que foram armazenadas, utilizamos
1mL de TE (Tris 10mM, EDTA 1 mM, pH 8.0), homogeneizamos com cuidado e
transferimos 500 uL para cada eppendorf (duplicata). A cada tubo foi adicionado 10
ML de proteinase e as amostras foram colocadas em banho-maria a 56°C por duas
horas ou overnight a 37°C. ApOs esse procedimento, a cada amostra foram
adicionados 500 uL de fenol/cloriformio, homogeneizando-os com cuidado até a
mistura ficar opaca/leitosa (Vallejo et al., 1999). Este material foi centrifugado por
trés minutos a 16.000g, retirado o sobrenadante e o material transferido para um
novo eppendorf. No novo tubo, foi adicionado 500 pL de fenol/cloroférmio,
homogeneizado e novamente centrifugado (processo realizado por duas vezes)
(Figura 10). Realizada a ultima centrifugacdo por fenol/cloroférmio, o sobrenadante
de DNA foi retirado e colocado em um novo eppendorf com 500 uL de cloroférmio.
ApOs nova homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas novamente por trés
minutos a 16.000g. Apos a centrifugacdo, em um novo eppendorf, foi adicionado 450
ML da amostra, 900 uL de etanol absoluto e 45 pL de acetato de sodio para ocorrer a
precipitacdo do DNA. Apds nova centrifugacdo por 15 minutos a 16.000g, o
sobrenadante foi desprezado e o eppendorf deixado para secar no papel filtro. Apos
este periodo, a amostra era ressuspendida com 150 uL de TE, e depois transferida
para o freezer a -20°C devidamente identificada.

Ao final do processo, depois quantificado em um Espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific®), a concentracéo final de DNA foi ajustada para
50 ng/uL.
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Figuras 10. A) Acompanhamento do material que teve resultado positivo para

Trypanosoma spp. B) Obtencdo do pellet com material gendémico. C)
Homogeneizacdo e transferéncia do material D) Extragcdo de DNA na cabine de

seguranca com luz UV. E) Centrifugacdo das amostras para a separacdo do DNA.

3.8 Caracterizacdo molecular dos isolados

A caracterizagdo molecular dos isolados foi realizada utilizando o gene
ribossébmico (18S) uma vez que este possui um grande numero de sequéncias
depositadas, facilitando a comparacdo com outros isolados (Noyes et al., 1999;
Maslov, Podlipaev e Lukes, 2001; Smith et al., 2008; Mc Innes, 2009 e 2011,
Madeira et al., 2014). A caracterizacdo foi realizada através de uma Nested-PCR
gue consiste numa reacdo em duas etapas. Na primeira etapa amplifica-se uma
regido maior do alvo estudado (iniciadores externos), enquanto a segunda etapa
utiliza como substrato de reagédo o produto amplificado da primeira e amplifica uma
menor regido dentro desta (iniciadores internos). Essa técnica foi realizada conforme
descrito por Smith et al. (2008). As especificacdes dos iniciadores e reagentes

utilizados encontram-se nas tabelas 1 e 2.
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Tabelal: Iniciadores utilizados na rea¢éo de PCR do gene 18S SSU:

Etapa Iniciador | Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do
Fragmento

Iniciadores | TRY927F | 5 GAAACAAGAAACACGGGAGY

Internos TRY927R | 5CTACTGGGCAGCTTGGA 3 900 pb

Iniciadores | SSU561F | 5 TGGGATAACAAAGGAGCAZ’ 600 a 700

Externos | SSU561R | 5CTGAGACTGTAACCTCAAAGCS3’ | pb*

pb — Pares de base

Tabela 2: Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na reacdo de
PCR do gene 18S SSU:

Reagente Concentracéo Volume

Agua para PCR estéril 29,72uL
Tampéao 10xPCR 10x 5uL

MgCl2 (estoque 25 mM) 3mM 6uL

dNTP (estoque 10 mM) 2 mM 5uL

Oligo Try R 16 pmol 1uL

Oligo Try F 16 pmol 1uL
AmpliTaqGold 14U 0,28uL
DNA 100 ng 2uL

dNTP Desoxirribonucleotideos Fosfatados

DNA Acido desoxirribonucleico

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada no termociclador Swift Max
Pro Thermal Cycler com um ciclo inicial de 95°C por 15 min, 34 ciclos de 94°C por
30 seg, 55°C por 60 seg e 72°C por 90 seg, além de ciclo final de 72°C por 10 min.
Para a segunda etapa, usamos 0 mesmo protocolo de reacdo acima e a mesma
ciclagem. A diferenca consistiu no substrato da reacdo. Ao invés do DNA, usamos 2
ML do produto amplificado da reacgéo diluido na propor¢cdo de 1:10 (45 pL de agua
para PCR e 5 uL do produto amplificado). O produto amplificado foi aplicado (10 uL)
em gel de agarose 2% em tamp&o TBE (Tris base 0,09 M; Acido Bérico 0,09 M e
EDTA 0,002 M) em cuba de eletroforese horizontal a 100 Volts de corrente durante
uma hora. Apos a corrida o gel foi corado com Brometo de Etideo e as bandas
visualizadas no fotodocumentador Gel Logic 212 Pro com o0 uso do programa
Carestream MI SE. Em apenas seis isolados, a identificagdo foi obtida através de
outro par de primers (V7V8) da mesma regidao 18S SSU, conforme Borghesan et al.
(2013).
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3.9 Purificacdo e Sequenciamento

A reacao de purificacdo foi realizada utilizando-se 0 GE® Healthcare Life
Sciences (illustra ™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit), seguindo as
instrucdes dos fabricantes. Brevemente, as amostras do tubo de PCR foram
transferidas para os tubos de 1,5 ml estéreis, identificados e colocados na coluna de
purificacdo. Adicionamos tampao tipo 3 (tampdo de captura) para produto
amplificado, homogenizamos e transferimos para a coluna de purificacdo em um
tubo estéril livre de DNA. Centrifugamos duas vezes por 30 seg a 14000g,
adicionamos 500 uL de tampéo tipo 1 (tampao de lavagem) e centrifugamos por 30
seg a 14000g. Em seguida, transferimos a coluna para novo tubo estéril livre de
DNA e adicionamos 30 uL de tampéo de eluicdo, que deixamos agir por um minuto
antes de centrifugar por 30 seg a 14000g. O produto purificado foi armazenado em
tubo estéril livre de DNA a -20°C até a realizacdo do sequenciamento.

O sequenciamento de ambas as fitas, senso e antisenso, foi realizado com o
kit BigDye Terminator v3. 1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) em
sequenciador ABI 3730 na Plataforma de sequenciamento de DNA PDTIS/
FIOCRUZ.

3.10 Analise dos Resultados

3.10.1 Analise das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias nucleotidicas obtidas a partir de rRNA 18S foram
manualmente editadas pelo Software de Analise de Sequéncias SegMan versao 7.0
(Lasergene — DNASTAR) (Burland, 2000). As sequéncias obtidas foram comparadas
com sequéncias de nucleétidos depositadas em GenBank utilizando o algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) NCBI para identificar espécies de
Trypanosoma e/ou DTUs de T. cruzi. A identificagdo foi confirmada quando a
sequéncia obtida tinha comprimento minimo de 400 pb, um e-value igual a zero,
98% de cobertura e um minimo de 97% de identidade com sequéncias de referéncia
do GenBank. As sequéncias foram alinhadas utilizando CLUSTALW (Thompson et
al., 1994). As histérias evolutivas no gene rRNA 18S foram inferidas em Mega 7
(Kumar et al., 2016) pela Maxima Verossimilhanca (ML) usando o modelo de Kimura
de dois parametros de substituicdo de nucleotideos com locais distribuidos gamma-

distribuidos (K2 + G + 1) Bootstrapping a 1000 repeticbes para suporte nodal.
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Utilizamos na andlise as linhagens de referéncia do clado T. cruzi e Herpetomonas

ztiplika como outgroup.

3.10.2 Analises estatisticas

A riqueza e prevaléncia de espécies de Trypanosoma (e DTU de T. cruzi)
foram comparadas entre espécies e micro-habitats, utilizando-se a analise estatistica
Qui-quadrado. O teste foi realizado utilizando o software R (Versdo 2.11.1, R
Development Core Team, 2010), considerando o nivel de significancia (p <0,05).

3.11 Aspectos Eticos

As capturas e coleta de materiais dos morcegos foram autorizadas junto ao
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio através do
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO (nimeros 44089-
1 e 47377-1) (anexos 2 e 3). Os procedimentos com 0s animais seguiram protocolos
aprovados pelo Conselho de Etica do Uso de animais da Fiocruz (LW81-12). As
carcacas dos animais eutanasiados foram depositadas na colec¢do do Laboratorio de
Ecologia de Mamiferos da Universidade Federal do Acre para pesquisas e estudos

didaticos.
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4 RESULTADOS

Diversidade e abundancia da fauna de quirépteros

As quatro excursdes de campo resultaram na captura de 367 espécimes de
quirépteros, incluidos em trés familias (Phyllostomidae, Emballonuridae e
Vespertilionidae), pertencentes a 23 géneros e 32 espécies. A familia
Phyllostomidae predominou em grande parte porque incluiu 21 géneros, enquanto

Emballonuridae e Vespertillionidae incluiram um género cada (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Diversidade de géneros da quirépterofauna do Parque Zoobotanico e do

Seringal Cachoeira.
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Figura 12: Rigueza de espécies da quiropterofauna do Parque Zooboténico e do

Seringal Cachoeira.

O numero de espécimes de morcegos capturados nas duas areas de estudo,
individuos) e SC (174

significativamente (P=0,08). A composicéo das espécies da fauna de quiropteros, no

respectivamente PZ (193 individuos), nao diferiu

entanto, foi especifica a cada uma das duas areas (tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo e abundancia das espécies da quirépterofauna do

Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.

(N) Espécimes | (N) Espécimes -
Espécies Pz SC Total Espécimes
Artibeus lituratus 52 7 59
Artibeus planirostris 43 19 62
Artibeus obscurus 5 5
Carollia benkeithi 1 1
Carollia brevicauda 7 5 12
Carollia perspicillata 56 62 118
Phyllostomus discolor 5 5
Phyllostomus elongatus 9 3 12
Phyllostomus hastatus 8 8
Anoura caudifer 1 1 2
Chiroderma villosum 1 2 3
Dermanura cinereus 7 6 13
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(continuacéo)

(N) Espécimes | (N) Espécimes
Espécies Pz SC Total Espécimes

Desmodus rotundus 2 2
Glossophaga soricina 4 7 11
Lasiurus blossevillii 2 2
Lonchophylla thomasi 3 2 5
Lophostoma silviculum 3 3
Mesophylla macconelli 1 1 2
Micronycteris megalotis 1 1
Mimom crenulatum 1 1
Plathyrhinus incarum 1 1
Plathyrhinus infuscus 2 2
Rhinophylla fischerae 4 4
Rhinophylla pumilio 5 5
Sarcopteryx leptura 1 1
Sturnira lilium 2 2
Sturnira tildae 4 4
Tonatia saurophila 2 1 g
Trachops cirrhosus 1 2 3
Uroderma bilobatum 2 11 13
Vampyressa sp. 1 1
Vampyrum spectrum 1 1
(N) de Espécies / (N)

Espécimes 17/193 29/174 32/367

O numero de espécies de morcegos nas duas areas foi significativamente
maior em SC (n = 29) em comparacdo com PZ (n = 17) (p = 0,016). As espécies
Artibeus spp. e Carollia spp. predominaram em ambas as areas, sendo a primeira
ligeiramente mais abundante (n=131; 35,9% e n= 126; 34,3%, respectivamente). A
abundancia relativa de espécies do género Artibeus spp. foi significativamente maior
no PZ (49,2%) em relacdo ao SC (18,1%) (p<0,0001). Em contraste, a abundancia
relativa de morcegos do género Carollia spp. foi comparavel nas duas localidades:
32,6% no PZ e 39,7% no SC (p=0,10).

Das trés espécies coletadas de Artibeus spp., A. lituratus e A. planirostris
predominaram em ambas as localidades. Além disso, alguns espécimes (n=5) de
uma terceira espécie, A. obscurus, foram coletados apenas no SC. Também foram
detectadas trés espécies do género Carollia: um espécime de C. beinkeith na area
A5 (SC); nove espécimes de C. brevicauda tanto no PZ (n=4) quanto no SC (n=5) e
118 espécimes da espécie mais generalista do género, C. perspiscillata. Esta

espécie foi detectada em todas as areas dos dois municipios estudados.
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Aléem de 14 géneros de morcegos comuns a ambas as areas de estudo,
espécies de morcegos pertencentes a outros oito géneros (Vampyrum, Vampyressa,
Stunira, Sarcopteryx, Rhinophylla, Lophostema, Lasiurus e o hematéfago Desmodus
sp.) foram encontrados exclusivamente no SC enquanto espécies dos géneros
Mimon e Micronycteris foram encontrados exclusivamente no PZ. Os dados
referentes a abundancia de cada espécie de morcegos por area de ambos o0s
municipios estéo listados na tabela 4.

Considerando os trés habitats estudados (Terra firme, Baixio e Area Aberta),
observamos que as capturas no PZ ocorreram nas seguintes proporc¢ées: Terra firme
(25,9%), Baixio (44,5%) e Area Aberta (29,6%), com uma riqueza de espécies de 7,
12 e 8, respectivamente. No SC, as capturas de morcegos ocorreram nas seguintes
proporcées: Terra Firme (38%), Baixio (38%) e Area Aberta (24%), com uma riqueza
de espécies de 19, 19 e 12, respectivamente.

Dentre os habitats, em ambas as areas (PZ e SC) o Baixio, area intermediaria
de preservacdo, teve a maior abundancia relativa (44,1%) e riqgueza de espécies
(40,3%). As espécies com maior numero de individuos capturados nestes habitats
foram o C. perspicillata (n=61), A. planirostris (n= 23) e A. lituratus (n=19) (tabela 4).
Estas espécies foram encontradas em todos os ambientes e nas duas localidades

PZ e SC, sendo C. perspicillata sempre em namero superior as demais.

Tabela 4: Abundéancia e riqueza da quiroptefauna por habitats do Parque

Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.

TERRA FIRME BAIXIO AREA ABERTA
HABITATS PZ SC PZ SC Pz SC
AREAS DE ESTUDO Al A4 A2 A5 A3 A6
ESPECIES
Anoura caudifer 1
Artibeus lituratus 17 3 13 3 22
Artibeus planirostris 21 11 16 7 6
Artibeus obscurus 3 2 3
Carollia benkeithi 1
Carollia brevicauda 3 4 2
Carollia perspicillata 16 26 33 28 7 8
Chiroderma villosum 1 1 1
Dermanura cinereus 1 6 5 1
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(continuacéo)

TERRA FIRME BAIXIO AREA ABERTA
HABITATS PZ SC PZ SC PZ SC

AREAS DE ESTUDO Al A4 A2 A5 A3 A6

Desmodus rotundus 2

Glossophaga soricina 1 1 3 6

Lasiurus blossevillii 2

Lonchophylla thomasi 1 3 1

Lophostoma silviculum

Mesophylla macconelli

Micronycteris hirsuta

Mimom crenulatum 1

Phyllostomus discolor 5

Phyllostomus elongatus 6 1 3 2

Phyllostomus hastatus 2 2 4

Plathyrhinus incarum 1

Plathyrhinus infuscus 2

Rhinophylla fischerae

Rhinophylla pumilio 1 1 3

Sarcopteryx leptura

Sturnira lilium

Sturnira tildae 2

Tonatia saurophila 2

Trachops cirrhosus

00|~k (NN

Uroderma bilobatum

Vampyressa sp.

RN

Vampyrum spectrum

ABUNDANCIA 66 62 86 76 41 36

TOTAL 128 162 77

RIQUEZA DE ESPECIES 7 | 19 12 | 19 8 | 12

TOTAL 16 31 20

Distribuicdo da infec¢cdo por Trypanosoma spp. em quirépteros do

Parque Zoobotanico e Seringal Cachoeira no estado do Acre, Bioma Amazénia

A infeccdo por Trypanosoma spp. foi observada em 85 morcegos (23,2%),
sendo quatro deles observados apenas por exame de sangue fresco, enquanto 81
(22%) de 15 géneros e 22 espécies apresentaram-se positivos nas hemoculturas.
Destes 81, 12 (14,8%) também apresentaram exame de sangue fresco positivo.

Na comparacédo de sucesso entre os diferentes meios de cultura, verificamos
que o sucesso de isolamento foi superior utilizando o meio LIT (n=62; 76,5%) em
comparacao com a positividade nos dois meios de cultura LIT e Schnneider (n=17;

21%) e apenas no meio Schnneider (n=2; 2,5%) (tabela 5).
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Tabela 5: Meios de cultivos utilizados para amplificacdo dos parasitos encontrados

em quirépteros capturados do Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.

LBT ESPECIES LIT Schnneider® LIT + Schnneider®
5004 Glossophaga soricina +

5009 Artibeus lituratus +

5026 Carollia perspicillata +

5037 Carollia perspicillata +

5040 Carollia perspicillata +

5041 Carollia perspicillata +

5042 Trachops cirrhosus +

5043 Sturnira tildae +

5047 Phyllostomus elongatus +

5060 Phyllostomus hastatus +
5338 Artibeus planirostris +

5340 Artibeus lituratus +

5348 Artibeus planirostris +

5389 Artibeus planirostris +

5408 Artibeus planirostris +
5409 Artibeus planirostris +

5416 Phyllostomus hastatus +
5423 Phyllostomus hastatus +
5425 Artibeus planirostris +

5427 Carollia perspicillata +

5428 Artibeus planirostris +

5431 Artibeus lituratus +
5434 Lophostoma silviculum +
5435 Carollia perspicillata +

5439 Uroderma bilobatum +

5441 Phyllostomus elongatus +
5444 Sturnira lilium +
5450 Lophostoma silviculum +
5451 Artibeus planirostris +

5466 Phyllostomus hastatus +
5467 Phyllostomus hastatus +
5469 Carollia perspicillata +

5471 Phyllostomus discolor +
5472 Carollia perspicillata +

5473 Carollia perspicillata +

6568 Artibeus planirostris +

7056 Carollia brevicauda +
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(continuacéo)

LBT ESPECIES LIT Schnneider® LIT + Schnneider®
7057 Carollia perspicillata +

7058 Carollia perspicillata +

7059 Carollia brevicauda +

7060 Artibeus planirostris +

7061 Artibeus planirostris +

7062 Carollia perspicillata +

7063 Carollia perspicillata +
7064 Carollia perspicillata +

7065 Trachops cirrhosus +

7066 Carollia perspicillata +

7067 Plathyrhinus infuscus +

7068 Carollia perspicillata +

7074 Artibeus lituratus +

7078 Carollia brevicauda +

7079 Carollia perspicillata +

7080 Carollia perspicillata +

7081 Carollia perspicillata +

7082 Carollia perspicillata +
7083 Carollia perspicillata +

7084 Vampyressa sp. +

7085 Carollia perspicillata +

7086 Trachops cirrhosus +

7087 Carollia perspicillata +

7088 Carollia perspicillata +

7089 Carollia beinkeith c.f. +

7090 Carollia perspicillata +

7091 Tonatia saurophila +

7092 Artibeus lituratus +

7093 Artibeus obscurus +

7094 Carollia perspicillata +

7095 Carollia perspicillata +

7096 Glossophaga soricina +

7097 Phyllostomus discolor +
7098 Lonchophylla thomasi +

7099 Anoura caudifer +

7100 Phyllostomus discolor +

7101 Carollia perspicillata +

7102 Artibeus lituratus +
7104 Carollia perspicillata +

7105 Dermanura cinereus +

7106 Phyllostomus hastatus +
7108 Artibeus planirostris +
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(continuacéo)

LBT ESPECIES LIT Schnneider® LIT + Schnneider®
7110 Lasiurus blossevillii +
7113 Phyllostomus discolor +

TOTAL 81 62 2 17

A distribuicdo de morcegos infectados com Trypanosoma spp. foi diferente de
acordo com os dois municipios de estudo e de acordo com o habitat. Entre os 23
géneros de quirOpteros examinados, 15 apresentaram infecgdo por Trypanosoma
spp. Ja dentre as 32 espécies examinadas, 22 foram positivas para Trypanosoma
spp. A infeccéo por Trypanosoma spp. foi trés vezes maior em chiroptera do SC (n=
60; 34,5%) em comparacdo com morcegos do PZ (n = 21; 10,9%) (p<0,0001).

No PZ, o potencial de infectividade para vetores, expresso por hemoculturas
positivas dos morcegos examinados, foi restrito a espécies dos dois géneros mais
abundantes, Artibeus e Carollia (85,7%). Observou-se um quadro enzodico distinto
no SC, onde foi observado maior numero de morcegos infectados e maior
diversidade de espécies de morcegos em todas as areas coletadas. O potencial de
infecciosidade foi distribuido entre 14 géneros de morcegos, embora 56,6% das
infeccbes foram observadas em espécies de Carollia e Artibeus. Em geral, as
espécies de morcego infectadas com Trypanosoma sp. mais comuns foram a
espécie C. perspicillata, em que 16,3% foram infectadas.

Dos 131 individuos do género Carollia capturados, foram encontrados
infectados por Trypanosoma spp. 9/63 no PZ (14,3%) e 24/68 no SC (35,3%). No
género Artibeus dos 126 individuos capturados, foram encontrados infectados por
Trypanosoma spp. 9/95 no (PZ), (9,5%) e 10/31 no (SC), (32,3%). J&A no género
Phyllostomus dos 25 individuos, 0/9 no (PZ) e 12/16 no (SC), (75%). Exemplares do
género Lophostoma somente foram capturados no SC (n=3) e 2 estavam infectados
(tabela 6).
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Tabela 6: Distribuicdo de Trypanosoma spp. encontrado infectando quirépteros do
Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.
Municipio de Rio Branco (PZ) Municipio de Xapuri (SC)

Géneros Positivos/total (%) Positivos/total (%)
Artibeus 9/95 (9,5) 10/31 (32,3)
Carollia 9/63 (14,3) 24/68 (35,3)
Phyllostomus 0/9 12/16 (75)
Anoura 0/1 1/1 (100)
Dermanura 0/7 1/6 (16,7)
Glossophaga 1/4 (25) 1/6 (16,7)
Lasiurus - 1/2 (50)
Lonchophylla 0/3 1/2 (50)
Lophostoma - 2/3 (66,6)
Plathyrhinus 1/2 (50) 0/1
Sturnira - 2/6 (33,3)
Tonatia 0/2 1/1 (100)
Trachops 1/1 (100) 2/2 (100)
Uroderma 0/2 1/11 (9,1)
Vampyressa - 1/1 (100)
Total 21/193 (10,9) 60/174 (34,5)

A diversidade de espécies de morcegos no PZ foi maior na area A2, onde 12
espécies distintas puderam ser distinguidas entre os 86 individuos coletados. Além
disso, a prevaléncia de infec¢do por Trypanosoma spp. foi maior nesta area (16,3%),
em comparacgdo com Al (7,6%) e A3 (4,9%), embora tenha havido apenas diferenca
significativa entre A2 e A3 (p = 0,035). No SC, nao foram observadas diferencas na
infeccdo por Trypanosoma spp. entre as areas distintas (p = 0,305).

Dos 81 morcegos que foram positivos na hemocultura, foram obtidos 68
isolados de 67 morcegos (dois isolados foram obtidos de um mesmo C. perspicillata
de PZ - LBT 7063). Trés massas de cultura também foram caracterizadas com
sucesso. As infeccBes dos outros 11 morcegos foram diagnosticadas apenas pelas

caracteristicas morfolégicas dos parasitas observados em culturas positivas.

Diversidade de Trypanosoma spp. infectando morcegos no Acre

Foram observadas pelo menos seis espécies diferentes e/ou DTUs de T. cruzi
infectando morcegos do Acre. Além disso, foram também detectadas duas infecgdes
mistas. Um foi identificado na mesma hemocultura (LBT 5060) e o outro foi

identificado em duas hemoculturas diferentes do mesmo morcego (LBT 7063). No
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PZ e SC, a maioria dos morcegos infectados foram coletados, respectivamente, nas
areas A2 (14/86; 16,3%) e A5 (25/76; 32,9%), onde ha abundéancia de palmeiras e
foram caracterizadas como florestas abertas de dossel apresentando manchas de
floresta densa com arvores emergentes (area de baixio). Em seguida vieram 0s
ambientes Al (5/66; 7,6%) e A4 (21/62; 33,9%), que sao areas com florestas similar,
no entanto a primeira é de floresta secundaria e a segunda floresta primaria (Terra
firme) (Tabela 7). O ambiente com menor taxa de infec¢cdo por animais capturados
foi A3 (2/41; 4,9%) e A6 (14/36; 38,9%), que sdo areas proximas a residéncias
(Figura 13). As diferencas observadas entre as areas, no entanto, ndo foram

estatisticamente significantes.

Tabela 7: Distribuicdo e diversidade de Trypanosoma spp. em Chiroptera do Estado
do Acre, Bioma Amazobnia de acordo com areas de estudo e habitats distintos. A
caracterizagao foi realizada utilizando iniciadores SSU 18S que foram descritos por
Noyes et al. (1999).

Municipio de Rio Branco Municipio de Xapuri Total

Trypanosoma Al A2 A3 A4 A5 A6
Trypanosoma cruzi Tcl 1 10 2 9 16 7 45
Trypanosoma cruzi TclV 2 1 - - - - 3
Trypanosoma cruzi marinkellei - 1 - 3 4 4 12
Trypanosoma dionisii - 1 - 3 - 2 6
Trypanosoma rangeli - - - 1 1 2
T. cruzi TclV + T. cruzi

marinkellei - - - - 1 - 1
Trypanosoma sp. + T. cruzi

Tcl 1 1
Trypanosoma sp.® 2 - - 5 4 - 11
Total 5 14 2 21 25 14 81

§ |dentificacdo Morfoldgica
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Figura 13: Distribuicdo de Trypanosoma spp. por caracteristicas dos gradientes do

Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.
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T. cruzi Tcl seguido por T. c. marinkellei foram as espécies de tripanossomatideos mais distribuidas e com maior prevaléncia
(tabela 8). No entanto, enquanto T. cruzi Tcl foi encontrado infectando morcegos em todas as areas, 11 dos 12 T. c. marinkellei foram
identificados em morcegos coletados nas trés areas do SC. Foi observada uma caracteristica semelhante para T. dionisii em que 5 dos
6 morcegos infectados eram do mesmo municipio. T. cruzi TclV foi detectado apenas nas areas mais preservadas do PZ (Al e A2) e no
SC, e este ultimo co-infecgdo com T. c. marinkellei (Figura 14). Os dois isolados que foram caracterizados como T. rangeli pertencem ao
genadtipo A e foram derivados de morcegos do SC (C. perspicillata e A. planirostris). Uma espécie de Trypanosoma ainda ndo descrita
foi isolada em co-infeccdo com T. cruzi Tcl num morcego de PZ. Obtiveram-se dois isolados do mesmo morcego, e cada um apresentou
identidade para diferentes espécies em comparacdo com as sequéncias de GenBank (tabela 9). Uma dessas amostras agrupou-se no
mesmo ramo que os tripanossomas descritos em morcegos neotropicais, entre T. wauwau e Trypanosoma sp. RNMO56 e 63 (Figura
15). Embora parasitas tenham sido observados em outras 11 hemoculturas positivas, essas culturas ndo foram estabelecidas e os

parasitas foram caracterizados apenas como Trypanosoma sp. com base na sua morfologia em culturas axénicas.

Tabela 8: Diversidade de Trypanosoma spp. em morcegos do Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.

Trypanosoma T. cruzi TclV

N T.cruzi T.cruzi T.c. T. ) T. Trypanosoma
Generos Tcl TclV marinkellei  dionisii P 7. T. cruzi +.T' c. rangeli sp
DTU I marinkellei '

Carollia 24 3 1 1 4
Artibeus 8 2 2 1 1 5
Phyllostomus 2 8 1 1
Anoura 1
Dermanura 1
Glossophaga 1 1
Lasiurus 1
Lonchophylla 1
Lophostoma 2
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Trypanosoma T. cruzi TclV

T.cruzi T.cruzi T.c. T. spp.+T.cruzi +T.c. T. Trypanosoma
Géneros Tcl TclvV marinkellei  dionisii DTU I marinkellei  rangeli spp.
Plathyrhinus 1
Sturnira 1 1
Tonatia 1
Trachops 2 1
Uroderma 1
Vampyressa 1
Total 45 3 12 6 1 1 2 11
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Figura 14: Distribuicdo de Trypanosoma spp. por caracteristicas das areas de estudo do Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.
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Tabela 9: Numeros de identificacdo, espécies de morcegos, localidade e caracterizacdo molecular dos tripanosomatideos usando

SSUrDNA. A ultima coluna inclui o nimero de acesso ao GenBank de cada sequéncia depositada.

Ne Coltryp ¥ Isolados Espécies Area 18S SSU N° de acesso ao GenBank
Hospedeiras

549 LBT 5060 Phylostomus hastatus A5 T. cruzi TclV* + KY748354

T. c. marinkellei* KY824655
550 LBT 5004 Glossophaga soricina A2 T. cruzi Tclv* KY748355
555 LBT 5009 Artibeus lituratus Al T. cruzi Tclv* KY748356
558 LBT 5040 Carollia perspicillata A4 T. dionisii* KY689928
567 LBT 5043 Sturnira tidae Ad T. dionisii* KY689929
568 LBT 5042 Trachops cirrhosus A4 T. dionisii* KY689930
574 LBT 5469 Carollia perspicillata A6 T. dionisii KY649111
579 LBT 5340 Artibeus lituratus Al T. cruzi TclV KY649112
584 LBT 5473 Carollia perspicillata A6 T. dionisii KY649113
589 LBT 5408 Artibeus planirostis A4 T. cruzi Tcl KY649114
587 LBT 5472 Carollia perspicillata A6 T. rangeli A KY649115
590 LBT 5439 Uroderma bilobatum A5 T. cruzi Tcl KY649116
592 LBT 5427 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tcl KY649117
634 LBT 6568 Artibeus planirostris A3 T. cruzi Tcl KY649118
640 LBT 7060 Artibeus planirostris A2 T. dionisii KY649119
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N° Coltryp *

647S

647L
648
650
651
652
653
654

655B
656
657
658
659
660
661
662

Isolados

LBT 7063

LBT 7065
LBT 7068
LBT 7058
LBT 7074
LBT 7064
LBT 7056
LBT 7057
LBT 7066
LBT 7059
LBT 7080
LBT 7081
LBT 7083
LBT 7084
LBT 7085
LBT 7088

Espécies
Hospedeiras

Carollia perspicillata

Trachops cirrhosus
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Artibeus lituratus
Carollia perspicillata
Carollia brevicauda
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia brevicauda
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Vampyressa sp.
Carollia perspicillata

Carollia perspicillata

Area

A2

A2
Al
A2
A3
A2
A2
A2
A2
A2
A4
A4
A4
A4
A5
A5

53

18S SSU

Trypanosoma spp. +
T. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
cruzi Tcl*
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl

. cruzi Tcl

4 4 4 4 4 4 4 23 4 4 4 4 4 4 4

. cruzi Tcl

(continuacéo)

N° de acesso ao GenBank

KY649120
KY649121
KY649122
KY649123
N.D.
KY649124
KY649125
KY649126
N.D.
KY649127
KY649128
KY649129
KY649130
N.D.
N.D.
KY649131
N.D.



N° Coltryp *

663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
674
676
677
678
680
682
684

Isolados

LBT 7089
LBT 7090
LBT 7092
LBT 7094
LBT 7095
LBT 7100
LBT 7102
LBT 7078
LBT 7097
LBT 7098
LBT 7104
LBT 7087
LBT 7086
LBT 7105
LBT 7110
LBT 7067
LBT 7061

Espécies
Hospedeiras

Carollia benkeithi
Carollia perspicillata
Artibeus lituratus
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Phyllostomus discolor
Artibeus lituratus
Carollia brevicauda
Phyllostomus discolor
Lonchophylla thomasi
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Trachops cirrhosus
Dermanura cinereus
Lasiurus blossevillii
Plathyrrhinus infuscus

Artibeus planirostris

Area

A5
A5
A5
A5
A5
A6
A6
A4
A6
A6
A5
A5
A5
A5
A5
A2
A2

54

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 A4 4 4 4 4

18S SSU

. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl

. cruzi Tcl

(continuacéo)

N° de acesso ao GenBank

KY649132
KY649133
KY649134
KY649135
KY649136
KY649137
KY649138
KY649139
KY649140
KY649141
KY649142
N.D.
KY649143
KY649144
KY649145
KY649146
KY649147



N° Coltryp *

686
687
689
690
691
695B
696
697

575
576
S77
578
580
581

Isolados

LBT 7091
LBT 7099
LBT 7108
LBT 7101
LBT 7093
LBT 7062
LBT 7079
LBT 7082
LBT 5428
LBT 7096
LBT 5416
LBT 5423
LBT 5467
LBT 5466
LBT 5434
LBT 5471

Espécies
Hospedeiras

Tonatia saurophilla
Anoura caudifer
Artibeus planirostris
Carollia perspicillata
Artibeus obscurus
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Artibeus planirostis
Glossophaga soricina
Phylostomus hastatus
Phylostomus hastatus
Phylostomus hastatus
Phylostomus hastatus
Lophostoma silviculum

Phylostomus discolor

Area

A5
A6
A5
A6
A5
A2
A4
A4
A4
A6
A4
A4
A6
A6
A5
A6

55

18S SSU

T.

-4 4 4 4 9 4 4 4 -+

e e e
O 0O 0o o o o

cruzi Tcl

. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. cruzi Tcl

. cruzi Tcl

cruzi Tcl?

. cruzi Tcl
. cruzi Tcl
. rangeli A
. cruzi Tcl
. marinkellei
. marinkellei
. marinkellei
. marinkellei
. marinkellei

. marinkellei

(continuacéo)

N° de acesso ao GenBank

KY649148
KY649149
KY649150
KY649151
KY 753877
KY649152
KY649153
KY649154
KY649155
KY649156
KY649157
KY649158
KY649159
KY649160
KY689835
KY689836



(continuacéo)

N° Coltryp * Isolados Espécies Area 18S SSU N° de acesso ao GenBank
Hospedeiras
582 LBT 5441 Phylostomus A5 T. c. marinkellei KY689837
elongatus
585 LBT 5425 Artibeus planirostis A4 T. c. marinkellei KY689838
586 LBT 5389 Artibeus planirostis A2 T. c. marinkellei KY689839
591 LBT 5450 Lophostoma silviculum A5 T. c. marinkellei KY689840
673 LBT 7113 Phyllostomus discolor A6 T. c. marinkellei KY689841
679 LBT 7106 Phyllostomus hastatus A5 T. c. marinkellei KY689842

N.D. Néo depositado no GenBank devido a presenca de sitios ambiguos

¥ COLTRYP Numero de cddigos de culturas depositadas e criopreservadas na Colecdo de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e
Vetores - COLTRYP (www.coltryp.fiocruz.br) do Laboratdrio de Biologia de Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ / RJ / Brasil.
* Caracterizado por pares de iniciadores V7V8 (Borghesan et al., 2013).

# Parasitas isolados da cultura do baco
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T cruzi Jose clonel
T. c. marinkellei B3
T erneyi TCC1946
T erneyi TCC1936

T erneyi TCC1294

T emeyi TCC1293

T. dionisii CBT 59
T. dionisii PJ

IC-% T. rangeii FG
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9 T. vespertilioni P14
49 . T. rangelilT. conorhini
g Trypanosoma sp 2 Cercopithecus nictitans
T. conorhini USP
B
Trypanosoma sp 1 Nandinia binotata

10q T wauwau VCTE238
c‘ T wauwau TCC1022

- LBT 7063

o l Trypanosoma sp RNMOsg | Neotropical bats
9

71

Schizotrypanum

81

Trypanosoma sp RNMOG3
Trypanosoma sp BACO44

100 Trypanosoma sp BACO46
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Figura 15: Inferéncia filogenética do isolado LBT 7063 detectado em Carollia perspicillata do municipio de Rio Branco/AC, no
clado T. cruzi. A construcdo da arvore do gene 18S (SSU rRNA) seguiu 0 método de maxima verossimilhanca (ML) sob o modelo de
Kimura 2-parametros e distribuicdo gama com sitios invariaveis (K2 + G + 1). Os nimeros nos nos indicam apoio estatistico pela analise

de bootstrap com 1000 repeticdes. O isolado agrupou-se no clado T. cruzi associado a tripanosomas descritos em morcegos
neotropicais (Lima et al., 2015).
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Os géneros de morcegos mais abundantes foram Carollia spp. e Artibeus spp., mas Phyllostomus spp. também apresentou
infeccbes com a maior diversidade de espécies de Trypanosoma. T. cruzi DTU Tcl foi a espécie e DTU de Trypanosoma mais dispersa.
Apenas dois dos 15 géneros de morcegos infectados (Lophostoma e Sturnira) ndo foram encontrados infectados pelo T. cruzi Tcl.
Foram encontrados T. dionisii infectando morcegos de quatro géneros, incluindo o género de morcego mais abundante, Carollia spp. T.
c. marinkellei foi observado principalmente em Phyllostomus spp. (incluindo uma infeccdo mista com T. cruzi TclV), bem como em
Lophostoma sp. e Artibeus spp. Artibeus spp. foi o taxon com maior diversidade de espécies de Trypanosoma spp., seguido pelos mais
abundantes géneros de morcegos Carollia spp. e Phyllostomus spp. (Figura 16). Outros 11 isolados obtidos de espécimes de Carollia,

Artibeus, Phyllostomus e Sturnira ndo puderam ser identificados em analise molecular e foram descritos como Trypanosoma sp.
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Figura 16: Distribuicdo de Trypanosoma spp. por espécies da quiropterofauna do Parque Zoobotanico e do Seringal Cachoeira.
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DISCUSSAO

Pouco se sabe sobre a diversidade de morcegos no Acre, um estado da
regido amazonica que ainda mantém areas florestais bem conservadas. Sabe-se
ainda menos sobre a diversidade de Trypanosoma spp. e seus hospedeiros que
circulam neste ambiente. Atualmente uma ameaca a saude na regido amazénica e
no Estado do Acre é a doenca de Chagas, onde casos e surtos estdo se tornando
frequentes. Foram relatados 13 casos autoctones entre 1988 e 2015, contrastando
com outros 25 casos relatados no ano de 2016 (dados da Secretaria de Saude do
Estado do Acre). Na regido Amazonica, apesar de se encontrar uma grande
guantidade de vetores e de espécies de mamiferos (incluindo morcegos), a
distribuicdo dos parasitos e DTUs de T. cruzi ainda é pouco conhecida. Em relagdo a
T. cruzi, apesar da grande quantidade de animais que séo reservatorios potenciais
do parasita na regido, foi apenas recentemente que o0s casos autéctones foram
encontrados e um aumento notavel deles pode ser observado (Coura et al., 2002,
Junqueira et al., 2005). Esse crescente numero de casos, provavelmente esta ligado
a exposicdo humana em ambientes silvestres e o aumento do desmatamento,
ocorrendo assim a aproximacao de inimeros hospedeiros. Estudar os reservatorios
destes Trypanosoma spp. € fundamental para enteder a dinamica de seu ciclo de
transmissao. Um dos mamiferos envolvidos neste cenario é o morcego, considerado
como hospedeiro ancestral de T. cruzi (Hamilton et al., 2012).

Os morcegos sao mamiferos longevos e sua expectativa de vida pode chegar
facilmente a mais de duas ou até trés décadas (Wilkinson e South, 2002). A
abundéancia e a riqueza das espécies de morcegos estdo diretamente ligadas a
abundancia e riqueza da fauna e da flora destes ambientes. Esta elevada
abundancia esta relacionada ao fato destas espécies poderem ocupar diferentes
habitats e se deslocarem por grande distancia (Menezes Jr. et al., 2008). No Brasil,
15% da diversidade de morcegos pode ser encontrada na Amazénia, o bioma que
exibe a maior diversidade de espécies de morcegos no pais. Neste bioma foram
relatadas nove familias de morcegos que incluem 64 géneros e pelo menos 146
espécies (Bernard et al., 2011). E importante ressaltar que o bioma amazonico esta
longe de ser homogéneo. Na verdade, esse bioma constitui uma paisagem e
mosaico faunistico. Isto também se reflete na composicdo distinta da fauna de

morcego e riqueza de espécies. O Estado amazbnico que apresenta a maior
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diversidade de espécies de morcegos é o Para, onde foram descritas 120 espécies.
Um ndamero muito menor de espécies de morcegos (n = 59) foi relatado no Acre
(Bernard et al., 2011).

Durante as quatro excursfes de campo, coletamos um numero expressivo e
similar de morcegos nas duas éareas de estudo, mas a composicdo da
quiropterofauna diferiu entre as areas, assim como a abundancia relativa de
algumas das espécies de morcegos. Estas espécies de morcegos foram distribuidas
em apenas trés familias; sendo que duas tinham apenas uma espécie representativa
de dois géneros, Lasiurus blossevilii (Vespertilionidae) e Saccoteryx leptura
(Emballonuridae), ambos na &rea de estudo do SC. Os demais 364 morcegos
capturados foram incluidos em 21 géneros de Phyllostomidae, a familia de
morcegos chamados de "nariz de folha".

A diversificacdo da dieta de Phyllostomidae, que se propde ter ocorrido 23-26
milhdes de anos atras (Rojas et al., 2011) faz com que este taxon use Varios habitats
distintos; consequentemente, estes morcegos estdo expostos aos varios parasitas
gue infectam os animais que também utilizam estes locais. Mesmo na area
altamente preservada do SC, coletamos 29 espécies de morcegos, 0 que € menor
do que as 59 espécies de morcegos descritas no estado do Acre por Bernard et al.
(2011). Uma possivel razao pode ser que, embora esteja bem preservada, o SC ndo
oferecer locais de refugio adequados para algumas espécies de morcegos. Também
a associacdo entre a amplitude do nicho alimentar e maior porcentagem de floresta
em uma paisagem pode representar dependéncia dos morcegos por diversos
recursos florestais (Duchamp e Swithart, 2008). Além disso, coletamos apenas na
altura do sub-bosque; portanto, ndo capturamos morcegos que voam a uma altitude
maior. As espécies de morcegos aqui enumeradas constituem as espécies mais
representativas da fauna local de morcego do sub-bosque. Nao podemos descartar
que o tempo de coleta mais longo e redes colocadas simultaneamente em alturas
diferentes resultariam em maior riqueza de espécies de morcegos.

A area do PZ, como esperado, exibiu um namero significativamente menor de
espécies de morcegos (n = 17). De fato, embora seja uma area de floresta urbana
gue nédo é frequentada por turistas, sofre acdo antropica porque existe um instituto
de pesquisa nesta area onde circulam pessoas e veiculos. Espécies do género
Carollia sp parecem estar bem adaptadas a ambientes alterados, como mostra o
namero semelhante de taxons coletados em ambas as areas de estudo. Por

contraste, Phyllostomus spp. foi principalmente coletado em SC enquanto no PZ a
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maior taxa de sucesso de captura foi de morcegos do género Artibeus. Uma
hipotese é que a maior diversidade de fauna de morcegos no SC resultou em maior
presséo seletiva, o que resultou em maior competicdo por abrigos pelas diferentes
populacdes dos géneros de morcegos e menor expansdo do generalista Artibeus
spp.. As espécies mais capturadas no PZ também sdo comuns em outras regides
urbanas do Brasil (Perini et al., 2003, Knegt et al., 2005, Silva et al., 2005, Lima,
2008). Isto pode estar relacionado ao fato de apresentarem natureza generalista, 0
que permite a utilizacdo de uma gama de recursos alimentares e abrigos
encontrados nas cidades (Bredt e Uieda 1996, Bredt e Silva 1998).

Morcegos sao caracterizados pela sua plasticidade ecoldgica e adaptabilidade
a ambientes perturbados por a¢des antrépicas, incluindo agrossistemas (Estrada et
al.,, 1993; Faria e Baumgarten, 2007; Luz, 2012). Bobrowiec e Gribel (2010)
verificaram que diferencas no ambiente influenciam na diversidade de morcegos em
diferentes locais e que areas com maior complexidade na composi¢cdo de plantas
abrigam maior nimero de morcegos frugivoros. Este resultado corrobora alguns
estudos que mostram reducdo na riqueza de espécies de quirOpteros em areas
altamente urbanizadas (Bredt e Uieda, 1996, Avila-Flores e Fenton, 2005, Hourigan
et al., 2006, Johnson et al., 2008).

Nos dois municipios Artibeus e Carollia foram os mais abundantes. Esta
predominancia de filostomideos poderia ser esperada devido ao uso de redes
decaptura, pelo fato desta familia ser a mais rica na regido Neotropical e ter o habito
de forragear em sub-bosque na busca por frutos (Simmons e Voss, 1998; Fenton et
al. 1992; Nogueira et al., 2014) corroborando com a literatura que as reportam como
dominantes em termos de rigueza e abundancia nas comunidades de mamiferos em
inventarios de varias localidades (Gardner, 1977; Fenton et al., 1992; Dias et al.,
2002; Passos et al., 2003; e.g.; Esbérard et al., 2014). Além disso, 0s morcegos
apresentam alta capacidade de deslocamento, o que significa que eles sao
altamente capazes de dispersar parasitas por um longo tempo. Chiroptera podem
associar-se em colbnias estaveis que incluem milhares de espécimes, bem como de
modo solitario (Wilkison et al., 2016).

Dentre os locais de coleta, tanto no PZ quanto no SC, nas quatro expedi¢des,
o Baixio foi onde tivemos o maior sucesso de captura, fato este que esta
provavelmente relacionado a grande concentracdo de palmeiras que séao
reconhecidamente habitats de morcegos e fontes de agua. A predominancia dos

géneros Carollia spp. e Artibeus spp., ja foi reportada em outros estudos no Acre
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(Calouro et al. 2010) e a sua abundancia estad diretamente ligada a sua dieta
preferencial por plantas do género Piper (Mello et al. 2004), planta que ha em
grande quantidade no bioma amazdnico.

A rigueza e abundéancia de espécies da quiropterofauna no Estado do Acre
ainda é pouco conhecida, prova disto, foi que em uma das expedicfes, capturamos
a espécie insetivora Lasiurus blossevillii. Esta espécie ocorre em Trinidad e Tobago,
Equador (incluindo as Ilhas Galapagos), Bolivia, Chile, norte da Argentina, Uruguai e
Brasil (Reid, 1997; Simmons, 2005), no entanto ndo havia sido registrada no estado.
Este encontro foi publicado na revista Oecologia Australis (Anexo 4).

Somente no SC foi capturada a espécie Lophostoma silvicolum (familia
Phyllostomidae) corroborando com Fenton et al. (1992) e Medellin et al. (2000) que
nos seus estudos afirmam que estes animais sao sensiveis as alteracdes e servem
como referéncias importantes de qualidade ambiental de areas florestais, pois, suas
presencas representam a integridade do ambiente.

Os morcegos podem alojar-se em varios habitats naturais e artificiais e podem
modificar a vegetacdo para formar locais apropriados para moradias que sao
construidas por alguns géneros de morcegos. Estas moradias resultam de morcegos
mastigando ou sugando grandes vasos de seiva de uma arvore de folha grande.
Como resultado, a seiva é impedida de circular, 0 que provoca o murchamento
dessa parte da folha e resulta num excelente reflugio (Stoner, 2000). Vale ressaltar
gue as folhas de palmeiras sao freqlientemente utilizadas pelos morcegos e sdo um
habitat classico de espécimes de Rhodnius, um género de triatomineo, vetor muito
eficiente de T. cruzi, e comum na Amazonia (Coura e Junqueira, 2015).
Considerando que os morcegos sao predadores vorazes de insetos € muito provavel
que possam se infectar (pelo menos T. cruzi e T. rangeli) pela ingestdo de vetores
infectados. Nossas amostras de morcego incluiram os géneros de construtor de
moradias Artibeus, Vampyressa, Uroderma e Mesophylla; com excec¢do do ultimo
destes, todos os demais géneros foram infectados pelo T. cruzi. De fato, a presenca
de insetos na dieta de morcegos significa que eles podem ser infectados pelo T.
cruzi e provavelmente também por outros tripanossomatideos transmitidos por
insetos. A via oral, através da ingestado de insetos infectados, € conhecida por ser
uma rota de infeccdo altamente eficiente (Gardner, 1979; Carrillo-Araujo et al.,
2015).

A diversidade de espécies de morcegos infectadas por T. cruzi nos dois

fragmentos florestais, ocorre de diferentes maneiras, mas a transmisséo oral devido
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a ingestdo de insetos infectados certamente desempenha papel importante.
Morcegos do género Carollia, Artibeus e Molossus foram infectados apos
alimentacdo experimental em Rhodnius prolixus infectado (Thomas et al., 2007).
Além disso, a espécie onivora Phyllostomus hastatus tornou-se infectada apos a
ingestdo de camundongos infectados (Thomas et al., 2007). Mesmo
predominantemente morcegos frugivoros como Artibeus sp., Carollia sp. e
Glossophaga sp. frequientemente se alimentam de insetos e podem ser infectados
dessa maneira (Gardner, 1979). Quando se observa que a maioria das espécies de
morcegos infectados inclui insetos em sua dieta, ndo podemos deixar de considerar
a hipétese de ser a via oral a principal rota de infeccdo por estas espécies de
Trypanosoma. No entanto, seria necessario confirmar que hemipteros (no caso de T.
cruzi) também estdo incluidos entre os insetos predados. De fato, o odor das
glandulas de cheiro tdo caracteristicas dos hemipteros podem representar um
empecilho.

Provavelmente a transmissdo vetorial de parasitas como é o caso das
espécies do género Trypanosoma spp. € altamente favorecida nas espécies de
morcegos que formam grandes colonias. Além disso, 0s morcegos podem
apresentar estrutura social complexa que inclui 0 comportamento cooperativo,
mesmo entre 0s componentes de grupos distintos. A cooperagéao inclui a reposigao,
cuidado da prole, forrageamento e alimentacdo (Gardner, 2007). A partilha de
alimentos de animais adultos com os seus filhotes € um padrdo de comportamento
bastante comum no mundo animal e também pode favorecer a transmissédo dos
parasitos. Isto pode ser especialmente o caso de tripanossomatideos de morcegos
presentes nos trés géneros hematdfagos (Desmodus, Dyphilla e Dyaemus).
Morcegos que conseguem sugar sangue em uma noite compartilham este alimento
entre adultos, isto é, individuos regurgitam o sangue que obtiveram, ndo apenas
para seus filhotes, mas também para os morcegos adultos que ndo puderam se
alimentar (Wilkinson et al., 2016). Os morcegos também podem cooperar no cuidado
da prole, incluindo a alimentacdo de outros filhotes fémeas, e manter grupos de
jovens como uma creche (Wilkinson et al., 2016).

Os morcegos sao excelentes reservatorios de Typanosoma Spp. € Seus
hospedeiros provavelmente mais antigos (Molyneux, 1991, Hamilton et al., 2012). O
aumento do poder analitico das ferramentas moleculares resultou em numero
crescente de novas espécies de Trypanosoma spp. descritas em quirépteros nos

altimos anos. A diversidade de espécies de morcegos na regido amazonica requer
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mais estudos porque muito pouco se sabe sobre a infec¢cdo por Trypanosoma spp.
das diversas espécies de morcegos do Estado do Acre. Além disso, a doenca de
Chagas é atualmente uma ameaca a saude na regido amazobnica e no estado do
Acre, onde 0s casos e surtos estdo se tornando frequentes.

Vale ressaltar que a infeccdo encontrada nos morcegos no PZ e SC foi
determinada por hemocultivo positivo e destes, 12 (14,8%), apresentaram-se
também positivos no exame a fresco. Isso significa que sdo animais com alta
competéncia infectiva, provavelmente sendo capazes de infectar triatomineos que
neles venham a se alimentar. Outros trés morcegos foram positivos no exame a
fresco, no entanto os parasitos ndo se desenvolveram nos meios de cultura no qual
foram semeados e os hemocultivos permaneceram negativos durante todo o tempo
de acompanhamento, ou seja, tratava-se de espécie ou espécies nao cultivaveis em
meio axénico. Isso mostra que a diversidade de espécies do género Trypanosoma
na area, mesmo apos o presente estudo, ainda estd sendo subestimada.

Considerando-se que hemocultivo é um teste pouco sensivel, limitado pela
presenca de parasitas circulando no sangue periférico, dados mostram uma alta taxa
de infeccdo (22%) por Trypanosoma spp. na fauna de quirdpteros das duas areas
estudadas e que foi significativamente mais alta em Xapuri (16,3%) do que em Rio
Branco (5,7%). Isto reflete apenas os morcegos que apresentavam alta carga
parasitaria no sangue no momento da coleta. Certamente a taxa de infeccdo nestes
animais é bem maior. As taxas mais altas de hemocultivos positivos foram
observadas em morcegos capturados nos dois periodos de chuva nos anos de 2014
e 2015. Este € um achado que demandaria um tempo maior de acompanhamento
uma vez que variacfes anuais além de outros fatores abiodticos poderiam explicar o
fenébmeno.

Existem varias caracteristicas ecolégicas de quiroptera que podem favorecer
seu encontro com o inseto vetor; e consequentemente, a infeccdo por espécies de
Trypanosoma. Obviamente, essas distintas peculiaridades ecoldgicas dos morcegos
modulam a transmissdo de seus parasitas. Como estes padrdes sdo distintos e
variam nas espécies de morcegos, as possibilidades de transmissdo do parasita
também serdo distintas dependendo da espécie de parasita e da ecologia das
espécies de morcegos hospedeiros. Os morcegos usam Vvarios tipos de lugares de
descanso e sua fidelidade aos reflgios é um fator que favorece o estabelecimento e
manutencdo de coldnias de triatomineos. A associagdo de Cavernicola pilosa com

morcegos que utilizam cavernas é um bom exemplo de transmisséo de T. cruzie T.
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c. marinkellei. Na verdade, o conhecimento de como o comportamento animal pode
alterar e modular a ecologia dos parasitas ainda estd em seu comeco.

Phyllostomidae constitui um grupo diverso que incluem morcegos de héabitos
alimentares generalistas como Phyllostomus spp., bem como de h4bitos alimentares
essencialmente especializados como a espécie de morcego hematéfago Desmodus
rotundus, de frugivoros Carollia perspicillata e Artibeus jamaicensis e de néctarivoros
Glossophaga soricina. Além disso, insetos sédo parte da dieta em maior ou menor
grau para a maioria dos morcegos (Carrillo-Araujo et al., 2015). Phyllostomus spp.
estava mais presente no SC do que em PZ. E interessante notar que a infecgéo por
Trypanosoma spp. neste género de morcegos foi observada apenas no SC e que
apresentou alta taxa de infeccdo (75%) por T. cruzi e T. c. marinkellei, que foram
encontrados em infeccbes Unicas e mistas. Vetores de ambas as espécies de
Trypanosoma séo C. pilosa, mas as espécies de Rhodnius podem atuar como vetor
porque ja foram usados com sucesso no xenodiagndstico de morcegos (Marinkelle,
1976; Garcia et al., 2012).

Em relacdo a taxa de infec¢do por Trypanosoma spp., 0 local com as taxas
mais altas de infeccdo de morcegos foi no SC e entre os trés géneros mais
capturados, Phyllostomus foi quem apresentou maior taxa de infectados por
individuos. Na espécie Phyllostomus discolor, por exemplo, dos cinco individuos
capturados, quatro apresentaram infeccdo por alguma espécie de Trypanosoma.
Essa maior taxa de infeccdo no Seringal Cachoeira € justificada pela area ter grande
diversidade bioldgica, o que provavelmente se reflete também na diversidade de
espécies do género Trypanosoma gue circulam naqguela regiao.

Assim como o0s outros géneros da familia Phyllostomidae, espécimes de
Carollia spp., também apresentaram altas taxas de infec¢éo por Trypanosoma spp. €
séo considerados morcegos resilientes em termos de sua dieta (eles se alimentam
de frutas e insetos) e locais que albergam, embora também tenham sido descritos
como especialistas em sub-bosque (Bernard, 2001). Eles vivem em colbnias que
podem incluir centenas de individuos e que pode ser fixar em arvores ocas,
folnagem densa, cavernas e tuneis. Estes animais forragiam principalmente durante
a noite e € provavel que adquiram infec¢éo por Trypanosoma spp. em seus locais de
repouso por ingestdo de triatomineos ou pela via contaminativa, porque varios de
seus lugares de repouso sdo habitats classicos de triatomineos. Este eclecticismo
alimentar e de habito em Carollia spp. provavelmente explica a observacdo de que

esse taxon ndo sO apresentou as maiores taxas de infecgdo por T. cruzi, como

66



demonstrado por hemoculturas positivas, mas também demonstrou grande
diversidade de espécies de Trypanosoma que incluiram T. rangeli, T. dionisii e pelo
menos uma espécie de Trypanosoma ainda ndo descrita. Importante salientar que
nao sabemos se todos os tripanossomatideos que ndo puderam ser diagnosticados
no nivel de espécie constituem apenas uma Unica espécie ou incluem mais de uma
espécie.

A diversidade de espécies de Trypanosoma que foram encontrados
infectando morcegos do estado de Acre foi surpreendente, certamente por
oferecerem condi¢des climaticas e ecoldgicas favoraveis com a grande diversidade
de fauna, com abundante variedade de vertebrados silvestres, que constituem os
elementos fundamentais para a manutencdo desses parasitos no meio ambiente.
Esta afirmacdo € valida para T. cruzi, que é um parasito multi-hospedeiro, mas
parece ser importante também para T. dionisii e T. marinkellei. Estudos adicionais
podem revelar novos aspectos da ecologia e filogenia de Trypanosoma.

Os géneros de morcegos Carollia, Artibeus e Phyllostomus foram os que
também apresentaram altas taxas de infeccdo por uma grande diversidade de
espécies de Trypanosoma. Em relacdo as DTUs de T. cruzi, caracterizamos as
DTUs de 45 isolados de T. cruzi que mostraram perfil DTU Tcl (n=45) e DTU TclV
(n=3), exatamente as DTUs relacionados aos surtos de doenca de Chagas em
outras areas da Amazodnia. Aqui também vale mencionar que 0 Nnosso € o0 primeiro
encontro de DTU TclV em morcegos. Foram encontrados também dois casos de
infeccdo mista de T.cruzi DTU Tcl + T. sp. e T.cruzi DTU TclV + T. c. marinkellei no
Seringal Cachoeira. Nos morcegos infectados, verificou-se que T. cruzi DTU Tcl
infectou todos os géneros, exceto dois. Este foi um resultado esperado porque DTU
Tcl é altamente dispersa no ciclo de transmissdo de T. cruzi na natureza.
Lophostoma sp. e Sturnira sp., dois géneros de morcegos que nao foram infectados
por T. cruzi, estavam infectados por T. c. marinkellei e T. dionisii, respectivamente. O
namero de individuos destes dois géneros foi muito baixo, com apenas trés e dois,
respectivamente, e foram coletados apenas no SC - a area de floresta primaria. T.
dionisii foi encontrado infectando cinco individuos de trés géneros distintos de
morcegos, mas apenas no SC. Este achado é intrigante uma vez que esta espécie
de Trypanosoma € bastante generalista, ja tendo sido encontrada infectando 12
espécies de quatro familias de morcegos em todos o0s biomas brasileiros
(Cavazzana Jr et al., 2010). Assim como Sturnira sp., Lophostoma silvicolum é

considerada uma espécie de morcego abundante. Esta espécie tem um habitat
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anico porque é capaz de modificar e se alojar em cavidades de ninhos ativos de
cupim (Dechman et al., 2004).

Apés a classica descricdo de Marinkelle da infeccdo por T. rangeli em
morcegos (Marinkelle, 1976), ha apenas alguns relatos de infeccdo por este taxon
em quiropteros. T. rangeli infectando morcegos Artibeus planirostris e Platyrrhinus
lineatus foi descrito por Maia da Silva et al. (2009) na regido central do Brasil. Além
disso, os autores observaram uma nova linhagem de T. rangeli em P. lineatus que
foi denominada linhagem E. Aqui, expandimos a area de ocorréncia da linhagem A
de T. rangeli em morcegos para a regidao norte do Brasil, ou seja, o bioma
amazonico. Esta linhagem é amplamente distribuida e infecta muitas espécies
hospedeiras de mamiferos; portanto, seria esperado encontrar-se em morcegos de
outros biomas. E interessante notar que os dois isolados de T. rangeli foram obtidos
de dois morcegos (C. perspicillata e A. planirostris) da area mais preservada (SC),
onde a diversidade de morcegos e tripanossomas foi maior. A andlise de sequéncia
agrupou ainda um isolado de C. perspicillata (LBT 7063) entre T. wauwau e
Trypanosoma sp. RMNO, descrito em morcegos Pteronotus sp. e Tracops cirrhosus
no norte do Brasil (Lima et al., 2015). Este resultado demonstra que outra espécie de
Trypanosoma esta circulando em morcegos neotropicais de Acre, reforcando o
pouco conhecimento sobre a diversidade de tripanossomas que circulam entre 0s
morcegos. Mesmo se tratando de uma floresta urbana aparentemente bem
preservada, a area do PZ jA mostra uma perda da diversidade de morcegos e de
Trypanosoma spp., como demonstrado pelo menor numero de espécies de
morcegos capturadas e menor diversidade de espécies de Trypanosoma.

Observamos um numero incomum de isolados de Trypanosoma (n = 11) que
nao conseguimos identificar no nivel da espécie. Estes isolados ndo identificados de
Trypanosoma spp. cresceram ao longo de alguns dias no meio de cultura axénico e
depois morreram. Em trés desses isolados, a caracterizacao foi realizada utilizando-
se sedimentos de cultura, embora houvesse apenas pequenas quantidades de DNA,
dificultando assim a identificacdo de espécies parasitas. Os tripanossomas que nao
cresceram em meios de cultura ou que tiveram um crescimento inicial e depois
morreram dao uma pista sobre o quanto ainda falta saber sobre a diversidade de
tripanossomas de morcegos. De fato, ainda ha muito a descobrir sobre o conjunto de
espécies de Trypanosoma existentes, sua biologia e ecologia.

Estudos revelam que infecgcdes mistas por tripanosomas sdo bem comuns na

ordem Chiroptera, sendo que ja foram identificadas infeccbes em morcegos por
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tripanossomas da Secdo Stercoraria (subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum e
Megatrypanum) e Salivaria (Trypanozoon) (Hoare, 1972; Marinkelle, 1976). No
entanto, as mais comuns sdo causadas por espécies de tripanossomas dos
subgéneros Herpetosoma e Schizotrypanum, e os quirOpteros insetivoros sdo os
mais infectados (Molyneaux, 1991). Nos nossos resultados, os genotipos mais
distribuidos e prevalentes foram (em ordem crescente) T. cruzi Tcl, T. c. marinkellei,
T. dionisii, T. cruzi TclV e T. rangeli.

Um fenbmeno que ja4 esta na hora de ser reavaliado € a relatada
especificidade de hospedeiro em tripanosomatideos. Constatou-se cada vez mais
gue numerosos genotipos e espécies de Trypanosoma (Schizotrypanum) sdo muito
mais ecléticos em relacdo aos seus hospedeiros do que anteriormente reportado.
Esse é o caso do Tcbat, um genétipo de T. cruzi que foi inicialmente associado
exclusivamente com morcegos, mas que posteriormente foi observado sendo capaz
de infectar humanos (Ramirez et al., 2014), e para T. dionisii, uma espécie do
subgénero Schizotrypanum que € geralmente associada com morcegos e foi
detectada no tecido cardiaco de uma crianca que morreu de doenca de Chagas
Dario et al. (2016). Neste trabalho, Dario et al. (2016) observaram ocorréncia de
quatro DTUs de T. cruzi (Tcl, Tcll, Tclll e TclV) no tecido cardiaco desta crianca que
morreu de miocardite na fase aguda da doencga de Chagas (infeccdo por via oral),
sendo a primeira vez que foi observado tal diversidade de DTUs em um caso
humano. Além disso, também detectaram T. dionisii, uma espécie de Trypanosoma
que s6 havia sido descrita em morcegos e neste trabalho foi detectado por analises
moleculares/filogenéticas. Além dos parasitas de interesse médico ou veterindrio, 0s
tripanossomas sdo um modelo fascinante da interacdo parasita-hospedeiro que
constantemente nos desafia e nos surpreende.

Mesmo apoés este estudo, a diversidade de tripanosomas de morcegos continua
pouco conhecida na AmazoOnia, um bioma reconhecido por sua amplitude de mata
continua e alta biodiversidade. Do ponto de vista de saude publica, sabe-se que
morcegos podem atuar como reservatérios de T. cruzi, o agente etiolégico da
doenca de Chagas que se configura como uma zoonose emergente na Amazonia.
Do ponto de vista académico, o estudo de tripanossomas de morcegos vai
certamente contribuir muito para o entendimento da origem e evolugdo dos

integrantes do clado T. cruzi, um assunto bastante controverso.
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4 CONCLUSOES

O nivel de preservacao determinou a riqueza de espécies de morcegos e de
Trypanosoma spp., como demonstrado pela maior diversidade encontrada no SC,
mas nao no sucesso de captura, que foi 0 mesmo para ambos 0s municipios;

A diferenca no grau de preservacdo dos fragmentos determinou a
composicdo da fauna de quiropteros;

Artibeus spp. e Carollia spp. foram as espécies mais dispersas, visto que
predominaram em ambas as areas estudadas;

As areas intermediarias de preservacdo em ambas as localidades, foram as
gue apresentaram 0S maiores sucessos de captura e taxas de infec¢cdo por
Trypanosoma spp.;

A elevada diversidade de tripanosomatideos em morcegos foi demonstrada
pela deteccdo de ao menos 6 espécies diferentes e/ou DTUs de T. cruzi (incluindo
duas infeccbes mistas) infectando morcegos do Acre;

T. cruzi Tcl foi a DTU mais prevalente em todas as areas e no maior namero
de espécies de morcegos;

Os morcegos estdo envolvidos na manutencdo das DTUs de T. cruzi Tcl e
TclV, as mesmas associadas aos casos de doencas de Chagas na Amazonia;

As espécies T. c. marinkellei, T. rangeli e T. dionisii estdo mais relacionadas a
ambientes mais preservados no Acre, visto que foram detectados quase que
exclusivamente no SC;

Trypanosoma cruzi e T. c. marinkellei foram as espécies de Trypanosoma
mais frequentes nos morcegos examinados;

A diversidade de Trypanosoma spp. circulando em morcegos é ainda maior
que a descrita aqui visto que um dos isolados obtidos agrupou-se no mesmo ramo
gue os tripanossomas descritos em morcegos neotropicais e provavelmente trata-se

de uma nova espécie deste género.
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5 APENDICES E/OU ANEXOS

Anexo 1:

Chave simplificada de identificacdo das Familias de morcegos.

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

1°. Auséncia de folNa NASAI .........uuiiiiiii e 2
2. Presenca de discos adesivos na base do pdlex e do halux
.......................................................................................... Familia Thyropteridae

2, AUSENCIA € dISCOS AUESIVOS ....cevviiiiiiiiieiieeeeee e e e e e e e e 3

3. Cauda tédo longa ou mais longa que a membrana interfemural (=uropatégio)

.................................................................................................................................... 4
3’. Cauda mais curta que a membrana interfemural, podendo perfura-la

(o o] CST=1 10 0 T=T o1 =TT 6
4. Cauda livre, aproximadamente metade do comprimento da cauda se d& além

da borda distal da membrana interfemural (=uropatégio)

Familia Molossidae

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

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

(o =L = PP PPPPPPRPPPPPTPPIN Familia Furipteridae

5’. Pblex bem desenvolvido, livre da membrana do propatagio em sua porcao distal
€ Provido d€ QarTa.......ccceeeeeeeeeieeeeeeeeee e Familia Vespertilionidae

6. Labio superior com marcada fenda vertical, plagiopatagio ligado a perna
(G ] o= ) PR Familia Noctilionidae

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

membrana interfemural (=uropatagio) ..........ccccccvvvuees Familia Emballonuridae.
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Chave simplificada de identificacdo das espécies de morcegos da

Familia Phyllostomidae coletados.

1. Apéndice ao redor da narina em forma semi-circular (=ferradura), incisivos
superiores mais amplos que o0s caninos, polegar bem desenvolvido.......................... 2
1°. Folha nasal bem desenvolvida; cauda geralmente presente; se cauda ausente,
rostro visivelmente estreito e alongado; folha nasal lanceolada (=triangular ou forma
de lanca), incisivos superiores menores que 0S caninos, polegar de tamanho
1] 1 = PP PPUUPPP PP 3
2. Incisivos 1/2; polegar com trés calosidades, pontadas das asas sem manchas
brancas.........cccccceeeieiinnnen Desmodus rotundus

3. Nenhuma fenda mediana profunda no labio inferior; labio inferior com fenda
vertical, ladeado por almofadas em forma de V ou U, essas fendas podem ou nao
ser margeadas por papilas; coroas dos molares formando um W; geralmente com
orelhas, folha nasal, membrana interfemural e calcAneo bem desenvolvidos; lingua
(= ToJr=1 (o] g o T= T F- R 4
3’. Labio inferior tem um unico par de papilas lisas divididas por uma profunda fenda
mediana; rostro geralmente alongado; orelhas curtas; estreitas e alongadas; lingua
alongada; molares e pré-molares reduzida; geralmente os pré-molares separados
UNS dOS OULrOS PArtir A CANINO......uuuiiiiiee i e e e e e e e e eeeeeaeaaes 9
4. Arco zigomatico incompleto; cauda relativamente curta ou ausente, labio inferior
ladeado por uma ou mais linhas de papilas menores ou papilas labias centrais

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

inferior ou assemelham-se pré-molares iNferioresS..........coooooeiviviiiiiiiiccccccee e 5
4. Arco ZIQOMALICO COMPIELO.......uveeiiiiiie e 12
5. Antebracgo, na maioria das vezes, menor que 40 MM........ccceveeeriiiiinnieeeeee s 6
5’. Antebrago maior QUE 40 MM . ...t e 7

6. Antebraco sem pelos, 34 a 38 mm; dorso castanho palido; primeiro molar inferior
com cuspide principal baixa; segundo pré-molar inferior maior do que o
PIIMEITO. ..eeiiiiiiee ettt e e e ee e e e e as Carollia benkeithi

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

7. Pelage relativamente curta; reducéo do primeiro pré-molar superior em relacao ao

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

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

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

9. Incisivos superiores internos e externos ndo muito diferentes em tamanho; lingua
com a ponta "pincel" que consiste em longas papilas filamentosas; nenhum sulco
profundo ao longo de cada lado da lingua; Trés molares superiores e inferiores de
(07 1o F= T = o [ o TP 10
9’. Incisivos superiores internos em destaque com pontas largas, visivelmente
maiores do que o0s incisivos externos; lingua carece de ponta "pincel”; um sulco
longitudinal profundo presente ao longo de cada lado da lingua..................cceeeens 11
10. Trés molares superiores e inferiores de cada lado; trés pré-molares superiores;
uropatagio pouco desenvolvido; margem posterior de uropatagio geralmente bem
peludo; caninos superiores de tamanho moderado.............ccccccennnnne. Anoura
caudifer

10’. Dois pré-molares superiores; incisivos inferiores bem desenvolvidos em adultos;
I1 sobressai muito além da ponta do 12; incisivos inferiores aglomerados, geralmente
em contatdo uns com O0S O0utroS € CaniNoOS.........cccceevvvvvvvvvennnnnnnn Glossophaga
soricina

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

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

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

L PP PEPPRSOPPRPPR 13
12’. Molares superiores sem cuspides externas distintas em forma de W................ 26
13. Um par de iNCISIVOS INTEIIOIES. ......coiiiiiiiiiieiee ettt 14
13’. Dois pares de INCISIVOS INTEIIOIES. .......ccccuuiiiiiiiiiie e 19



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

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

menor que 35 mm; trés pré-molares iNferioresS. ... 15
15. Constricdo pos-orbital inferior a5 MM..........ooiiiiiiiiiii e 16
15’. Constricdo pos-orbital maior qUE 5 MM.......ccoooeiiiiiiii e, 18
16. Antebragco maior que 49 mm; comprimento do cranio maior que 26 mm............ 18

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

17. Antebraco mais curto do que 40 mm; maior comprimento do cranio inferior a 21
101 0 SO Lophostoma braziliense

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

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

19. Cauda contida na membrana interfemoral, ndo se estendendo a margem
posterior; dois pré-molares INferiOres. ... ... .o 20
19’. Cauda contida na membrana interfemoral, ndo se estendendo a margem
posterior; trés pré-molares iINfErOreS. .......ccivieiiii e 23
20. Calcéaneo igual ou maior do que o comprimento do pé; comprimento da orelha
mais de 25 mm; crista sagital bem desenvolvido.................ouuiiiiiiiiiiiiee s 21
20’. Calcaneo mais curto do que o comprimento do pé; comprimento da orelha
inferior a 25 mm); crista sagital ausente ou pouco desenvolvida........... Phyllostomus
discolor

21. Antebrago menor que 75 mm; membrana da asa anexada aos tornozelos; maior

comprimento do Cranio iNferior & 35 MM........cccciiiiiiiii e 22



21’. Antebraco maior que 75 mm; membrana da asa anexada ao lado do pé; maior
comprimento do cranio maior que 35 MM, .........cceeeeviviiiieennnns Phyllostomus hastatus
22. Antebrago maior que 61 mm; tibia mais do que 23 mm; maior comprimento do
Cranio maior que 29 MM......ccceevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiaieens Phyllostomus elongatus

23. Antebraco maior que 100 mm; cauda ausente; rostro mais longo que caixa
(o= 10T L0 - DU RRR PP Vampyrum spectrum

23’. Antebragco menor que 75 mm; cauda presente; rostro menor que caixa
(o] 7= g1 =T g - U PP 24
24. Varias papilas ao redor da boca; margem da folha nasal levemente serrilhada;
antebrago entre 55-65 mm..............oooo e Trachops cirrhosus

24’. Sem papilas ao redor da boca; margem da folha nasal néo serrilhada.............. 25
25. Antebraco 33-58 mm; maior comprimento do cranio 17-28 mm; primeiros
incisivos superiores semelhantes aos caninos em comprimento; primeiro pré-molar
superior (P3) com cuspides acessorias sobre as margens lingual e posterior; ventre
de cor escura semelhante ao dorso; antebrago com comprimento superior a 41 mm;

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

coroas altas............ccceevvvvvveininnnnnns Micronycteris hirsuta
P2 ST |V (o] = 2 U 27
26’. MOIAr 2/3 OU 3/3...eeeeeeeeeee et a e e e e e e 33

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

27’. Nasais presentes, a margem posterior de narinas externas sem marginalizacao
M FOIMA 8 lIF8....ii i e e e et e e e e e e e e aeeas 28
28. Margem posterior das narinas externas mais ou menos em linha reta; segundo
molar superior muito menor do que o primeiro e em informa diferentes; processo
paroccipital pequeno ou moderadamente desenvolvido; pelos dorsais bicolores;
primeiro incisivo superior marcadamente bifido, duas vezes menor que o tamanho
(o F= RSTcTo 18 T F= | (0] 7 1Yo JS P 29
28’. Primeiro incisivo superior ndo bifido ou apenas fracamente, duas vezes maior

gue o tamanho da segunda incisivo; segundo molar superior visivelmente maior do
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gue em primeiro lugar; pré-molares superiores separados uns dos outros partir de

dentes adjacentes através de lacunas evidentes................... Mesophylla
macconnelli

29. Antebrago MeNOr QUE 46 IMIM.......uuuiiuieiiiiiiiee e e e e e ee e e e e ee e sss s e e e e e e e e e e e e eaeeeeaeernnannnne 30
29’. Antebraco maior QUE 46 MIM..........oouiiiiiuiiiiiiiie e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e aeeeenaannnes 31
30. Molares 212, membrana Interfemoral praticamente sem
PEIOS. ... Dermanura cinereus

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

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

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

mascara negra ao redor dos 0lhoS............cccee e, Artibeus obscurus

32. Molares 2/3; listras faciais proeminentes e bem definidas............... Artibeus
lituratus

I3 T /] =T 2 L F PP PPPPPPRPI 34
B A |V o F= T T TSR OR 34

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

34’. Arcada dentaria superior ndo expandida lateralmente, em forma de U, vista
(o Tolox [UF7= | PP 35
35. Membrana interfemural ausente; molares superiores distintamente sulcados
[ONGITUAINAIMENTE. ...t bbb 36
35’. Membrana interfemural presente mesmo que as vezes reduzida, molares
superiores sem sulco 1oNgitudiNal...........ccccooeiiiiiiiiiiiii e 37
36. Quatro incisivos inferiores, dois de cada lado, e ndo reduzida para espiculas;
Molares e pré-molares geralmente em contato com os dentes adjacentes; cuspides
linguais do M1 e M2 bem definidas e separadas por um entalhe profundo;
paraconide ndo esta presente em M1 e M2; antebraco inferior a 55 mm; antebraco
entre 43-51 mm; pontas dos incisivos superiores interiores amplos e fracamente

bilobado com os I6bulos de igual tamanho..............ccceeevvviiiiiiinnee. Sturnira tildae
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36’. Antebraco 45,5 mm ou menos; maior comprimento do cranio 20.0- 24,5 mm;
pontas dos incisivos superiores interiores estreitas; linhas dentes superiores
arqueadas para fora; incisivos superiores internos levemente bifeto......... Sturnira
lilium

37. Primeiro incisivo superior duas vezes o tamanho do segundo e diferente em
forma; espagos evidentes presentes entre 0sS inciSivos superiores; coroas de
primeira incisivos superiores paralelo, profundamente bifida; incisivos inferiores em
contato uns com 0s outros; cor escura, listras faciais proeminentes, margem orelha
amarelada, membrana interfemoral quase NUa...........ccccceeeviiiiieeenieennnnnnn. Uroderma
bilobatum

37’. Coroas de primeiros incisivos superiores convergem nas suas extremidades,
nao profundamente bifida; incisivos inferiores separadas por espacos
(0153 1] 1 (0 PR PPPPPPPPPPRPPPPPPP 38
38. Antebraco maior que 54 mm; comprimento do condilobasal maior que 26 mm,;
dorsal com pelagem marrom claro a marrom escuro, ndo enegrecido; listras dorsais
e faciais; PM4 com uma curta cuspide pPOSterior..........ccceeeeeiiiieeeeeeeeenn.n. Platyrrhinus
infuscus

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

Platyrrhinus incarum.

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

1. Orelhas normais, comprimento menor que 20 mm, n&o alcancando a ponta do
focinho quando dobradas para frente ..........ccceeiiiiiiiiiiii e 2
2. Superficie dorsal da membrana interfemural densamente pilosa............cccccccc...... 3
2’.Superficie dorsal da membrana interfemural nua ou pouco pilosa; se pilosa,

com pelos esparsos e apenas na Porcao ProXimal.............oeeeveevvieiiiiiiiineeieeeeeeeeeeeeienns 4
3. Coloracdo geral avermelhada; orelha arredondada ou romboidal, antebrago
menor que 45 mm (36,75 — 40,45 mm); superficie dorsal da membrana
interfemural densamente pilosa em toda sua extensdo; pré-molares 2/2 (primeiro
pré-molar superior bastante reduzido)....................... Lasiurus blossevillii

| T 1S3 1Y/ 0 L2 R UURSPR 5
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5. Face dorsal da membrana interfemural pouco pilosa em sua porgcao
proximal; pré-molares 3/3; focinho nédo inflado; coloracdo geral castanha a
castanha-enegrecida; membrana interfemural sem franja, sem despigmentacao ou
borda pregueada; crista sagital presente; segundo pré-molar superior deslocado
internamente a série de dentes (deslocado para a face lingual), se nao
completamente deslocado esse dente é reduzido e comprimido lateralmente

entre o primeiro e o terceiro pré-molares...........ccccoevvevvveeeeenn. Myotis riparius.

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

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

(5,9-6,3)ccciiiiiiiie e Saccopteryx leptura.
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Anexo 2:

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 473771 | Data da Emissdo: 21/01/2015 15:53 I Data para Revalidagido*: 20/02/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autonzac3o tem prazo de validade equivalente 3o prewisto no cronograma de atidades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentac3o do relatorio de atividades a ser enviade por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversano de sua emiss3o.

Dados do titular
Nome: Francisco Chagas Bezerra dos Santos CPF: 465.404 232-68

Titulo do Projeto: Importancia de quirdptera no ciclo de transmissac de Leishmania spp. & Trypanonosoma cruzi no Estado do Acre.

Nome da Instituicdo - Instituto de Educacac Ciencias e Tecnologia do Acre CNPJ: 10.018.674/0001-22

Croncgrama de atividades

[#] Descrigao da ativiaade | Inico (mes/ano) | Fim (mes/ano)
1 [ €500 J2 IS0S. | 12°2014 | 122017

Observacdes e ressalvas

AS ANVIA3025 02 CAMPO EX2rcidas por pess0a Natural ou JUNdica 25Irangeira, 2m 10d0 0 IemReno NAcional, que IMPIIGUEM O JSSIoCAMENT0 08 M2CUrs0s NUManas &
1 | materials, tendo por 0DJEto coletar dados, materials, especimas biologIcos & MINErals, pegas INtegranies da cuitura Nativa & CuUra popuUar, presente & passada,

0btHd0S pOr MED dE rECUrsos & 1ECnICas QUE 5 destinem 30 estudd, 3 difus30 ou 3 pesquisa, estdo sUleitas 3 autonzacdo do Ministéro ge Ciéncla e Tecnologa.

Esta aRonzagao NAC eXime 0 p2squisacor TRUIAT & 06 MEMDITS 06 SUa qUIDE 0a NECcessida0es 08 ODIET 35 SNUENCI3s Previstas em Oulros INSTUMENtos jagals, bem
, |como do consentimento do responsavel pela area, pbica ou Privaca, onde serd realzada 3 athvidade, Incusive do 0 Qestor de 1erTa Indigena (FUNAI), a3

unidads de coNservacdo estadual, distrital ou municipd, ou do proprietano, AMendatano, PossElr ou Morador 02 3723 gentro dos Imiies de unidade de consenacdo
federal CUlo Processo de reguiarzagdo fundlana enconira-se em curso.

Este gocumanio somente podera ser Lilzado para os fins previstos Na INstrugao Nomativa ICMSIo n* 032014 ou na Instrugao Nomativa ICME#o n* 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser HHZado para fns comercials, Industrials ou esportivos. O matenal biokdglco coletado oevera ser uthizado para atividades
clentificas ou ddaticas no 3Mdito do 2nsing superior.

a A JutoNZagao para envio 30 exteror d2 Mmatenal DIDICGICO NA0 CONSIgNACO devera Sar requanda por meld do endareco Sitrorico waw.Ibama.gov.br (Senvigos on-ine -

Licenca para | 00U & de flora & fauna - CITES & ndo CITES).
O UOUIar g2 ICENG3 OU 3UTDNZAgA0 & 05 MEMDIos 03 sU3 SquIpe OSVEra0 Optar por MEtndos 02 COELa 2 INSUUMENIOS e CIpIUra Arecionados, SSMDNe qUE DOSSIVEL
S |30 grupo taxondmico o2 Interesse, Sviando 3 morte ou dano SigNiNcativo 3 outros grupos; & empragar esforgo o2 coleta ou captura que ndo comprometa 3 viablidace

ge popuiagies do grupo taxondmico de Interesse em condlgdo In situ.
O Bhular 02 JUNOMZagao ou 0e ECenca permanante, 3s5im COMO 06 MEMDIDS de Sua aguipe, quando da violagao da iegisiacao vigente, ou gUaNdo da IN3CEqUIC30,
& |omissdo ou falsa descriglo de Informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante 0ecis30 Mmotvada, ter 3 autorizacdo ou licanga
| | suspansa ou revegada pek ICMBIo 2 0 material biciogico coletado apreenddo nos termos da iegisiacdo brasielra em vigor.
Este documenio N3o dispensa 0 cumprimento da legisiagao que dispde Sobre ACEES0 3 componants 4o patNmonio ganetico existanta no temiono nacional, N3
plataforma

7 continental & Na Zona econdmica exciusiva, ou 30 conhacimento radicional 3sS0CIad0 30 PAIMONI0 gENético, Para INs 08 pesquisa clantinea,
| 2 gasenvolvimento & . Vala malores Informagdes em www.mma3.gov.bricgen.

s Em €350 de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, 0 pesquisador Bular 0eeta Sutdnzacao devera contactar 3 aaminisiracao da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedoles, 3s condigies para re3izacdo das coetas @ de uso da Infra-esTutura da unidade.

Equipe

# Nome Fungio CPF Doc. identidade Naclonalidade
1 [Ammangdo Muniz Calouro Colaborador 073,756 745-21 S Sraslera

2 | André Luiz %&s Rogque Orientagor 273.556.108-99 28352324-X SSP-SP Brasieia
= Sousa Colaborador S50 950.202-20 | 10450106 SSP-AC Srasiera

4 | Serglo Vidal ge Ofvela Colaborador 929.777.152-15 355701 SSP-AC Srasieia

S | PAULC SERGIO D ANDREA Colaborador 052.639.198-52 16921152 SSP-SP-Si Srasieia

€ | Chane Fermelra Crsosiomo Colaborador 233.520.752-20 AT506 SoPAC Sraslera

7 | ANA MARIA JANSEN Orientacora 134.307.057-87 1917077 IFP-RJ Brasieia

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

= Municipio UF Descn%o do local 1po
1 |RIO BRANCO AC J do Acre Fora de UG Federal
2 | XAPURI AC Proieso de AsseNamenio Agroextraiivista Chico Menoes Fora de UC Federal

Este documento (Autorizac3o para atividades com finalidade cientica) foi expedido com base na Instruc3o Normativa n® 0272014, Através do codigo
de autenticag3o abaixo. qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbic_gov_brisisbio).

ciaommeeizszint [

[ Pagna 13 |

101




Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdc da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Ndmero: 473771 | Data da Emiss3o: 21/01/2015 15:53 | Data para Revalidagao*: 20/02/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizac3o tem prazo de validade equivalents a0 previsto no cronograma de atvidades do projeto,
mas dever3 ser revalidada anualmente mediants a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por meic do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversanio de sua emiss3o.

Dados do titular

Nome: Francisco Chagas Bezerra dos Santos CPF: 465404 232-68

Titulo do Projeto: Importancia de quirdptera no ciclo de fransmissao de Leishmania spp. e Trypanonosoma cruzi no Estado do Acre.

Nome da Instituic3o : Instituto de Educacao Ciencias e Tecnologia do Acre CNPJ: 10.218.674/0001-23

Atividades X Taxons

= Atvidade Taxons
T | Caphara 0e animals slvesves N sl Chiropiera

2 | Coletatransporie de amosiras Diologcas In situ Chiropiera

3 | Coletatransporie 02 espacimes oa fauna shvestre In situ Chiropiera ("Ctde: 15)

* QuanTdade d2 Indivkiuos por espécie, por locidace ou unidads o2 conservacdo, 3 serem colstados duranie um ano.
Material e métodos

1 mam ] Tangue, 70 Oe lecao)

|2 | Método de capturaicoieta (Ouwres mamiferos) | Rede de nebina, Captura manual

Destino do material bioldgico coletado

£ Nome local destino | Tipo Destino
h‘}rﬂmmuwo CRUZ |

Este documento (Autorizac3o para atividades com finalidade cientica) foi expedido com base na Instrugio Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticac3o abao. qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do SisbiolCMBio na
Intemet (www.icmbio.gov_brisisbio).

cotgoseauentesgioscazisets ||

| Pagina 2/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag3o e Informag3o em Bicdiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 47377-1 I Data da Emissao: 21/01/2015 15:53 | Data para Revalidagao*: 20/02/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorzac3o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atidades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversano de sua emiss3o.

Dados do titular
Nome: Francisco Chagas Bezerra dos Santos CPF: 485.404.232-68

Titulo do Projeto: Importancia de quirdptera no ciclo de transmissao de Leishmania spp. & Trypanonosoma cruzi no Estado do Acre.

Nome da Instituic3o - Instituto de Educacao Ciencias e Tecnologia do Acre | CNPJ: 10.218.674/0001-23

Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizac@o ou da licenca permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon’ Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instruc3o Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticac3o abaixo. qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov_br/sisbio).

CARO0 R ANMMICACRO: J2I315 Nll"ll“’l "I

[ Pagna 33 |
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Anexo 3:

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservag3o da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 44089-1 I Data da Emissao: 02/06/2014 10:58 | Data para Revalidagao*: 02/07/2015
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FIRST RECORD OF Lasirus blossevillii LESSON & GARNOT, 1826
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ABSTRACT

We recorded two individuals of Lasiwrns blossevillii for the State of Acre, in the mum cpality of Zapun, boundary wath
Bolivia. Two adult specimens, a female and amale, were caught in the Agro-extractive Settlement Project Chico Mendes
(PAECM)indugust 2014 and December 201 5, by using mist-nets installed at ground level, The morphometnic characteristics
are consistent with the literature, ensuring the precise tazonomicidentification ofthe specimens. This study increases to

five the number of records of thiz speciesto the legal Amazon,

Keywords: Amazon forest; bats; distribution.

The genus Lasitrus comprises 17 species with
restricted distribution in the Americas (S irmmeons 2005,
Gardner 2007) and, according to Nogueira ef al.
(2014, seven species of Lasiuris occur in Brazil: L.
blossevillii Lesson & Garnot, 1826, L. cinereus
Falizot de Beauvois, 1796, L. ebenns Fazzolari-
Corréa, 1994, L. ega (Gervais 1856), L. egregius
(Peters 1870), L. castaneus Handley, 1960, and L
salize Thomas, 1902, Lasiuris blossevillii occurs
from Canada to South America, being recorded in all
countries except Chile (Gardner 2007}, In Brazil, this
species has been previously registered in the States
of Amapa, Amazronas, Ceard, Distrito Federal,
Espirto Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Para, Parand, Pernambuco, Piaui,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, 380 Paulo, and
Santa Catarina, occurring in the Amaron, Cerrado
and Atlantic Forest biomes (Gardner 2007, Martins
et al. 2006, Peters ef af 2006, Tavares & Gregorin
2008, Alhoetal 2011, Bernard ef od. 2011, Rodrigues
& Ribas 2011, Fischer ef @l 2015, Oliveira & al.
2015, Boares e al. 2016).

Despite the widespread occurrence of L.
blossevillii throughout Brazil, previous records are
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rare and sporadic, hampering the design of the actual
distribution of the species. Bernard ef . (2011) and
Fodrigues & Ribas (2011} have commented on L.
Blossevillii records in the North region of Brazil,
where theyrecognize onlythe records of Reis (1984)
and Bermard & Fenton (2002) as incontestable to
Brazilian Amazon Here we report the first
occcurrence of L. Blossevidlii for the State of Acre,
constituting the fifth record of the species in the
Brazilian Amazon.

damples were collected in the extreme
southwest of Amazon, municipality of 3apuri, State
of & cre, border with Bolivia (10%54'S; 68°21%W), 1n
the A gro-extractive Settlement Project ChicoMendes
(PAECM) The area has 24,898 ha and the
predominant habitat types are open forest dominated
by barmboos, apen forest with palm trees and dense
forest (Acre 2010). The climate of region according
to Koppen 1s Af (hot and humid), with annual
minirmum temperature around 24°C with two distinct
seasons: dry, which usually occurs between the
months of May and September; and rainy, which
usually occurs between the months October and April
(Macedo et al. 2013). The site where the two
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specimens were collected haz as predominant
vegetation type of open forest with palm trees, with
the presence of a water body (stream).

The specimens of L. Blossevillii were collected
inAugust 2014 and Decemnber 2013, using mist nets
(12 = 3 m, 19 mm mesh, Ecotone®) arranged at
ground level of the sampled sites. The animals were
euthanized with intramuscular administration of 100
mg/kg of hydrochloride of ketamine in combination
with acepromazine 1%, in a ratio of 9:1. They were
fizxed in 1004 formalin, and stored in70% alcohol at
the Zoological Collection of Marmals f Federal
University of Acre (UFAC) with voucher numbers
CZM-362 and CZW-707. Bats were captured under
Biodiversity Information and Authorization System
(SISBIC) Mo, 47377-1.

To confirm the identification of specimens, in
additionto verify the age ofthe specimens by viewing
the ossification of the third metacarpal epiphysis
(Funz & Anthony 1982, Kunz & Robson 1993,
external body, cranial and dental measurements were
talcen: Weight; Forearm Length (CA) - distance
from the ulna to the wrist including carpal, Overall
Length (CT) - distance from the tip of the snout to
the tip of the last caudal vertebra; Tibial Length (CT1)
- distance from the proximal end of the tibia to the
posterior base of the calcaneus, Ear Length (CO) -
from the notch to the tip of the pinna; Tail length
(CCY - distance from the dorsal flexure of the tail
with the sacrum to the end of the last caudal
vertebra;, Maximum Skull Length (CMC) - the
prozimal point of the oceiput to the distal point on
the premazxilla (excluding the incisors), Zygomatic
Width (LZ) - the largest distance between the
zygomatic arches. Each morphological and cranial
measurement was measured three times using a
digital caliper with 001 mm precisicn, and then the
mean was calculated. The identification was
performed with the aid of identification keys of bats
(Bimnmons 2005, Gardner 2007, Diaz et al. 20110, as
well as comparisons with morphological and cranial
measurements available i previous studies (eg.,
Fodrigues & Ribas 20110,

The two specimens captured in Xapuri
correspond to the first and second records for Acre.
Our captures increase the number of records of L.
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blossevilii forthe Brazilian Amazon (Figure 1). The
specimens of L. Blossevillii correspond to a non-
breeding female and male, caught between the first
and second hour after sunset in a riparian zone. The
habitat was characterized by the presence of a water
body, trees of palm trees and a matrix composed of
pasture and secondary forest.

These individuals had striking features of
Fasierus, such as reddish-brown dorsal pelage, pale
belly in shades of yellow and rusty face, small ears,
rounded and pink color, as well as the face, long tail
completely contained in the membrane of
uropatagium which is thick hair on the dorsal region,
small eyes and long fur (Figure 2). First pawr of upper
premolars 15 tiny. The two individuals were adults and
all external measurements, cranial and dental were
cornpatible with measurements obtained in previous
studies (Table 13

Thenearest record of L. blossevillii was made
by Aguirre & Urioste (1994) in Arroyo Hermozo,
Bolwvia, which was located 100 lan away from our
record. The genus Lasiurus 15 widely distributed in
the Neotropics, and comprises known migratory
species in North America, but with little data on the
species from Bouth America (Gardner 2007). In
Armazon, L. Blossevillil was previously recorded in
Bolivia (Aguirre & Urioste 1994, Anderson 1957),
Colombia (Morales-Martinez & Ramirez-Chaves
2015), French Guiana (Simmons 1998), Guyana
(Gardner 20077, Peru (Bolari ef el 2006, Fernandez-
Arellano & Torres-Vasquez 2013) and Suriname
(Gardner 2007,

Therecord of L. Blossevilii in the State of Acre,
though expected, fills a distribution gap in Brazil,
where the records of the species are widely spaced,
caused by the forage strategy of species and low
rate of captures on studies with mist nets Shump &
Shurmnp (1982). According to Reid (19973, the activity
of L. Blosseviliil is concentrated mainly in the first
two hours after the sunset and have an association
with riparian zones, foraging near streams, where the
species actively search for insects near the water
courses. We captured the two individuals of L.
blossevillii two hours after the sunset with mist-nets
placed near streams, in accordance with the
preference of the species. Bats of family
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Vespertilionidaeare insectivores that normally forage
in open areas or edges and because of this, species
of genus Lasiunis have low capture rates in studies
that use mist-nets Kalko ef 2l 1998, Btudies that
use direct search on roosts, canopy nets or acoustic
methods are more effective to maximize captures of
Vespertilionid bats species, for example L. blossevillii
(Portfors et al 20000,

193

Thus, studies that aggregate results on
Vespertilionid bats such as L. blassevillii, whether
local or regional, most often result in increased
knaowledge of the occurrence and distribution of this
species. 3ysternatic data on environmental variables
are also needed in arder tounderstand the ecological
factors that determine the distribution and abundance
of this species.
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Figure 1. Distribution of Lasiwrus Blossevillii in the Amazon. The star represents the specimens collected in the
Municipality of Xapun, Acre, Brazil. Circular points representthe current distribution for Amazon with the localities:
[1] Colomhbia, Caquetd, Florencia (Morales-Martinez & Ramirez-Chaves 2015), [2] Guyana, Demerara, Demerara-
Mahaica {Gardner 2007), [3] Suriname, Corome, Paramaribo (Gardner 2007), [4] French Guiana, Sinnamary, Paracou
Research Station (Simmons & Voss 19987, [5] Brazil, Amapa (Martins etef. 2006), [6] Brazil, Manaus (Reis 19840, [7]
Brazil, Santarém Alter do Cho (Bemard & Fenton 20027, [8] Brazil, Santarém City (Rodrigues & Ribas 2011), [9]
Brazil, 580 Félix do Xingu, KEavapd Indigenous Area (Peterset ol 20086), [10] Peru, Uvacali, Rio Curanja (Fernandez-
Arellano & Torres-Vasquez 2013), [11] Brazil, Acre, Xapun (Present Study), [12] Bolivia, Beni, Guayaramarin
(Anderson 1997), [13] Bolivia, Santa Crugz, Aserradero Moira {Anderson 1997), [14] Bolivia, Santa Cruz, Cerro
Itahuaticua (Anderson 1997, [15] Bolivia, Cochabamba, Incachaca (Anderson 1997) [16] Bolivia, Cochabamba,
Tinkusiri (Anderson 1997), [17] Bolivia, La Paz, Savanani (Aguirre & Unoste 1994), [18] Bolivia, Pando, Artovo
Hermoso (Aguirre & Urioste 1994, [19] Peru, Madre de Dios, Manu National Park (Solan e @l 2006), Bolivia,
Santa Cruz City (Anderson 1997
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Figure2. Specimens ofLasiurus blossevillii, female (CZM-707, & and B) and male (CZM-562 C and D), collected inthe area
ofthe Agro-extractive Settlement Project Chico Mendes (PAE Chico Mendes), Municipality of Xapur, State of Acre, Brazil.

Table 1. Morphological and cranial measurements o fthe Lasiwrus blossevillii specimens from Xapuni, AC (CZM-562, CZM -
707), Santarém, PA (LR-896; Rodrigues & Ribas, 2011), Espirito Santo (MBML-1107; Vieiraetal. 2009), and French Guiana
(MNHN-1995,936; Simmons & Voss 1998). Legend: CA= Forearm Length; CT= Overall Length, CTi =Tibial Length, CO=Ear
Length; CC =Tail length, CM C = Mazimum Skull Length, CDM = dental-jaw series length; LZ = Zy gomatic Width; Lo =
Width between molars.

CZM-562 CZM-707 LR-896 MBML-1107 MNHN-1995,936

d s Q %4 s
Weight (g) 8 13 3 8 8.2
CA (mm) 40.42 39.21 39.2 41,7 406
CT (mm) 94.53 96.48 112 88 109
CTi (mm) 20.25 19.36 22 : :
CO (mm) 9.06 10.85 9 10 10
CC (mm) 46.39 46.71 51 54 53
CMC (mm)  13.44 13.67 12.49 - 11.46
CDM (mm) : 4.03 . 4.02
LZ (mm) 7.58 775 3.88 : 3.74
LMo (mm) - - 5.62 - 5.53

Cecol. Aust., 21(2): 191-196, 2017

111



Flrst Record of Lasiunis blossevillii fr State of Aere 195

REEFERENCES

Acre. 2010, Recursos naturais: hiodiversidade e ambientes do
Acre. FEEMAC, faze 11, ezcala 1:250.000 / ProgramaE stadual
de Zoneamento Ecoldgico. Felatdno Tecnico, Secretaria de
Estado de IWeio Ambiente {SEWMAY, Fio Branco, p. 130

Aguirre, L. F, & Urioste, . J. 1994, MNuevos registros de
rmnciélagospara B olivia v 1os departamentos de B et y Pando.
Ecologia enBoliwa, 23, 71-76.

Alho, C.J. FE. Fischer, E., Oliveira-Pissini, L. F., & Santos, C.
F.2011.Bat-speciesrichnessin the Pantanal floodplain and
itz surroundinguplands. Brazilian Journal of Biclogy, 71010,
311-3200

Anderson, 3.0 1997 Marnrmals of Bolivia, tazonomy and
distribution. Bulletin of the American Museumn of Matural
History, 231, 1-652.

Bernard, E., & Fenton, I B. 2002, Zpecies diversity of bats
(Marriralia: Chiropterayin forest fragments, prirracy forests,
atd sawvanhas in central Armazonia, Brazil. Canadian Journal
of Zoology, 806y, 1124-1140. DOL 10.1139/z02-004

Bernard, E., Tavares, V. C., & Sampaio, £ 2011, Comptlacio
atualizada das espécies de morcegos (Chiroptera) para a
Arazinia Brasileim. Biota Meotropica, 11010, 35-46. DOT:
10.1590/31676-06032011000100003

Diaz, M. WL, Aguirre, L. F., & Barqueg, R I, 2011, Clave de
identificacion delog mrcielagos del cono sur de Sudameérica,
Cochabamiba, Bolivia Centro deEstudios en Biologia Tedrica
viaplicada: p. 04,

Fernandez-Arellano, G. J., & Tomres-Vasquez, WL [ 2013, Lista
actualizada de quirdpteros de los D epartamentos de Loreto
Ucayall v Madre de Dios (Pend). Barbastella, 6013, 73-88,

Fischer, E., 3antos, C. F., Carvalho, L F & D0 C., Camargo, G,
Cunha, M. L. D, Silveira, M., & Silva, C. D, L. 2015 Bat
fauna of Mato Grosso do Swl, southwestern Brazil. Biota
Meotropica, 152, 1-17. DOL  10.1590/1676-
Da032015006614

Gardner, &. L. (Ed ). 2007 Marnmals of South Armerica - Volume
l. Chigago: The University of Chicago Press: p. 690,

Kalko, E K. V., Handley Ir, C O, & Handley, D. 1994,
Orgardzation, diversity, and long-term dynanmdcs of a
Meotropical bat community. Inc M. L. Cody & I A
smallwood (Edz), Long-term studiez of vertebrate
cormrrunities: pp. 503-553. Ban Diego: Acadermic Press

Funz, T H., & Anthony, E L. 1982 Age estirnation and fwst-
natal growth in the bat Myotis lurifigus. Journal of
Ilarnmalogy, 63010, 23-32. DO 10.2307/1380667

Kunz, T. H, & Fobson, 3. K. 1995 Postnatal growth and
development in the Mexican free-tailed bat (Trdaride
brasiliensis mexicand): hirth sze, growth rates, and age
estimation. Journal of Marmmnalogy, 76033, 769-783. DOL
10.2307/1382746

Ifacedo, WL M. C ., Dias, H C. T, Coelho, F. M. G, Arayo, E.
A, Bouza, M. L. H., & 5ilva, E. 2013. Precipitagdo
pluviomeétrica e wazdo da bada hidrografica do Fiozinhao do
Rila, Amazdnia Ocidental. Ambi-Agua, 8(1), 206-221.

Ilarting, & C. WL, Bemard, E | & Gregonn, B 2006, Rapid
biological surweys of bats (IWammalia, Chiroptera) in three

112

conservation units in Amapd, Brazil. Revista Brasileira de
Zoologia, 23(4), 1175-1184,

Morales-Martinez, D, Il., & Eamirez-Chaves, H. E. 2015,
The distribution of hbats of genus Lasiurus
(Wespertilionidae) in Colombia, with notes on taxonomy,
morphology and ecology. Caldasia, 3702, 397-408. DO
10.15446/cal dasia v3Tn2. 54391

Mogueira, M. B, Limna, I P, Moratelli, B, Tavares, V. C,
Gregonn, B, & Peracchi, & L. 2014, Checldist of Brazilian
bats with comrments on origingl records. Checle List, 10{4),
808-321. DOL 10.15560/10.4.808

Peters, 5. L, Malcolm, J. R, & Zimmerman, B L. 2006, Effects
of zelective logging on hat comtmunities in the southeastern
Amazon. Conservation Biology, 2005, 1410-1421. DOL
10.11114.1523-17530.2006.00526 =

Portfore, C. V., Fenton, ML B, Aguiar, L. 1. D. 5., Baumngarten,
1 E. Wonhof, M. 1., Bouchard, 5., Faria, D. I, Pedro, W A
Fauntenbach, M. I L. A, & Zottea, I, 2000, Bats from
Fazenda Intervales, southeastem B razil: species account and
commpanson between different sampling methods. Fewista
Bradleira de Zoologia, 1702), 533-538. DOL: 10.1590/30101-
81752000000200022

Feid, F A 1997 A field guide to the marmrmal s of Central Armerica
and southeast Mexico. Mew Yorle Oxford University Press:
B 334,

Feiz, M. R 1984, Estrutura de comunidade de morcegos na
regéo deManaus, Amazonas. Revista Brasileirm de Biologia,
4403, 247-254,

Fodngues, L. F. B, & Fibas, T F A. 2011 MNova registro de
Lasiurus blossevillii Lesson & Garnot, 1526 (Chiropters,
Wespertilion dae) nia regifio de Santarém, oeste do Pard Revista
Brasleira de Zoociéncias, 13(3), 11-17.

Oliweira, 3. L. D, Souza, Lo A 3, Bilva, H K., &Faria, K.D. C.
2015. Spatial configuration of the oceurrence of bat species
(Mlarmnmalia: Chiroptera) in eastern Mato Grosso,
Brazil Biota Neotropica, 1501, 1-8 DOL 10.1590/1676-
0A032014012214

Shump, K. A, & Shump, A
cingraus. MWarmmalian species, (15857, 1-6.

Sirumons, M. B 2005, Order Chiroptera. In: D E. Wilson & D
W Reeder (Eds), Marrrals species of the NMew World: a
taxonotric and geographic reference. w1 pp. 312-359
Baltirnore: Johns Hoplins Uniwersity Press.

Sitntnons, MR, & Voss, B3, 1998, The matntrals of Paracou,
French Guiana: a Meotropical lowland rainforest faunaPart 1.
Bats. Bulletin of the American WMuseumn of Matural History,
237, 1219,

Soares, FoA. W, Graciolli, G, Fibeiro, C. E. B. P, Bandeira, F.
5., Moreno, J A T, & Ferrari, 3. F. 2016, Bat (Marmmalia:
Chiroptera) diversityinan area ofmangrove forest in southern
Pemambuco, Brazl, with a new species record and notes on
ectoparasites (Diptera: Streblidae). Papéis Avulsos de
Zoologia, 5606, 63-65. DOL  10.11a606/0031-
1049.2016.56.06

Solari, 5., Pacheco, V., Luna, L, Velazco, B WL, & Patterson, B
D 2006. Warmmals ofthelvam BiosphereReserve. Fieldiana
Zoology, 110, 13-22.

1982 Lasiurus

Ceeol. Ausf, 21023 191-196, 2017



196 Ferde etal.

Tawares, V. C., & Gregorin, R. 2008, A diversidade de morcegos Vieira, TB., Mendes, P, Oprea, M. & Ditchfield, A T, 2009

no Brasl Lista atualizada com comentarios sobre distribuicio Mew record of ZLasiwrus blossevillii (Chiroptera:
etaxonormia. It 3 W Pacheco, BV MMarques & CE Esbérard Vespettilionidae) for the restinga ecosystem, and second
(Eds.), Morcegos no Brasil: Biologia, ecologia & conservagio. occurrence for the State of Espirito Santo, southeastern Brazil.
pp. 25-60. Porto Alegre: Arroazérn Digital. Marmmalia, 7300, 155-157. DO 100151 5AdANM 2009 025

Submitted: 30 September 2016
Accepted: 22 December 2016

Ceecod. Auwsf., 2102): 191-196, 2017

113



Anexo 5: ARTIGO ACEITO

Parasitology

cambridge.org/par

Research Article

Cite this article: dos Santos FCB, Lishoa CV,
Xavier SCC, Dario MA, Verde R de S, Calouro

AM, Roque ALR, Jansen AM. Trypanosoma sp.

diversity in Amazonian bats (Chiroptera;
Mammalia) from Acre State, Brazil.
Parasitology https://doi.org/10.1017/
$0031182017001834

Received: 22 April 2017
Revised: 26 June 2017
Accepted: 15 September 2017

Key words:
Trypanosoma sp; bats; Amazon Basin;

Trypanosoma cruzi; Chagas disease

Author for correspondence:
A.L.R. Roque, E-mail: roque@ioc.fiocruz.br

© Cambridge University Press 2017

CAMBRIDGE
UNIVERSITY PRESS

Trypanosoma sp. diversity in Amazonian bats
(Chiroptera; Mammalia) from Acre State, Brazil

Francisco C.B. dos Santos!2, Cristiane V. Lisboa!, Samanta C.C. Xavier!,
Maria A. Dario?, Rair de S. Verde®, Armando M. Calouro®, André Luiz R. Roque!
and Ana M. Jansen!

L aboratério de Biologia de Tripanosomatideos, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Av. Brasil 4365, CEP 21040-360,
Rio de Janeiro/RJ, Brazil; 2Instituto Federal do Acre, Rua Rio Grande do Sul, S/N°, Aeroporto Velho, CEP 69911-036,
Rio Branco/AC, Brazil and 3Laboratério de Ecologia de Mamiferos, Universidade Federal do Acre, BR 364, Km 04,
CEP 69920-900, Rio Branco/AC, Brazil

Abstract

Bats are ancient hosts of Trypanosoma species and their flying ability, longevity and adaptabil-
ity to distinct environments indicate that they are efficient dispersers of parasites. Bats from
Acre state (Amazon Biome) were collected in four expeditions conducted in an urban forest
(Parque Zoobotanico) and one relatively more preserved area (Seringal Cahoeira) in Rio
Branco and Xapuri municipalities. Trypanosoma sp. infection was detected by hemoculture
and fresh blood examination. Isolated parasite species were identified by the similarity of
the obtained DNA sequence from 18S rDNA polymerase chain reaction and reference strains.
Overall, 367 bats from 23 genera and 32 species were examined. Chiropterofauna composi-
tion was specific to each municipality, although Arfibeus sp. and Carollia sp. prevailed
throughout. Trypanosoma sp. infection was detected in 85 bats (23-2%). The most widely dis-
tributed and prevalent genotypes were (in order) Trypanosoma cruzi Tcl, T. cruzi marinkellei,
Trypanosoma dionisii, T. cruzi TcIV and Trypanosoma rangeli. At least one still-undescribed
Trypanosoma species was also detected in this study. The detection of T. cruzi Tcl and TcIV
(the ones associated with Chagas disease in Amazon biome) demonstrates the putative
importance of these mammal hosts in the epidemiology of the disease in the Acre State.

Introduction

Chiropterans are nocturnal and widely dispersed mammals, representing approximately 20%
of the recognized mammalian species in the world (Fenton and Simmons, 2015). These flying
mammals display long life spans and can occupy diverse and numerous habitats in both nat-
ural and urban environments. These characteristics result in their high capacity as seed disper-
sers as well as parasite dispersion, making these animals important contributors to biodiversity
(Luis ef al. 2013).

Bats are ancient hosts of Trypanosoma sp. (Trypanosomatida; Protozoa), a parasite genus
transmitted between several vertebrate species and blood-sucking invertebrate vector world-
wide. Bat trypanosomes included in the Trypanosoma cruzi clade were already described in
Asia, Africa, the Americas and Europe (Lima et al. 2013, 2015; Barbosa ef al. 2016). Within
this clade, T. cruzi, a zoonotic parasite responsible for Chagas disease that is currently consid-
ered a worldwide problem (Coura et al. 2014). This taxon displays marked heterogeneity, and
six discrete typing units (DTUs) are currently recognized (TcI-TcVI) in addition to a putative
TcVII DTU, which was previously associated with bats (Tcbat) and has already been observed
infecting humans (Zingales et al. 2012; Ramirez et al. 2014). Other than T. cruzi, all species
from the subgenus T. (Schizotrypanum) are described to be restricted to bats, although
Trypanosoma dionisii was recently described in cardiac tissue in one human (Dario ef al.
2016).

The most accepted theory to explain the origin of the trypanosomatids from cruzi clade
indicates bats are the ancestral hosts (the bat seeding hypothesis), and their flying capacity
is responsible for the dispersal of some species, such as T. dionisii, between the Old and
New Worlds (Hamilton et al. 2012). Recent molecular and phylogenetic studies have corrobo-
rated this theory, describing new species of bat trypanosomes within the T. cruzi clade, includ-
ing Trypanosoma erneyi and Trypanosoma livingstonei in African bats (Lima ef al. 2012, 2013),
Trypanosoma wauwau in South and Central America bats (Lima et al. 2015) and Trypanosoma
teixeirae in an Australian little red flying fox (Barbosa ef al. 2016). In Brazil, bats have been
found to be infected by T. cruzi (Tcl, Tcll and Tcbat), T. rangeli T. c. marinkellei,
T. dionisii and T. wauwau (Lima et al. 2015; da Costa et al. 2016).

The Acre state is in the Amazon basin, the biome that contains the greatest biodiversity in the
world (Hoorn et al. 2010). The Amazonian region that previously was free from Chagas disease
and where only the enzootic transmission cycle of T. cruzi existed, started to be considered as
endemic for this disease (Coura and Junqueira, 2015). In the state of Acre, 13 autochthonous
cases were reported between 1988 and 2015, which contrasts the 25 cases reported in 2016
(data from the Secretary of Health from Acre State). Considering the recent higher effort for
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case identification and the dispersion of the municipalities that
reported cases in a huge area of the state, this historical report of
cases is underestimated. There are an estimated 59 species of bats
in Acre State in both forest fragments and urban areas. The most
abundant species are those from the genera Artibeus, Carollia
and Phyllostomus (Bernard et al. 2011). Despite their abundance
and dispersion within a biome characterized by its biodiversity,
the diversity of trypanosomes infecting bats from Acre state is com-
pletely unknown. The aim of this study was to describe the chirop-
terofauna and their associated trypanosomes in areas with different
ecological landscapes and degrees of human disturbance in one
urbanized and one rural municipality from Acre State in the
Brazilian Amazon.

Materials and methods
Study areas

Bats were captured in two municipalities from Acre State, north
Brazil: Rio Branco, the capital of the state (09°58'29”S/67°
48'36"W), and Xapuri, 175 km away from the former (10°
10"95”S/68°30'16”W). Characteristic of Amazonia, the climate is
tropical-humid, displaying high levels of regular rainfalls and ele-
vated temperatures. The rainy period is from October to March,
whereas April to September has the lowest rain volumes. In Rio
Branco, captures were conducted in Parque Zoobotanico (PZ),
which is the highest vegetation area of the municipality; it belongs
to the Acre Federal University and consists of 150 ha of secondary
vegetation that has been preserved since 1983. In Xapuri, captures
occurred in Seringal Cahoeira (SC), a well-preserved area of
almost 25 thousand ha of pristine vegetation that is 30 km from
the centre of the municipality alongside management areas of
Hevea brasiliensis. Expeditions were conducted four times to
cach locality during the wet and dry seasons, in March and
August 2014 and June and November 2015.

In each area (PZ and SC), the following three localities were
selected according to a gradient of preservation and vegetation
characteristics (Fig. 1): Solid Ground (Al and A4), areas consist-
ing of dense forest with native (A4) or secondary (A1) vegetation
with palm trees and bamboo as well as lower stratum with clean
aspect; Sandbank (A2 and A5), a less dense vegetation area
mainly consisting of palm trees near the floodplains of rivers
with high flow during the wet season and characterized by an
open canopy forest and spots of dense forest with emergent
trees; and Open areas (A3 and A6) near dwellings of human acti-
vity (A3) or consisting of rubber trees associated with banana and
various timber species (A6).

Sample collection

Bats were captured using 10 mist nets (12 m x 3 m, 35 mm mesh)
per night, which were arranged approximately 50 cm from the
ground. The nets were installed in the early evening, maintained
over 6 h from 6:00 to 12:00 pm (two nights in each area), and
checked every 30 min. The total effort was the same for the six
areas, which was 2,160 m*-h per night; 4320 m*h per expedition
in each area; 12 960 m>-h per municipality in each expedition
and 51840 m*-h in the four expeditions conducted to each
municipality.

Pregnant and/or lactating bat females were removed from the
net and immediately released. The others were individually placed
in cloth bags and transported to the field laboratory where they
stayed until the next morning when the collection procedures
were performed. For all collected specimens, the morphological
characteristics and body measurements were recorded for age

Francisco C. B. Dos Santos et al.

estimations and taxonomic identification, which was determined
using the available bibliography (Gardner, 2007; Diaz et al. 2011).
In the field laboratory that was established exclusively for this
purpose, bats were anesthetized (9:1, ketamine chloridrate 10%
and acepromazine 2%), and their blood was collected by cardiac
puncture. The collected blood was processed as follows: (i) for
fresh blood examination, one drop was set between a glass slide
and coverslip and observed in an optical microscope at 400x mag-
nification; and (ii) for hemoculture, approximately 0-6 mL of
blood was cultured in tubes containing Novy-Mc Neal-Nicole
medium with either a liver infusion tryptose medium or
Schneider’s Insect Medium overlay (0-3 mL in each one).

Parasitologic diagnostic procedures and DNA extraction

Fresh blood examination was performed in the field laboratory
and considered positive when at least one parasite or a flagellar
movement beyond blood cells was observed. Hemocultures were
transported to LABTRIP and analysed every other week for up
to 5 months (usually three because of bacterial contamination).
The positive hemocultures were amplified, cryopreserved and
deposited in the Colegio de Trypanosoma de Mamiferos
Silvestres, Domésticos e Vetores, COLTRYP/FIOCRUZ (www.col-
tryp.fiocruz.br). The amplification of the positive hemoculture
means that the observed parasites were allowed to multiply spon-
taneously at 27 °C until the stationary phase (when cells stopped
to multiply), and after what, the flagellates were harvested and
DNA was extracted as described below.

We sometimes observed in the culture tubes the presence of
flagellates morphologically identical to trypanosomatids, but
that did not grow, that is, we could not establish a culture of
these parasites. In these cases, the liquid phase of the cultures
were harvested, centrifuged and the pellet subjected to DNA
extraction for further molecular characterization. To this sedi-
ment we gave the name ‘culture mass’. Positive hemocultures
also point to infective potential to vectors since we were able to
obtain parasites starting from 300 pL.

Positive cultures and/or culture mass were washed with
phosphate-buffered saline solution and incubated with proteinase
K (100 gg mL™") and 0-5% of sodium dodecyl sulphate at 56 °C
for 2 h. Then, DNA was extracted by the classical phenol-chloro-
form method (Vallejo et al. 1999) and then quantified in a
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific®), and
the final concentration was adjusted to 50 ng uL™".

Molecular characterization and phylogenetic analyses

A nested polymerase chain reaction (PCR) targeting the 18S
rRNA gene (~600-800 bp) was performed as described by
Noyes et al. (1999) with external primers TRY927F (5GAAAC
AAGAAACACGGGAG3) and TRY927R (5CTACTGGGCAGC
TTGGA 3') for 30 cycles at 94 °C for 30s, 55°C for 60s and
72 °C for 90 s. The products from the first amplification were
diluted 1:10 in sterile deionized water, and 2 uL was used as
template for the second-round PCR with the following internal pri-
mers: SSU561F (5 TGGGATAACAAAGGAGCA3') and SSU561R
(5CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3') using the same cycling
conditions. The products derived from the second-round reaction
were electrophoresed in a 2% agarose gel run at 90 V for 1-5 h in
Tris-acetate EDTA buffer, which was stained with ethidium brom-
ide and visualized by illumination with UV light. Six samples
obtained from the first expedition were characterized by other pri-
mer pairs from the same 185 rRNA gene (V7V8) using PCR con-
ditions described elsewhere (Borghesan et al. 2013).

Amplified PCR products were purified using Illustra GFX PCR
DNA and a gel band purification kit (GE Healthcare Life
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Fig. 1. Geographical location of study area: Mapping of the bat collected areas in Acre state (Amazon Biome). Bats were collected in an urban forest: Parque
Zoobotanico - PZ (A1-A3); and one more preserved area: Seringal Cachoeira - SC (A4-A5) in Rio Branco and Xapuri municipalities, respectively. On the left of
the figure is the study site in Brazil, highlighting the Acre state and the Brazilian and South America limits.
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Sciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). The purified
PCR products were sequenced using the corresponding internal
reverse primers diluted at 3.2 picomoles with ABI 3730 BigDye
Terminator (v3-1) Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) on an Applied Biosystem DNA Analyzer
on the PDTIS/FIOCRUZ sequencing platform.

Nucleotide sequences obtained from 188 rRNA were manually
edited using the DNASTAR’s Lasergene Sequence Analysis
Software (Burland, 2000) and aligned using CLUSTALW. The
obtained sequences were compared with nucleotide sequences
deposited in GenBank using the NCBI BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) algorithm to identity Trypanosoma spe-
cies and/or T. cruzi DTUs. Identification was confirmed when the
obtained sequence had a minimum length of 400 bp, an e-value
equal to zero, 98% coverage and a minimum of 97% of identity
with reference sequences from GenBank. The evolutionary his-
tories at 18S rRNA gene were inferred in Mega 7 (Kumar ef al.
2016) by Maximum Likelihood (ML) using Kimura 2-parameter
model of nucleotide substitution with gamma-distributed plus
invariant sites (K2+G+I), with bootstrapping at 1000 replicates
for nodal support. We used in the analysis reference strains
from T. cruzi clade and Herpetomonas ztiplika as outgroup
(Table S1).

Statistical analysis

The richness and prevalence of Trypanosoma species (and T. cruzi
DTUs) were compared between species, sex and micro habitats,
using the Chi-square statistical analysis. The test was performed
using software R (Version 2.11.1, R Development Core Team,
2010) considering the level of significance (P <0-05).

Ethical statements

Bat captures were licensed by the Chico Mendes Institute for
Biodiversity Conservation Brazilian (ICMBio - SISBIO), license
numbers 44089-1 and 47377-1. All procedures with the bats fol-
lowed protocols that had been approved by the Ethics Committee
of the Fiocruz Animal Use (LWS81-12). The carcasses of eutha-
nized animals were deposited as voucher specimens in the collec-
tion of the Mammalian Ecology Laboratory of the Acre Federal
University (UFAC).
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Results
Diversity and abundance of the Chiropteran fauna

The four field excursions resulted in the capture of 367 bat speci-
mens that were included in three families (Phyllostomidae,
Emballonuridae and Vespertilionidae), 23 genera and 32 species
(Fig. 2). The number of captured bats in the two study areas,
PZ and SC, did not differ significantly (P =0-08). Moreover, the
species composition of the chiropteran fauna was specific to
each of the two areas (Fig. 2). Additionally, the bat species diver-
sity was significantly higher in SC (n=29) compared with PZ
(n=17) (P=0016). The Artibeus sp and Carollia sp predomi-
nated in both areas, and the first was slightly more abundant
(359% vs 34-3%). The relative abundance of the Artibeus sp was
significantly higher in PZ (49-2%) than in SC (18:1%) (P<
0-0001). In contrast, the relative abundance of Carollia sp bats
was comparable in the two localities, with 32-6% in PZ and
39.7% in SC (P = 0-10). Data concerning the abundance of bat spe-
cies in each area of both municipalities are listed in Table S2.

Distribution of Trypanosoma sp. infection in Chiroptera of Acre
State, Amazon Biome

Infection by Trypanosoma sp. was observed in 85 bats (23-2%);
four of them were only observed by fresh blood examination,
while 81 (22%) bats from 15 genera and 22 species displayed posi-
tive hemocultures (Table 1 and Table $2). Of these, 12 (14-8%)
also displayed positive fresh blood examination. Infection by
Trypanosoma sp. was three times higher in Chiroptera from SC
(n=60; 34-5%) in comparison with Chiroptera from PZ (n=21;
10-9%) (P <0-0001).

In PZ, the infectivity potential for vectors, expressed by positive
hemocultures of the examined bats, was restricted to species from
the two most abundant genera, Artibeus and Carollia (857%). A
distinct enzootical picture was observed in SC, where a higher
number of infected bats and overall higher bat species diversity
were observed in all collected areas. Overall, the most common
Trypanosoma sp. infected bat species was the generalist short tailed
bat species Carollia perspicillata, wherein 16:3% were infected.

Of the 81 bats that were positive in the hemoculture, 68 isolates
were obtained from 67 bats (two isolates were obtained from one
C. perspicillata from PZ - LBT 7063). Three culture mass were
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Fig. 2. Diversity and distribution of bats in two municipalities of Acre state, Rio Branco (Parque Zoobotanico -PZ) and Xapuri (Seringal Cachoeira - SC), in the
Amazonian region of Brazil. Except for the species from the two most abundant genera (Artibeus and Carollia), the bat species are presented in alphabetical order.
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Table 1. Distribution of Tiypanosoma sp. infection in Chiroptera from Rio
Branco and Xapuri municipalities, Acre State

Rio Branco municipality Xapuri municipality

Genus (PZ) Positive/Total (%) (SC) Positive/Total (%)
Artibeus 9/95 (9:5) 10/31 (32:3)
Carollia 9/63 (14-3) 24/68 (35-3)
Phyllostomus 0/9 12/16 (75)
Anoura 0/1 1/1 (100)
Dermanura 0/7 1/6 (16:7)
Glossophaga 1/4 (25) 1/6 (167)
Lasiurus - 1/2 (50)
Hsunycteris 0/3 1/2 (50)
Lophostema - 2/3 (66+6)
Plathyrhinus 1/2 (50) 0/1
Sturnira - 2/6 (333)
Tonatia 0/2 1/1 (100)
Trachops 1/1 (100) 2/2 (100)
Uroderma 0/2 1/11 (9-1)
Vampyressa - 1/1 (100)
Total 21/193 (10-9) 60/174 (34+5)

also successfully characterized. Infection of the other 11 bats was
only diagnosed by the morphological characteristics of the para-
sites observed in positive cultures.

The diversity of bat species in PZ was higher in area A2, where
12 distinct species could be distinguished among the 86 collected
individuals. Additionally, the prevalence of Trypanosoma sp.
infection was higher in this area (16-3%) compared with Al
(7-6%) and A3 (49%), although there was only a significant dif-
ference between A2 and A3 (P =0-035). In SC, no differences in
the Trypanosoma sp. infection were noted among the distinct
areas (P =0-305).

Trypanosoma sp. diversity infecting bats from Acre state

At least five different and one unidentified species and/or T. cruzi
DTUs were observed in bats from Acre. Moreover, two mixed
infections were also detected; one was identified in the same

hemoculture (LBT 5060), and the other was identified in two dif-
ferent hemocultures from the same bat (LBT 7063). Trypanosoma
cruzi Tcl followed by T. ¢. marinkellei were the most widely dis-
tributed and prevalent trypanosomatid species (Tables 2 and 3).
However, whereas T. cruzi Tcl was found infecting bats in all
areas, 11 of the 12 T. c¢. marinkellei isolates were derived from
bats collected in the three SC areas. A similar feature was observed
for T. dionisii wherein five of the six infected bats were from the
same municipality. Trypanosoma cruzi TcIV was only detected in
the most preserved areas from PZ (Al and A2) and in SC, and the
latter had co-infection with 1. ¢. marinkellei. The two isolates that
were characterized as T. rangeli belong to the genotype A and
were derived from SC bats (C. perspicillata and Artibeus planiros-
tris). One still-undescribed Trypanosoma species was isolated in
co-infection with 7. cruzi Tcl in a bat from PZ (Tables 2 and 3).
One of those samples clustered in the same branch as trypanosomes
described in neotropical bats, between T wauwau and Trypanosoma
sp RNMO56 and 63 (Fig. 3). Although parasites were observed in
another 11 positive hemocultures, those cultures were not estab-
lished, and the parasites were characterized as Trypanosoma sp.
based on their morphology in axenic cultures (Table 2).

The most abundant bat genera were Carollia sp. and Artibeus
sp., but Phyllostomus sp. also displayed infections with the greatest
diversity of Trypanosoma species (Table 4). Trypanosoma cruzi
DTU Tcl was the most dispersed Trypanosoma species and
DTU. Only two of the 15 infected bat genera (Lophestoma and
Sturnira) were not infected by T. eruzi Tcl. Trypanesoma dionisii
infected bats from four genera, including the most abundant bat
genera, Carollia sp. T. marinkellei was mainly observed in
Phyllostomus sp. (including one mixed infection with T. cruzi
TclV) as well as in Lophstoma sp. and Artibeus sp. Artibeus sp.
was the taxon with the highest Trypanosoma sp species diversity,
followed by the most abundant bat genera Carollia sp. and
Phyllostomus sp (Table 4).

Discussion

Bats are mammals that live for a long time, and their lifespan may
easily reach more than two or even three decades (Wilkinson and
South, 2002). Additionally, bats have high displacement capacity
covering wide areas, which means that they are highly capable
of dispersing parasites for a long time. The majority of the cap-
tured bats were included in 21 genera of Phyllostomidae, the
‘leaf nosed’ bat family that represent the most common and
diverse bat taxon in Brazil and have a huge ecological importance.

Table 2. Distribution and diversity of Trypanosoma sp. in Chiroptera of Acre State, Amazon Biome according to distinct study areas and habitats

Rio Branco municipality

Xapuri municipality

Total

Trypanosoma Al A2 A3 A4 A5 A6

Trypanosoma cruzi Tcl 1 10 2 9 16 T 45
Trypanosoma cruzi TclV 2 1 - - - = 3
Trypanosoma cruzi marinkellei - 1 - 3 4 4 12
Trypanosoma dionisii - 1 - 3 - 2 6
Trypanosoma rangeli - - - 1 1 2
Trypanosoma cruzi TclV + T. cruzi marinkellei - - - - 1 - 1
Trypanosoma sp. + T. cruzi Tcl 1 1
Trypanosoma sp.® 2 - - 5 4 - 11
Total 5} 14 2 21 25 14 81

Characterization was performed using 185 SSU primers that were described by Noyes et al. (1999).

*Morphologically identified.
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Table 3. Identification numbers, bat species, locality and molecular characterization of the trypanosomatids using SSUrDNA

Coltryp no® Isolate Host specie Area 185 SSU GenBank accession no
549 LBT 5060 Phyllostomus hastatus A5 T. cruzi TelvP + KY748354
T. ¢. marinkelle KY824655
550 LBT 5004 Glossophaga soricina A2 T. cruzi Telv® KY748355
555 LBT 5009 Artibeus lituratus Al T. cruzi Tclv® KY748356
558 LBT 5040 Carollia perspicillata A4 T. dionisii® KY689928
567 LBT 5043 Sturnira tildae Ad T. dionisii® KY689929
568 LBT 5042 Trachops cirrhosus A4 T. dionisii® KY689930
574 LBT 5469 Carollia perspicillata A6 T. dionisii KY649111
579 LBT 5340 Artibeus lituratus Al T. cruzi TV KY649112
584 LBT 5473 Carollia perspicillata A6 T. dionisii KY649113
589 LBT 5408 Artibeus planirostris A4 T. cruzi Tcl KY649114
587 LBT 5472 Carollia perspicillata A6 T. rangeli A KY649115
590 LBT 5439 Uroderma bilobatum A5 T. cruzi Tcl KY649116
592 LBT 5427 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tcl KY649117
634 LBT 6568 Artibeus planirostris A3 T. cruzi Tcl KY649118
640 LBT 7060 Artibeus planirostris A2 T. dionisii KY649119
647S LBT 7063 Carollia perspicillata A2 Trypanosoma sp.+ KY649120
647L T. cruzi Tcl KY649121
648 LBT 7065 Trachops cirrhosus A2 T. cruzi Tcl KY649122
650 LBT 7068 Carollia perspicillata Al T. cruzi Tcl KY649123
- LBT 7058 Carollia perspicillata A2 T. cruzi Tcl N.D.
651 LBT 7074 Artibeus lituratus A3 T. cruzi Tcl KY649124
652 LBT 7064 Carollia perspicillata A2 T. cruzi Tcl KY649125
653 LBT 7056 Carollia brevicauda A2 T. cruzi Tcl KY649126
654 LBT 7057 Carollia perspicillata A2 T. cruzi Tel N.D.
655B LBT 7066 Carollia perspicillata A2 T. cruzi Tcl® KY649127
656 LBT 7059 Carollia brevicauda A2 T. cruzi Tcl KY649128
657 LBT 7080 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tcl KY649129
658 LBT 7081 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tcl KY649130
659 LBT 7083 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tcl N.D.
660 LBT 7084 Vampyressa thyone A4 T. cruzi Tel N.D.
661 LBT 7085 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tcl KY649131
662 LBT 7088 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tcl N.D.
663 LBT 7089 Carollia benkeithi A5 T. cruzi Tcl KY649132
664 LBT 7090 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tcl KY649133
665 LBT 7092 Artibeus lituratus A5 T. cruzi Tcl KY649134
666 LBT 7094 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tcl KY649135
667 LBT 7095 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tcl KY649136
668 LBT 7100 Phyllostomus discolor A6 T. cruzi Tcl KY649137
669 LBT 7102 Artibeus lituratus AB T. cruzi Tcl KY649138
670 LBT 7078 Carollia brevicauda Ad T. cruzi Tcl KY649139
671 LBT 7097 Phyllostomus discolor A6 T. cruzi Tcl KY649140
672 LBT 7098 Hsunycteris thomasi A6 T. cruzi Tcl KY649141
674 LBT 7104 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tcl KY649142
676 LBT 7087 Carollia perspicillata A5 T. cruzi Tel N.D.
677 LBT 7086 Trachops cirrhosus A5 T. cruzi Tcl KY649143
(Continued)
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Table 3. (Continued.)

Coltryp no® Isolate Host specie Area 185 SSU GenBank accession no
678 LBT 7105 Dermanura cinerea A5 T. cruzi Tcl KY649144
680 LBT 7110 Lasiurus blossevillii A5 T. cruzi Tel KY649145
682 LBT 7067 Plathyrrhinus infuscus A2 T. cruzi Tel KY649146
684 LBT 7061 Artibeus planirostris A2 T. cruzi Tcl KY649147
636 LBT 7091 Tonatia saurophilla A5 T. cruzi Tel KY649148
687 LBT 7099 Anoura caudifer A6 T. cruzi Tcl KY649149
689 LBT 7108 Artibeus planirostris A5 T. cruzi Tel KY649150
690 LBT 7101 Carollia perspicillata A6 T. cruzi Tel KY649151
691 LBT 7093 Artibeus obscurus A5 T. cruzi Tel KYT53877
695B LBT 7062 Carollia perspicillata A2 T. cruzi Tcl® KY649152
696 LBT 7079 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tcl KY649153
697 LBT 7082 Carollia perspicillata A4 T. cruzi Tel KY649154
- LBT 5428 Artibeus planirostris A4 T. rangeli A KY649155
- LBT 7096 Glossophaga soricina A6 T. cruzi Tel KY649156
575 LBT 5416 Phyllostomus hastatus A4 T. ¢. marinkellei KY649157
576 LBT 5423 Phyllostomus hastatus A4 T. ¢. marinkellei KY649158
577 LBT 5467 Phyllostomus hastatus A6 T. ¢. marinkellei KY649159
578 LBT 5466 Phyllestomus hastatus A6 T. ¢. marinkellei KY649160
580 LBT 5434 Lophostoma silvicola A5 T. ¢. marinkellei KY689835
581 LBT 5471 Phyllostomus discolor A6 T. ¢. marinkellei KY689836
582 LBT 5441 Phyllostomus elongatus A5 T. ¢. marinkellei KY689837
585 LBT 5425 Artibeus planirostris A4 T. ¢. marinkellei KY689838
586 LBT 5389 Artibeus planirosrtis A2 T. ¢. marinkellei KY689839
591 LBT 5450 Lophostoma silvicola A5 T. ¢. marinkellei KY689840
673 LBT 7113 Phyllostomus discolor A6 T. ¢. marinkellei KY689841
679 LBT 7106 Phyllostomus hastatus A5 T. ¢. marinkellei KY689842

The last column includes the GenBank accession number of each deposited sequence.
N.D. not deposited in GenBank due to the presence of ambiguous sites.

“COLTRYP number codes of cultures deposited and cryopreserved in the Colecao de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e Vetores - COLTRYP (www.coltryp.fiocruzbr) of the

Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/RJ/Brazil.

“Characterized by V7V8 primer pairs (Borghesan et al. 2013).
“Parasites isolated from spleen culture.

This family includes the three genera of hematophagous, as well
as small predators of vertebrates, and consumers of pollen, fruits,
nectar and insects. The latter correspond to an ancestral food item
that is kept in the diet of almost all species of bats to a greater or
lesser degree (Gardner, 1979; Rojas et al. 2011; Carrillo-Araujo
et al. 2015). Considering that bats are voracious insect predators,
it is very likely that bats may infect at least by T. cruzi, T. dionisii
and T. rangeli by ingesting infected Triatomine vectors.

Even in the highly preserved SC area, we collected 29 bat spe-
cies, which is far less than the 59 bat species Bernard et al. (2011)
described as extant in Acre State. One possible reason may be
that, although well preserved, SC has a history of logging, which
may reduce roost offerings and adequate shelters for some species
of bats. In addition, we collect in the sub-forest, which therefore
decreases the chances of capturing the bats that fly in higher forest
strata.

The PZ area, as expected, displayed a significantly lower number
of bat species (n = 17). In fact, although it is an area of urban forest
that is not frequented by tourists, it suffers anthropic action because
there is a research institute in this area where people and vehicles
circulate. Carollia sp seem to be well adapted to altered

environments, as shown by the similar number of specimens of
this taxon collected in both study areas. By contrast, Phyllostomus
sp. was mainly collected in SC. In PZ, the generalist bat genus
Artibeus predominated.

There are ecological traits of chiropterans that may enhance
their exposure to Trypanosoma sp infection. In fact, bats can
roost in several natural and artificial habitats and can even modify
vegetation to form suitable roosting places as tents that are built
by some bat genera. In all these distinct habitats bats may get
in contact with triatomines (Stoner, 2000). Palm trees whose
leaves are frequently used as refuges by bats, are classical habitat
of Rhodnius specimens, an efficient 1. cruzi vector that is very
common in the Amazon region (Coura and Junqueira, 2015).
Considering that bats are voracious insect predators, it is very
likely that tent building bats may be infected at least by T. cruzi
and T. rangeli by ingesting infected vectors.

Bats may have a complex social structure that includes
cooperative behaviour even among distinct groups. Cooperation
includes roosting, taking care of offspring, grooming, foraging
and feeding (Gardner, 2007). Food sharing is especially evident
in the three hematophagous bat genera. Sharing food from
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Schizotrypanum

Fig. 3. Phylogenetic inference of isolate LBT 7063 detected in Carollia perspicillata bat from Rio Branco municipality, Acre state, Brazil, in the T. cruzi clade. Tree
construction from SSU rRNA followed the maximum likelihood (ML) method under Kimura’s two-parameter model and gamma distributed with invariant sites (K2
+G+1). Numbers at nodes indicate support from 1000 bootstrap replicates. The isolate clustered into the T. cruzi clade associated with trypanosomes described in
neotropical bats (Lima et al. 2015). Trypanosoma sp H25, G8 and probably T. sp 15 and 17 have now been named T. noyesi (Botero et al. 2016)

adult animals to their offspring is a common pattern of behaviour
in the animal world and may favour parasite transmission. This
may especially be the case for mammalian trypanosomatids if
the bat meal consists of blood. Of note, blood-feeding bats
share food between adults, i.e. adult individuals regurgitate the
blood they obtained for both their puppies and adult bats that
could not feed themselves (Wilkinson et al. 2016). The care of off-
spring includes feeding other female pups and creating mainten-
ance clusters of young as a creche (Wilkinson ef al. 2016). Bats are
excellent reservoirs of Trypanosoma sp. and probably the ancestral
host of T. cruzi (Molyneux, 1991; Hamilton et al. 2012).
Nevertheless, Trypanosoma sp. of bats is a little explored universe.
In fact, the increase in the analytical power of the molecular tools

Table 4. Trypanosoma sp. diversity in bats from Acre State, Amazon Biome

has resulted in a growing number of new species of Trypanosoma
sp. described in Chiropterans over the last several years. Chagas
disease is currently a health threat in the Amazon region and in
Acre State, where cases and outbreaks are becoming frequent;
moreover, studies about Trypanosoma sp. infection of the mam-
malian fauna including bat species of Acre State are scarce.

Bats fidelity to their refuges is a factor that favours the
establishment and maintenance of triatomine colonies. The
association of Cavernicola pilosa with caves and T. cruzi and
T. c. marinkellei transmission with bats is a nice example.
Knowledge of how animal, especially bat, behaviour can alter
and modulate the transmission of their parasites is still in the
early stages.

:.ruzi :.ruzi T. Trypanosoma sp. T. cruzi TclV+ T Trypanosoma
Genus Tcl Telv T. c. marinkellei dionisii +T. cruzi DTU | T. c. marinkellei rangeli sp.
Carollia 24 3 1 1 4
Artibeus 8 2 2 il 1 5
Phyllostomus 2 8 1 1
Anoura 1
Dermanura 1
Glossophaga 1 1
Lasiurus 1
Hsunycteris 1
Lophostoma 2
Plathyrhinus 1
Sturnira 1 1
Tonatia 1
Trachops 2 1
Uroderma 1
Vampyressa 1
Total 45 3 12 6 1 1 2 11
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Phyllostomidae constitutes a diverse group that includes gen-
eralist feeders such as Phyllostomus sp. as well as specialist feeders
such as the hematophagous bat species Desmodus rotundus,
essentially frugivores bat species Carellia perspicillata and
Artibeus jamaicensis, and nectarivorous Glossophaga soricina.
Moreover, insectivory is part of the diet to a greater or lesser
extent for most bats (Carrillo-Araujo et al. 2015). Phyllostomus
sp. displayed a high infection rate (75%) by both T. cruzi and
T. c. marinkellei, which were found in single and mixed infections,
but Trypanosoma infection in this bat genera was only noted in
SC. Although C. pilosa is considered the vector species of these
two Trypanosoma species, also Rhodnius species may act as a vec-
tor based on it was successfully used in bat xenodiagnosis
(Marinkelle, 1976; Garcia et al. 2012).

Carollia sp., which also displayed high Trypanosoma sp. infec-
tion rates, are considered resilient bats in terms of their diet
(they feed on fruits and insects) and roosting sites, although they
have also been described as understory specialists (Bernard,
2001). They live in colonies that may include hundreds of indivi-
duals that can be set in hollow trees, dense foliage, caves and tun-
nels, and they mainly forage at night. It is likely these bats acquire
the Trypanosoma sp. infection in their roosting sites by ingesting
triatomines or by the contaminative route because several of their
roosting places are classical habitats of triatomines. This food and
habit eclecticism in Carollia sp. probably explains the observation
that this taxon not only had the highest rates of T. cruzi infection,
but it also demonstrated a great diversity of Trypanosoma species
that included T. rangeli, T. dionisii and at least one still-undescribed
Trypanosoma species. Of note, we do not know if all trypanosoma-
tids that could not be diagnosed at the species level constitute only
a single species or include more than one species.

The diversity of Trypanosoma species that were found to infect
bats from Acre state was astonishing, and further studies may
reveal new aspects of Trypanosoma ecology and phylogeny.
Additionally, Carellia, Artibeus and Phyllostomus were bat genres
that also showed high rates of infection by a great diversity of
Trypanosoma species. Concerning T. cruzi DTUs, bats were
infected by Tcl and TcIV, and both genotypes are associated
with Chagas disease in the Amazon biome (Tables 3-4). In the
infected bats, T. cruzi DTU Tcl was found to infect all but two
bat genera. This was an expected result because DTU Tcl is ubiqui-
tous in the transmission cycle of T. cruzi in the wild. Lophostoma
sp. and Sturnira sp., two bat genera that were not infected by
T. cruzi, harboured T. c¢. marinkellei and T. dionisii, respectively.
The number of individuals of these two genera was very low, at
only 3 and 2, respectively, and they were only collected in SC -
the pristine vegetation area. Both Phyllostomidae and Sturnira
are considered very abundant bat genera. Additionally, Lupinus sil-
vicola is considered an abundant bat species. This species has a
unique habitat because it is able to prepare and roost in cavities
of active termite nests (Dechmann ef al. 2004).

In addition to Marinkelle’s seminal description of T. rangeli
infection in bats (Marinkelle, 1976), there are only a few reports
of infection by this taxon in chiropterans. Trypanosoma rangeli
infecting Artibeus planirostris and Platyrrhinus lineatus bats was
described by Maia da Silva et al. (2009) in central Brazil.
Moreover, the authors observed a new lineage of T. rangeli in P.
lineatus that was named lineage E. Here, we expand the occur-
rence area of lineage A of T. rangeli in bats to the northern region
of Brazil, i.e. the Amazon biome. This lineage is widely distributed
and infects many mammalian host species; therefore, it would be
expected to be found in bats from other biomes. It is interesting to
note that the two isolates of T. rangeli were obtained from two
bats (C. perspicillata and A. planirostris) of the best-preserved
area (SC), where the diversity of bats and trypanosomes was
higher. The sequence analysis grouped one isolate from a

C. perspicillata  (LBT 7063) between T. wauwau and
Trypanosoma sp RMNO, described in Pteronotus and Tracops cir-
rhosus bats in northern Brazil (Lima et al. 2015; da Costa et al.
2016). This result demonstrates that another trypanosome species
is circulating in neotropical bats from Acre, reinforcing how little
is known about the trypanosome diversity that circulate among
bats. Even if it is an apparently well-preserved urban forest, the
PZ area already shows a loss of bat and Trypanosoma sp. diversity,
as demonstrated by the lower number of bat species captured and
lower diversity of Trypanosoma species (Table 2).

The Trypanosomes that did not grow in culture media or pre-
sented with non-sustainable growth give a clue about how much
remains to be known about the realm of bat trypanosomes with-
out considering the trypanosomes that are not cultivable. In fact,
there is still much to uncover about the assemblage of extant
Trypanosoma species, their biology and ecology.

One phenomenon that is ripe for a thorough re-evaluation is
host specificity in Trypanosomatids. It has been increasingly
observed that numerous genotypes and species of Trypanosoma
(Schizotrypanum) are far more eclectic with respect to their
hosts. This is the case for Tcbat, a T. cruzi genotype that was
exclusively associated with bats but has already been observed
to infect humans (Ramirez et al. 2014), and for T. dionisii, a spe-
cies of the subgenus T. (Schizotrypanum) that is usually associated
with bats and has been detected in the cardiac tissue of a human
individual who died from Chagas disease (Dario et al. 2016).
Beyond parasites of medical or veterinary interest, trypanosomes
are a fascinating model of the parasite-host interaction that con-
stantly challenges and surprises us.

Supplementary material. The supplementary material for this article can
be found at https:/doi.org/10.1017/50031182017001834
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