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RESUMO

As espécies do género Trypanosoma parasitam vertebrados de todas as classes
(peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos) e possuem ciclos de vida com alternancia
entre vertebrados e invertebrados. A maioria das espécies se desenvolve em
artropodes hematofagos, que podem pertencer a diversas ordens e familias. Os
tripanossomas circulam no ambiente silvestre como enzootias, associados com 0s
hospedeiros e seus respectivos ecétopos. A maioria das espécies nao patogénica, T.
cruzi € a Unica espécie patogénica para 0 homem nas Ameéricas. Estudos realizados
com algumas espécies de tripanossomas apontam uma grande complexidade do ciclo
silvestre em biomas. Ressalta-se o fato que existem poucos trabalhos realizados no
estado do Para em animais silvestres. Até o0 momento, poucos estudos avaliaram 0s
pequenos mamiferos terrestres e morcegos como reservatorios silvestres destes
parasitas neste estado, com auséncia de estudos com outros grupos de vertebrados.
O presente projeto teve como objetivo principal, o conhecimento da diversidade de
parasitas do género Trypanosoma em animais silvestres da Reserva Extrativista
Tapajos Arapiuns no estado do Par& através do isolamento, caracterizagdo molecular
e estudos filogenéticos com marcadores tradicionais utilizados para o grupo. Foram
capturados 111 morcegos pertencentes a 11 espécies e 9% estavam positivos para
parasitas com morfologia do género Trypanosoma e todas as culturas positivas foram
criopreservadas. A filogenia baseada na regidao V7V8 SSUrDNA identificaram a
presenca de T. cruzi marinkellei e T. dionisii nos morcegos da Reserva.

Palavras-chave: Trypanosoma. Filogenia. Morcegos.



ABSTRACT

The species of the genre Trypanosoma parasitize vertebrates of all the classes (fishes,
amphibians, reptiles, birds and mammals) and cicles of life with alternance between
vertebrates and invertebrates. The majority of the species develope on vertebrate
hematophagous that can belong to various orders and families. The trypanossomes
circle the wild ambient as enzootias, associated with the host and it's respective
biotope. The majority of species are not pathogenic, T.cruzi is the only pathogenic
species of the Americas. Studies made with some species of trypanossoma point out
one big complexity of the circle of wilds. Just out the fact that few fulfilled works
evaluate the little terrestrial mammals and bats as wild reservoirs of these parasites in
this state, with absence of studies with other vertebrate groups. The present project
had as main objective, the knowledge of the diversity of parasites of the Trypanosoma
genre of wild animals of Extrativista Tapajos Arapius Reserve at the state of Para
throught isolation, molecular characterization and filogenethic studies with traditional
markers utilized by the group. 111 bats were capturated belonging to 11 species and
9% were positive as for parasistes with the morphology of the Trypanosoma genre and
all positive cultures were cryogenized. The phylogeny based in the region V7V8
SSUrDNA identified the presence of T.cruzi marinkellei and T.dionisii on the bats of

Reserva.

Keywords:Trypanosoma. Phylogeny. Bats.
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1 INTRODUCAO

O género Trypanosoma pertence a Familia Trypanosomatidae, que compreende
protozoérios flagelados pertencentes & ordem Kinetoplastida'. Os cinetoplastideos
juntamente com os euglendides (ordem Euglenida) formam o filo Euglenozoa®. Os
organismos da ordem Kinetoplastida estdo divididos em duas subordens: a) Bodonina,
gue compreende parasita e espécie de vida livre; b) Trypanosomatina, que apresenta
apenas a familia Trypanosomatidae, cujos membros sdo todos parasitas.

A familia Trypanosomatidae alberga protozoarios flagelados do Filo
Euglenozoa, classificados tradicionalmente na ordem Kinetoplastida. Esses
organismos compreendem espécies de importancia medica humana e veterinaria e
sdo de interesse ecologico e ambiental, devido a consideravel preocupacao e cuidado
com as espécies em risco de extingdo, bem como a importancia em conhecer o que
tais animais silvestres podem transmitir ao ser humano, torna-se exponencialmente
maior o interesse nos impactos que essas doengas causam na vida selvagem; sendo
também de suma importancia para o controle de "epidemias” e infeccdes em massa
em animais domésticos e de criagbes em grande escala®. Esse grupo de protistas
estd posicionado nas arvores filogenéticas em um grande clado de flagelados
denominado Excavata, que € formado além do filo Euglenozoa, por protozodarios que
ndo apresentam mitocondria (exemplo, Giardia e Trichomonas) e pelos flagelados
denominados “jakobids™.

O filo Euglenozoa é um dos maiores grupos de eucariotos, compreendendo
eucariotos unicelulares flagelados com formas e tamanhos diferentes e grande
diversidade. Os membros desse filo apresentam multiplos estilos de vida, incluindo
organismos de vida-livre e parasitas de todas as classes de vertebrados, de
invertebrados e de plantas. O filo Euglenozoa contém espécies fotossintéticas
autotréficas, como E. gracilis, espécies heterotréficas de vida livre como Bodo saltans
e parasitas obrigatérios, como as espécies de Leishmania e Trypanosoma®™**

Os tripanossomatideos apresentam uma grande diversidade de hospedeiros,
infectando animais invertebrados e vertebrados de praticamente todas as ordens.

Estes organismos, depois dos nematoides, sdo 0s eucariotos que apresentam a maior



variedade de hospedeiros e distribuicdo geografica™®****,

Os tripanossomatideos
podem ser parasitas monoxénicos ou heteroxénicos e, de acordo com as formas
apresentadas durante o desenvolvimento, estdo distribuidos em quatorze géneros.
Dez géneros compreendem protozoarios monoxénicos parasitas de insetos
(Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas, Rynchoidomonas, Wallaceina,
Angomonas, Strigomonas, Sergeia e Blechomonas); quatro géneros albergam
espécies heteroxénicas em cujos ciclos ocorre alternéncia entre hospedeiros
invertebrados (geralmente artropodes hematéfagos) e vertebrados (Trypanosoma,
Leishmaniae e Endotrypanum) ou entre invertebrados, insetos fitofagos, e um
hospedeiro vegetal (Phytomonas)**®!2. O género Endotrypanum apresenta espécies
exclusivas de preguicas encontradas no Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa e América
Central. As espécies deste género, assim como algumas espécies de Leishmania, sdo
transmitidas por flebotomineos. Preguica, tamandud, tatu, roedores e marsupiais sado
reservatorios de Leishmania'®. Algumas espécies dos géneros Leishmania e
Endotrypanum s@o geneticamente muito relacionadas, gerando controveérsias sobre o
posicionamento filogenético destes organismos®.

Hipoteses fundamentadas em reconstrucdes baseadas em filogenia molecular e
dados biogeograficos e paleontologicos tentam explicar a origem do parasitismo dos
tripanossomatideos e dos ciclos heteroxénico dos tripanossomas e leishmanias. Os
estudos filogenéticos indicam diferentes historias evolutivas para os cinetoplastideos,
dependendo do numero de amostras, dos grupos externos utilizados, dos genes e
sequéncias analisados, dos alinhamentos e dos métodos utilizados para as
inferéncias filogenéticas. Em geral, se admite que a adocdo do ciclo de vida
heteroxénico ocorreu, independentemente, varias vezes ao longo da histéria evolutiva
dos Euglenozoa®®?+14:22.23.

As espécies do género Trypanosoma parasitam vertebrados de todas as classes
(mamiferos, peixes, anfibios, répteis e aves) com ciclos de vida com alternancia entre
vertebrados e invertebrados. A maioria das espécies se desenvolve em artropodes
hematofagos, que podem pertencer a diversas ordens e familias, enquanto os parasitas
de anfibios e peixes sdo transmitidos por sanguessugas e insetos. T. evansi e T. vivax

sdo transmitidos apenas mecanicamente nas Américas. As especies desse género
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apresentam varios estagios, presentes em diferentes combina¢cfes, no sangue e/ou
tecidos, nos hospedeiros vertebrados e invertebrados™® 3 411,

Centenas de espécies de tripanossomas ja foram descritas em mamiferos de
praticamente todas as ordens, em todos os continentes. Porém, apenas T. brucei ssp.,
na Africa, e T. cruzi e T.rangeli nas Américas, infectam o homem. Os tripanossomas
circulam no ambiente silvestre como enzootias, transmitidos por hematéfagos
associados com os hospedeiros e seus respectivos ecotopos. A maioria das espécies
ndo € patogénica, T. cruzi e T. brucei sdo as Unicas espécies patogénicas para o
homem®14?22  As espécies do género Trypanosoma parasitas de mamiferos foram
separadas em SeccOes Salivaria e Stercoraria, de acordo com o desenvolvimento no
hospedeiro invertebrado e, consequentemente, com a via de eliminacdo das formas
infectantes pelo vetor. A Seccdo Stercoraria compreende o0s subgéneros
Schizotrypanum (espécie-tipo T. cruzi), Herpetosoma (T. lewisi) e Megatrypanum (T.
theileri)*®. Apenas Schizotrypanum se mostrou um grupo monofilético, embora ainda
com controvérsias. Os subgéneros Herpetosoma e Megatrypanum se revelaram
polifiléticos, confirmando que os parametros taxondémicos tradicionais ndo s&o
suficientes para classificar os tripanossomas em subgéneros* 4 226,

Além de T. cruzi, que infecta o homem, mamiferos silvestres e domeésticos,
apenas algumas espécies de tripanossomas de morcegos séo classificados no
subgénero Schizotrypanum. As espécies deste subgénero sdo morfologicamente
indistinguiveis. Porém, enquanto T. cruzi parasita uma grande variedade de mamiferos,
inclusive morcegos, as demais espécies desse subgénero sdo exclusivas de morcegos
e possuem uma ampla distribuicdo em todo o mundo®®. Morcegos tém sido encontrados
infectados na Africa, Europa, Asia e Américas, com diversas descricbes no Brasil, por
trypanossomas dos subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanume Megatrypanum?’.

A Doenca de Chagas é causada por T. cruzi, comum em animais silvestres (mais
de 110 espécies de varias ordens descritas infectadas). No ciclo silvestre, a
transmissdo € mantida por triatomineos que habitam palmeiras, fendas em arvores e
rochas, e abrigos de animais. Ha trés ciclos de transmissdo vetorial de T. cruzi: a)
exclusivamente silvestre (raramente envolve o homem); b) doméstico, envolve o

homem, animais domeésticos e silvestres do peridomicilio e triatomineos domicilados; c)



11

peridoméstico, com a sobreposi¢do dos ciclos silvestre e domiciliar. Pessoas infectadas
sdo encontradas do México até regido central da Argentina e Chile. Como enzootia, a
tripanossomiase americana € mais amplamente distribuida do que a infecgdo humana,
estendendo-se do Sul dos USA até o Sul da Argentina e do Chile?®,

Trypanosoma cruzi compreende populacdes altamente heterogéneas que
diferem em caracteristicas biolégicas, patoldgicas (viruléncia, mortalidade, tropismo
celular, etc), clinicas (formas cardiaca e/ou digestiva, megassindromes), bioquimicas e
moleculares®®?. Apesar do polimorfismo intraespecifico, os isolados de T. cruzi foram
agrupados em duas linhagens principais. As analises de isoenzimas evidenciaram
grupos que foram denominados Z1, Z2 e z3*. Estes grupos foram redefinidos com
marcadores dos genes ribossdmicos e de mini-exon, que indicaram duas linhagens
principais: T. cruzil (TCI) e T. cruzi Il (TCII), que correspondem aos zimodemas Z1 e Z2
3132 0 grupo Z3 também foi definido com marcadores do gene de mini-exon e
subdividido nos subgrupos A e B baseado em polimorfismo de ITSrDNA33343%:3¢
Estudos com um maior numero de isolados e de marcadores moleculares, corroborados
por inferéncias filogenéticas, agruparam Z3 com TCII e revelaram uma grande
heterogeneidade dessa linhagem, que foi subvidida em 5 sublinhagens: TCI; Ib, TClld e
TClle (ambiente antroponético); TClla, TCllc (ambiente silvestre)®"383%40 A linhagem
TCI, que circula nos ambientes silvestre e doméstico com ampla distribuicdo geogréfica,
ndo foi, até o momento, subdividida em sublinhagens devido a pequena
heterogeneidade de seus isolados .

Os estudos realizados apontam para uma grande complexidade do ciclo silvestre
de T. cruzi **. O estudo de um grande nimero de isolados de diversas espécies de
mamiferos e vetores e de pacientes com diferentes formas clinicas, representativos de
ampla distribuicdo ecogeogréfica, foi indispensavel para uma melhor compreenséao do
relacionamento das diversas linhagens de T. cruzi com seus hospedeiros vertebrados e
invertebrados. Diferentes hipéteses baseadas em inferéncias filogenéticas (SSUrRNA)
foram formuladas a fim de explicar a evolucéo intraespecifica de T. cruzi 48:394049.50-52
Baseado nos ecoétopos e na evolugdo dos triatomineos e na associagdo destes com
determinados mamiferos, foi proposta a seguinte historia evolutiva para as linhagens de

T. cruzi: TCI estd associado com marsupiais (género Didelphis)e triatomineos (género



12

Rhodnius) de ecotopos arboreos, enquanto as linhagens TCIl e Z3 estdo associadas
com triatomineos dos géneros Triatoma (domiciliado) e Panstrongylus (habita buracos e
fendas de rochas) e vertebrados de habitos terrrestres (tatis e marsupiais
Monodelphis)**°.

O subgénero Herpetosoma compreende tripanossomas que nao sédo patogénicos
para seus hospedeiros mamiferos. As espécies deste taxon constituem dois grupos
principais: grupo constituido por T. lewisi, parasita de rato e mais de 80 espécies de
animais silvestres; grupo relacionado com T. rangeli, constituido por isolados humanos,
de triatomineos e de animais silvestres'®. T. rangeli compartiiha com T. cruzi a
capacidade de infectar mamiferos de praticamente todas as ordens, parasitando
primatas, inclusive o homem, roedores, morcegos, marsupiais e dentados.

Esse tripanossoma s6 é encontrado nas Américas Central e do Sul®*. No Brasil,
T. rangeli foi descrito em diferentes mamiferos e triatomineos, principalmente na
Amazo6nia onde foram descritos os (nicos casos humanos nesse pais®?*%. Anélises
flogenéticas baseadas em sequiéncias de SSUrDNA indicaram que T. rangeli é mais
relacionado com T. cruzi do que com o0s tripanossomas africanos, apesar de ser
transmitido de forma inoculativa como os membros do grupo Salivaria®®**#8%42* Qs
isolados de T. rangeli de diferentes hospedeiros e regides geograficas podem ser
divididos em pelo menos 4 linhagens®. Andlises filogenéticas baseadas no gene
ribossémico (SSU e ITS) confirmaram o polimorfismo dessa espécie®’ e corroboraram 4
grupos filogenéticos®.

O subgénero Megatrypanum se caracteriza pela grande diversidade de espécies
de tripanossomas e de seus hospedeiros mamiferos e invertebrados. Os tripanossomas
deste subgénero infectam animais domésticos e silvestres, abrangendo praticamente
todas as ordens de mamiferos, incluindo diversas espécies de animais silvestres das
ordens Artiodactyla, Rodentia, Marsupialia, Chiroptera, Edentata e Primata. Os animais
domésticos mais frequentemente infectados por Megatrypanum pertencem a familia
Bovidae (bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos, etc). A espécie-tipo desse taxon é T.
theileri, encontrada em bovideos e cervideos no mundo todo (T. theileri-like). Isolados
de cabra, ovelha e cervos tém sido classificados como diferentes espécies de acordo

com o hospedeiro®®. Isolamos e caracterizamos diversos isolados de bois e bufalos e
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definimos marcadores para esses isolados®. Embora um niimero reduzido de isolados
tenha sido analisado, estudos filogenéticos baseados no gene ribossémico indicam que
este subgénero é polifilético'*#223:2°,

A maioria das descricbes das espécies de tripanossomas de morcegos €
baseada em caracteres morfolégicos e origem do hospedeiro e ndo foram incluidos em
estudos evolutivos. Estudos filogenéticos em tripanossomas de morcegos sao escassos
e apenas T. dionisi, T. vespertilionis, Trypanosoma sp. bat (isolado na Africa) e T. cruzi
marinkellei foram incluidos em &arvores genéticas ****%. Recentemente, T. erneyii e T.
livingstonei, espécies identificadas em morcegos africanos, foram descritas e
posicionadas em arvores filogenéticas e T. wauwau em Pteronotus parnellii em algumas
regidoes amazonicas principalmente o estado de Ronddnia® %%,

No Brasil, estudos realizados identificaram T. cruzi, T. cruzi marinkellei e T.
dionisii em diferentes biomas**®>%4. Populacées de Trypanosoma cruzi estdo divididas

45,65

em seis grupos (TCI para TCVI) e Tcbat™ ">, e apenas TCI e Tcbhat sdo encontrados em

morcegos. O grupo TCI esta restrito aos morcegos amazonicos e Tcbat em hospedeiros

de Pantanal e Mata Atlantica®®*.

Trypanosoma dionisii foi detectado em
Phyllostomidae, Vespertilionidae, Noctilionidae e Molossidae de morcegos em todos os
biomas analisados entre o norte e o sul do Brasil, enquanto T. cruzi marinkellei foi
encontrado em espécies das familias Phyllostomidae e Vespertilionidae no nordeste,
sudeste, e Brasil central, e T. cruzi em quatro familias (Phyllostomidae, Vespertilionidae,
Noctilionidae e Thryropteridae) de morcegos na Amazbnia, Pantanal e Mata
Atlantica***®3. No subgénero Herpetosoma, uma nova linhagem T. rangeli (Lineage E)
tem sido descrita em morcegos do Pantanal®®.

No norte do Brasil foram realizados diversos estudos para o conhecimento dos
reservatorios silvestres de parasitas do género Trypanosoma. Estudos realizados
visando o isolamento e posicionamento filogenético de T. cruzi evidenciaram a
existéncia de trés linhagens (Tcl, Tclll e TVI) e outras espécies de
tripanossomas*>46:47:62.67,

Existem poucos de estudos com vertebrados silvestres nesta regido do Para. Os
estudos realizados na regido do Rio Tapajos tiveram como objetivo o estudo da biologia

dos vetores da Doenca de Chagas (triatomineos do género Rhodnius)®, mas ndo foram
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realizados estudos para a deteccao, isolamento e estudos moleculares e filogenéticos
dos parasitas que estes vetores podem albergar®®. Assim, sdo escassos os trabalhos
realizados que visavam o isolamento, caracterizagdo molecular e posicionamento
filogenético das espécies isoladas. Além disso, o0 municipio de Santarém no estado do
Para esta localizado em uma regido pouco estudada em relagdo aos parasitas

objetivados neste projeto, bem como seus reservatorios e vetores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O presente projeto teve como objetivo principal o conhecimento da diversidade
de parasitas do género Trypanosoma em animais silvestres da Reserva Extrativista

Tapajos Arapiuns no estado do Para.

2.2 Objetivos especificos

1. Isolamento de parasitas do género Trypanosoma de animais silvestres capturados na
Reserva Extrativista Tapajos Arapiuns no estado do Para;

2. Caracterizagdo molecular e morfoldgica dos isolados obtidos e de amostras diretas
colhidas dos animais silvestres capturados na Reserva Extrativista Tapajos Arapiuns no
estado do Para;

3. Posicionamento filogenético baseado em sequencias do barcode para
tripanossomatideos (regido V7V8 - SSUrDNA).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A Reserva Extrativista (Resex) Tapajos Arapiuns fica as margens do Rio
Tapajos na regido de Alter do Ché&o foi criada no ano de 1998 e possui uma area de
647610ha localizada nas coordenadas de 02° 20’ a 03° 40’ Sul, e 55° 00’ a 56° 00’

Oeste. A Resex é composta de floresta Ombroéfila Densa (Bioma Amaz6énico).

Figura 1. Mapa da Reserva Extrativista Tapajos-Arapiuns vista de cima gerado pelo programa

Google Maps.

Fonte:(Google maps).

A regido possui um clima tropical tmido com temperaturas que variam entre 26 —
27 °C durante o ano, sendo que a umidade relativa do ar se mantem em torno de 86%

junto com uma precipitacdo anual de 1.287 entre 2.538 mm. Sua estacdo chuvosa se
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estende de dezembro a julho e a estacdo seca se encontra entre agosto a novembro
podendo ser prolongado o que acarreta em uma vegetacdo vulneravel a incéndios
florestais. Possui poucos trabalhos sobre o estudo de fauna da regido do lado esquerdo
do rio Tapajos, porém estudos indicam que possui uma grande biodiversidade. Sendo
gue varias espécies sao utilizadas como meios de subsisténcia pelas comunidades

existentes’®.

Figura 2 - Foto do Rio Arapiuns que atravessa a Reserva extrativista do Tapajos.

Fonte:(Fotos Arlei Marcili).

Figura 3-Foto das margens da Reserva Extrativista (Resex) vista de dentro do barco.

Fonte:(Fotos Arlei Marcili).
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3.2 Captura e identificagdo dos animais

Para a captura dos animais silvestres foram utilizados diferentes métodos de
acordo com as espécies pretendidas. Para a captura de morcegos foram utilizadas
redes de neblina (“mist nest”) com 3,0 X 6,0 m de comprimento, que foram armadas
no inicio do entardecer e mantidas abertas por um periodo de 5 a 6 horas. Para
algumas espécies de morcegos foram realizadas buscas ativas em abrigos e 0s
animais capturados foram transportados em sacos de pano. Os animais foram
identificados com o auxilio de diferentes chaves de identificacdo e descricdes
originais. Alguns exemplares de animais cuja identificacdo da espécie ndo foi possivel
no campo de coleta foram sacrificados, fixados e depositados no Museu de Zoologia
da Universidade de S&o Paulo. Vertebrados e vetores foram identificados por
especialistas de cada grupo. Os animais silvestres capturados foram anestesiados
para a coleta de sangue que foi realizada por puncéo cardiaca, pela veia caudal ou
pela veia cefalica, além de aliquotas de sangue e de tecidos foram coletadas para
estudos moleculares. Foi realizada uma campanha de campo de um més no primeiro
ano do projeto e cada coleta teve a duracéo de 10 dias. Este estudo foi aprovado pela
Instituto Chico Mendes/IBAMA (Licenca numero 47093-3) e pela comisséo de ética da

Universidade de Santo Amaro.

3.3 Isolamento de tripanossomatideos

As espécies de tripanossomatideos foram isolados de amostras de sangue
coletadas por puncao cardiaca, que foram inoculadas em tubos com meio bifasico
constituido por fase solida BAB (blood agar base com 10% sangue de coelho) e fase
liquida de meio LIT (contendo soro fetal bovino e antibiéticos). Laminas de vidro com
esfregacos de sangue para estudos morfolégicos e ainda amostras de sangue em
etanol foram preparados para estudos moleculares quando o isolamento nao for

possivel.

3.4 Preservacao dos tripanossomatideos na colecao de culturas
As espeécies de tripanossomatideos foram mantidas criopreservadas colecao

Brasileira de Tripanossomatideos do Departamento de Medicina Veterinaria
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Preventiva e Saude Animal FMVZ-USP. Os isolados foram mantidos congelados em
N, liquido e cultivados a 25-28°C.

3.5 Extracdo de DNA e Reacdes de amplificacéo

Foi utilizado o método classico de fenol-cloroférmio para extracdo de DNA e
diversos métodos de extracdo e purificacdo de DNA diretamente de sangue. Os
oligonucleotideos e condicbes das reacdes que foram utilizadas para a amplificacdo

da SSU rDNA estdo descritos em trabalhos anteriores?*7:26:45:46:47,22,23

3.6 Purificacdo e sequenciamento

Fragmentos de DNA amplificados por PCR (produtos amplificados em trés
reacoes independentes) foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e
corados com Gel-Red (Biotium). Os fragmentos foram cortados dos geéis e os DNAs
purificados através do Kit Exosap-It. Fragmentos de DNA amplificados por PCR e
purificados foram submetidos a reagdes de seqienciamento utilizando o kit Big Dye
Terminator (Perkin Elmer), de acordo com especificagbes do fabricante. As reacdes
foram submetidas a 30 ciclos: 15 s 96°C; 15 s 50°C; 4 min 60°C, com um ciclo inicial
de 1 min 96°C.

3.7 Alinhamento das seqiiéncias obtidas e inferéncias filogenéticas

As sequéncias obtidas, por PCR, dos diferentes genes utilizados como alvo
foram submetidas a alinhamentos mdltiplos pelos programas programa Clustal X’*
alterando os parametros relativos a insercdo de “indels” (peso de insercdo=1,
Extens&do=1) e manualmente ajustados no programa GeneDoc v. 2.6.01%. As arvores
filogenéticas foram inferidas pelos métodos analise bayeseana (B) e maxima
parcimdnia (MP). As arvores de MP foram construidas utilizando o programa PAUP* v.
4.0b10" via busca heuristica com 100 replicatas de adicdo aleatéria dos terminais
seguida de troca de ramos (“RAS-TBR Branch-breaking”). As anélises de suporte por
“bootstrap” foram feitas em 100 replicatas com os mesmos parametros empregados
na busca. As andlises bayeseanas foram executadas no programa MrBayes v.3.1.2"*.

Foram empregadas 1000.000 gerac¢des usando GTR como modelo de substituicéo e 4
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categorias de gama mais propor¢do de sitios invariantes. Para a constru¢cdo do
dendrograma final foram utilizados apenas os diagramas obtidos nas udltimas 150
replicatas. Para a verificacdo de suporte de ramos nas analises bayeseanas foram
utilizados os valores de probabilidade a posteriori obtidos com o programa MrBayes.
As matrizes de similaridade (baseadas em distancia p nado corrigida) foram
construidas utilizando o programa Poit Replacer v.2.0 disponibilizado pelo autor

(Alves, J. M.) no endereco http://www.geocities.com/alvesimp/software.html.
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4 RESULTADOS
Foram capturados 111 individuos da Ordem Chiroptera pertencentes a trés

familias (Phyllostomidae, Molossidae e Emballonuridae); 11 géneros e 12 espécies.

Tabela 1 - Espécies e niumero de espécimes amostrados e positividade para Trypanosoma.

Hospedeiros No. de individuos
Ordem Chiroptera ~ Género Espécie Examinados/Positivos HE Totala
Artibeus obscurus 1/0 0
Carollia perspicillata 53/8 8
Glossophaga Soricina 21 1
Lichonycteris Degener 1/0 0
Mimon crenulatum 11 1
Molossus Ater 1/0 0
molossus 40/0 0
Platyrrhinus Lineatus 1/0 0
Rhynchonycteris  Naso 1/0 0
Saccopteryx gymnura 1/0 0
Sturnira Lilium 4/0 0
Vampyressa Pusilla 7/0 0
Total 1 12 111110 (9%) 10

a Total de isolados estabelecidos e criopreservados na Cole¢ao Brasileira de Tripanossomatideos (CBT)

Apesar do esforco e tentativas ndo foi possivel a captura de pequenos
mamiferos terrestres no periodo da campanha, sendo capturados somente morcegos.

A prevaléncia de tripanossomas presentes nos morcegos, avaliada através de
hemocultura, foi de 9% (N = 10). Foram obtidas dez hemoculturas positivas,
pertencentes a familias dos morcegos Phyllostomidae. Todas as amostras positivas
foram isoladas e criopreservadas, 100% de sucesso, na Colecao Brasileira de
Tripanossomatideos.

Todas as hemoculturas positivas apresentam formas tripomastigotas de cultura
e epimastigotas com morfologia compativel com o género Trypanosoma. Além disso,
a morfologia e comportamento dos parasitas em monocamadas de células Vero

sugerem que os isolados pertencem ao subgénero Schizotrypanum.
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Relacbes filogenéticas com base na V7V8 SSUrDNA (regido barcode) foram
inferidas por meio de maxima parcimdnia e analise bayesiana e topologias congruentes
foram geradas para tripanossomas Schizotrypanum (Figura 1). O subgénero
Schizotrypanum é um grupo monofilético (100% de bootstrap e 1% probabilidade a
posteriori) e inclui as espécies T. dionisii, T. erneyi, T. cruzi marinkellei e T. cruzi. Os
isolados obtidos neste estudo foram incluidos em dois ramos monofiléticos: nove
isolados (CBT 213, CBT 215, CBT 216, CBT 217, CBT 218, CBT 220, CBT 222, CBT
223 e CBT 224) foram agrupados com a cepa de referéncia (B7) de T. cruzi marinkellei
(98% de bootstrap e 1,0% de probabilidade Bayesiana a posteriori) (Figura 1); um
isolado (CBT 214) foi identificado no ramo de T. dionisii.

Figura 4 - Arvore filogenética implementada pelos métodos de Maxima Parcimdnia e Bayesiana
e baseada na regido V7V8 SSUrDNA de parasitas do género Trypanosoma. Trypanosoma rangeli

foi utilizado como outgroup. Os valores nos nés equivalem ao bootstrap e probabilidade a
posteori (MP/B), respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A regido da Amazobnia se divide em nove estados que englobam Tocantins,
Roraima, Rondbnia, Mato Grosso, Maranhdo, Amazonas, Amapa, Acre e o foco do
estudo o Para. A floresta Amazoénica pode ser dividida entre trés grupos de vegetacao:
mata de varzeas que sdo periodicamente inundadas; matas de igapé que séo
permanentemente inundadas e por fim as terras secas que representam as regioes de
cerrado”"®,

A Resex Tapajés-Arapiuns mantém uma grande quantidade de recursos
naturais que séo utilizados como fonte de subsisténcia de inumeras familias desde a
alimentacdo (caca) até a confeccdo de artesanato’’. A exploracdo da area sem
controle poderd causar a expulsdo/migracdo ou extingcdo local de muitas espécies
silvestres, diminuindo a diversidade e densidade de diversas espécies’®. A diminuic&o
de fontes naturais de alimentacdo dos triatomineos pode favorecer a migragdo destes
vetores para novas areas, que incluem areas de peridomicilio e domicilio, em busca
de novas fontes de alimentacéo’®. Além disso, a densidade de animais domésticos,
silvestres e a populacdo humana em areas endémicas desenvolvem um potencial
tréfico para a manutencéo de populacdes de triatomineos®%8!,

A transmissdo vetorial é, historicamente, a principal forma de transmisséo da
doenca. Ha casos registrados com 80% de chances que tenham acarretado por esta
via de transmissdo. Outros fatores, como caracteristicas bioldgicas dos vetores,
condicdes precéarias de residéncias e alteracbes no ambiente estdo diretamente
ligadas a este fato®®. Além disso, no estado do Paré s&o registrados diversos surtos
de infecc&o oral por T. cruzi associados ao consumo de acai®*.

Entre as espécies de animais silvestres que servem de reservatérios para o
parasita, 0s quirOpteros possuem grande importancia, por sua grande capacidade de
adaptacdo ao ambiente modificado e areas domiciliares se tornando assim um o6timo
vetor dentro do ambiente doméstico®. As espécies T. cruzi, T. cruzi marinkellei e T.
dionisii s&o comumente em morcegos na regido amazonica, porém recentemente uma

nova espécie denominada T. wauwau foi descrita em Pteronotus parnellii®’.
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Entretanto, estado do Para registra a maior diversidade de espécies de quirdpteros,
mas os estudos sobre a diversidade tripanosomas em morcegos sdo escassos®®?,
A prevaléncia de morcegos na area da Resex foi de 9%, valor comparavel a

6263 Entretanto o sucesso de

outros estudos conduzidos no bioma Amazoénico
isolamento foi de 100%, valor bem maior do que os registrados em estudos que visam
o isolamento de tripanossomas de morcegos.

O resultado do estudo realizado sobre esses parasitas pode se tornar uma
grande ferramenta para a avaliacdo da biodiversidade de uma regido, podendo
mostrar uma variada gama de informagdes como a biologia de seu hospedeiro e da
relagéo de parasita-hospedeiro-ambiente®’8,

Os morcegos neotropicais sao excelentes indicadores da qualidade dos
diferentes ecossistemas®®. No Panam4, a fragmentacéo do habitat tem aumentado a
prevaléncia de Trypanosoma em Artibeus jamaicensis, quando comparado 0s
morcegos capturados em fragmentos e areas de floresta continua °*

Os parasitas respondem a mudancas ambientais geralmente mais rapido que
seus hospedeiros, se tornando 6timo meio de avaliar os niveis de estresse ambiental
e criando um regulador de densidade para a populacdo do seu hospedeiro gerando
um grande impacto sobre o ambiente e comunidades onde vivem esses animais®?.

Variagbes no aumento ou diminuicdo da quantidade de parasitismo pode ser
um indicador para acfes humanas tanto positivas como negativas dentro do ambiente
que podem influenciar positivamente ou negativamente o desenvolvimento do
parasita®™. Alem de serem indicativos para o estudo biolégico de seus hospedeiros
podendo informar aspectos de comportamento alimentar a filogenia®’.

Estudos que visam o isolamento e a caracterizacdo molecular de
tripanossomas de morcegos em areas nunca estudadas sédo de extrema importancia
para o conhecimento da diversidade destes parasitas em morcegos, bem como a
identificacdo de espécies patogénicas e gerar subsidios para medidas de controle.
Além disso, estudos devem ser conduzidos e corroborar o papel destes parasitas

como bioindicadores de degradacdo ambiental.
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