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Resumo

A expansdao das fronteiras agricolas exigida pelo crescimento populacional humano
tem causado impactos ambientais com consequéncias que se estendem da escala
local a global. O Pantanal brasileiro € uma regido de grande diversidade biologica e
que sofre alteracbes ambientais, induzidas por humanos através da pecuaria
extensiva, e alteracdes ambientais sazonais, causadas pelo regime de inundacéao.
Nesta regido, o Mal das Cadeiras em cavalos, causado por Trypanosoma evansi,
representa um fator de impacto a pecuaria extensiva no Pantanal, onde cavalos séao
utilizados no manejo do gado e como principal meio de transporte. Embora nao haja
relatos da Doenca de Chagas no Pantanal, Trypanosoma cruzi € encontrado
circulando em alta prevaléncia em animais silvestres em varios biomas. Neste
contexto, o objetivo desta tese foi avaliar o papel dos pequenos roedores e
marsupiais no ciclo de transmissdo de T. cruzi e T. evansi e como alteragbes
ambientais causadas por humanos podem influenciar na micro e macrofauna do
Pantanal e na interacdo entre as mesmas. Para isso comparamos a diversidade de
roedores e marsupiais e de helmintos de Thrichomys pachyurus entre uma area de
reserva e uma area de pecudria extensiva no Pantanal, o perfil de infec¢cdo por T.
cruzi e T. evansi e analisamos ainda o impacto da infeccdo natural por dois
tripanosomatideos em trés espécies de roedores silvestres. A criacdo de gado na
area estudada nado estava associada a perda de riqueza de espécies nem mudanca
na composicdo de espécies, mas influenciou na abundancia relativa das espécies e
padrdo de ocupacdo dos habitats. O roedor O. mamorae foi a espécie que
apresentou prevaléncia mais alta de ambos tripanosomas, provavelmente por ser
encontrado nos mesmos ambientes utilizados tanto por Tabanideos como por
Triatomineos, vetores de T. evansi e T. cruzi, respectivamente. Apesar da baixa
prevaléncia de animais com parasitemias expressivas, 0S marsupiais apresentaram
maior potencial de amplificagcdo de T. cruzi. Os roedores examinados apresentaram
baixo impacto das infeccbes por T. evansi e T. cruzi nos parametros hematoldgicos
estudados. No roedor T. pachyurus as infecgGes por T. evansi e/ou helmintos, ndo
apresentaram impacto relevante a saude do animal, a julgar pelos parametros
hematoldgicos dentro dos limites normais. Este roedor apresentou alta diversidade
de helmintos, provavelmente por ocupar diversos tipos de habitat, sendo
considerado habitat-generalista nas areas estudadas. A presenca de um nematodeo
de cervideos e porcos em T. pachyurus, apenas na area de gado, sugere que a
criacdo de gado concentra diferentes espécies em uma mesma mancha e/ou mesmo
tipo de habitat, ocasionando o0 compartihamento de ambiente e a
transmissdo/aquisicdo de parasitos entre espécies distintas. Concluimos que nas
areas estudadas os pequenos roedores e marsupiais apresentam papel secundario
na manutencado do ciclo de transmisséo de T. cruzi e T. evansi em compara¢ao com
outras espécies de mamiferos no Pantanal.
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Abstract

The demand for agriculture expansion required for the growing human population
has caused from local to global scale environmental impacts. The Brazilian Pantanal
Is a region of great biological diversity, which suffers anthropogenic environmental
alterations, caused by cattle ranching, and natural environmental alterations, caused
by seasonal flooding. In this region, the horse iliness called “Mal das Cadeiras”,
caused by Trypanosoma evansi, can cause major impacts to the cattle ranching
activities, where horses are frequently used for cattle management activities and
transportation. Although in the Pantanal, human Chagas Disease has not been
reported, Trypanosoma cruzi has been found in circulating in high prevalence in wild
animals in a variety of Biomes. In this context, the objective of this thesis was to
evaluate the role of small rodents and marsupials in the transmission cycle of T. cruzi
and T. evansi, and how anthropogenic environmental alterations may influence the
micro and macro fauna in the Pantanal, and also how they interact with each other.
For that the diversity of small rodents and marsupials and the helminthes of
Thrichomys pachyurus were compared between a preserved area and a cattle
ranching area, as well as the infection profile of T. cruzi and T. evansi and analyzed
the impact of the natural infection by T. cruzi and T. evansi in three species of wild
rodents. Cattle ranching was not associated to species richness loss nor to a change
in species composition, but has influenced on the relative abundance of the small
rodent and marsupial species and their habitat occupation pattern. The rodent O.
mamorae was the species with the highest prevalence of both trypanosomes,
probably for being present in the same habitats as Tabanid flies and Triatomine bugs,
vectors of T. evansi and T. cruzi, respectively. Despite of the low prevalence of
animals with expressive parasitemias, marsupials presented a higher potential for
amplifying T. cruzi. The examined rodents presented low impact to the infections by
T. cruzi and T. evansi in the studied blood parameters. In the rodent, T. pachyurus
the infections by T. evansi and/or helminthes did not present a relevant impact to the
animal’s health, as their hematological parameters were within the normal limits. This
rodent presented high diversity of helminths, probably for occupying several habitat
types, being considered a habitat-generalist in the studied areas. The presence of a
nematode from cervids and pigs in T. pachyurus only in the cattle area, suggests that
cattle ranching forces different species to share a same habitat type and/or patch,
facilitating the transmission/acquisition of parasites between distinct species. We
concluded that in the studied areas the small rodents and marsupials presented a
secondary role in the maintenance of the transmission cycle of T. cruzi and T. evansi
in comparison to other mammal species in the Pantanal.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Os Trypanosomatidae

Os Trypanosomatidae podem ser considerados como um dos grupos de parasitos de
alto sucesso evolutivo, pois tem ampla distribuicéo, infectam um amplo espectro de
hospedeiros e apresentam alta heterogeneidade e plasticidade biologica (Araujo et
al. 2009). Este grupo de protozoarios inclui parasitos de interesse para a vigilancia
sanitaria, uma vez que apresentam risco a salde publica e podem causar impacto
na economia local, tais como Phytomonas, Trypanosoma spp. e Leishmania spp.
Aliado a isto, a complexidade destes organismos exemplificada por sua peculiar
biologia molecular e celular e organizagdo genética (Donelson et al. 1999), geram
interesse ndo s6 em estudos parasitologicos aplicados como em pesquisa basica.
Embora muito estudada em funcdo de seus representantes dixenos parasitos de
mamiferos, a familia Trypanosomatidae inclui numerosos outros géneros restritos a
hospedeiros invertebrados. Além da familia Trypanosomatidae, os Kinetoplastida
abrangem a familia Bodonidae (Figura 1) — que também inclui parasitos
responsaveis por doencas em peixes de valor comercial: Ichthyobodo e
Trypanoplasma (Cryptobia salmositica). No entanto, os Bodonidae, em sua maioria,
sdo protistas bacterivoros de vida livre, encontrados principalmente em
ecossistemas bénticos (Simpson et al. 2004). Embora exaustivamente estudados, a
histéria evolutiva dos Kinetoplastida € até hoje pouco conhecida.

1.2 - Um histoérico sobre a evolugcéo do género Trypanosomatidae

A discussdo sobre a sua origem (hospedeiro ancestral inseto ou mamifero) e
evolucdo data do inicio do século passado, quando Minchin e Legér apresentaram
duas hipGteses opostas: Leger —(1904) propds que os parasitos do género
Trypanosoma derivaram dos tripanoplasmas parasitos de sangue de peixe, quando
eram transmitidos por sanguessuga. Através das sanguessuga estes parasitos foram

transmitidos a vertebrados aquaticos que ao se adaptarem a ambientes terrestres,



Rademaker, V (2010) Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ Introducéo

levaram os parasitos para 0 meio terrestre. Quando 0s insetos terrestres
desenvolveram habitos hematofagicos, estes se infectaram a partir da ingestdo de
sangue de vertebrados terrestres infectados. Ao se adaptarem ao tubo digestivo de
insetos, alguns Tripanosomatideos adaptaram-se aos mamiferos. Tripanosomas de
mamiferos, segundo este autor, derivaram de promastigotas parasitos de tubo
digestivo de insetos. Ao contrario, Minchin (1905) propde que a familia
Trypanosomatidae deriva de ancestrais parasitos do tubo digestivo de mamiferos
que paulatinamente foram ganhando a intimidade dos tecidos dos hospedeiros até
adaptarem-se a corrente circulatoria. Insetos passaram a atuar como vetores apos a

aquisicao de habitos hematofagicos.

Género
Bodo

Familia
Bodonidae Género

Ichtyobodo

Sub-Ordem

Bodoninae -
Género

Cryptobia

Familia
Cryptobiidae Género

Trypanoplasma

Género

Trypanosoma
o ———
Kinetoplastidae —
Leishmania
~ Género
Endotrypanum
~ Género
Sub-Ordem Familia _ Crithidia
Trypanosomatina Trypanosomatidae T Género
Blastocrithidia
Género
Leptomonas
Género
Herpetomonas
~ Género

Phytomonas

Figura 1 - Posicédo sisteméatica do género Trypanosoma segundo Levine et al. (1980): Reino Protista, Sub-

reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem Kinetoplastida, Familia:

Tripanosomatidae, Género Trypanosoma.
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A origem dos tripanosomatideos de vertebrados a partir dos tripanosomatideos
parasitos de tubo digestivo de insetos foi aceita por varios outros autores (Brumpt,
1908, Roubaud, 1909) até que em 1912 o préprio Minchin (1912) revé sua hipétese
e passa a aceitar as hipoteses de Leger. A partir dai, embora a hipétese do
invertebrado prevalecesse (como até hoje) ainda ndo se obteve um consenso.
Assim, Deane et al. (1984) observaram que o T. cruzi é capaz de se multiplicar e
diferenciar nas glandulas de cheiro de Didelphis aurita e hipotetizou serem estas o
habitat primordial de T. cruzi - ou seja, a0 menos este taxon teria se especiado em
um mamifero. O recente achado na Franca do primeiro isolamento de um
tripanosomatideo geneticamente semelhante a Herpetomonas samuelpessoai
(descrito como parasito de insetos), a partr do sangue de um humano
imunocomprometido (HIV positivo), novamente reforca a hipétese do inseto como
hospedeiro ancestral dos tripanosomatideos de mamiferos (Morio, 2008). No
presente, aceita-se que os tripanosomatideos de mamiferos tenham derivado de um

kinetoplastida ancestral parasito de insetos (Araujo et al. 2009, Noireau et al. 2009).

1.3 - Trypanosoma cruzi

Causador da doenca de Chagas em humanos, o protozoario Trypanosoma cruzi €
um flagelado digenético que circula na natureza entre mais de uma centena de
espécies de mamiferos distribuidos em oito diferentes ordens e dezenas de espécies
de vetores, triatomineos da familia Reduviidae (PAHO, 2009). Embora este parasito
apresente uma estrutura populacional predominantemente clonal, eventos de
hibridizacdo, ainda que esporadicos, tém sido descritos tanto em laboratério quanto
na natureza. A estrutura multiclonal de T. cruzi resulta em uma extrema diversidade
genética e ecletismo tanto no que se refere ao espectro de hospedeiros mamiferos

guanto aos tecidos que o parasito coloniza.
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Esta diversidade genética vem sendo amplamente estudada com o objetivo de tentar
associar determinado gendtipo/linhagem/sub-populacdo do parasito a um
determinado perfil epidemiolégico ou nosoldgico. Caracterizagbes de sub-
populacdes do parasito por diferentes marcadores biolégicos, bioquimicos, genéticos
e moleculares apontam para a existéncia de pelo menos duas linhagens genéticas
bastante distintas e filogeneticamente distantes. Recentemente, tem sido visto que
estes dois gendtipos também apresentam uma expressiva variabilidade. Atualmente,
ndo ha um consenso de como as sub-popula¢cdes de T. cruzi podem ser agrupadas,
sendo trés as principais vertentes: (i) T. cruzi € formado por trés grandes e distintos
grupos TCI, TCIl e TCIIl que correspondem aos zimodemas propostos por Miles et
al. (1977), sendo todos os hibridos resultados de eventos de recombinagcédo entre
TCIll e TCIIl (Pena et al. 2009), (ii) T. cruzi é formado por seis diferentes linhagens
(ou DTUs — unidades tipoldgicas discretas) do parasito, TCI, TClla, TCllb, TCllc,
TClld, e TClle (Brisse et al. 2000, Llewellyn et al. 2009a), sendo TCIlld e TClle
resultantes de dois eventos de hibridizagc&o (iii) T. cruzi inclui duas diferentes
espécies monofiléticas, TCl e TCIl e todos os demais isolados séo hibridos
resultantes de diferentes combinacfes entre sub-populacdes desses dois grupos
(Tomazi et al. 2009).

A forma contaminante vetorial, descrita como a forma classica de transmissdo do
parasito a humanos, ocorre quando o inseto vetor, ao realizar seu repasto
sanguineo, elimina formas tripomastigotas metaciclicas junto com as fezes. Esses
parasitos penetram pelo local da picada ou mucosas ou quando a pessoa se coga
ou esfrega o local da picada. No hospedeiro vertebrado, esses parasitos invadem as
células nucleadas de praticamente todos tecidos, onde se multiplicam na forma
amastigota. A saida da célula, ap6s nova diferenciacdo celular para forma
tripomastigota, se da pelo rompimento celular. A transmissdo para o inseto vetor
ocorre quando formas tripomastigotas circulantes no sangue do hospedeiro
vertebrado séo ingeridas por outro triatomineo em um novo repasto sanguineo. No
hospedeiro invertebrado, o parasito diferencia-se para a forma epimastigota, que é a

forma replicativa no trato digestivo do inseto vetor. Na porc¢éo final do intestino do
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inseto, os parasitos sofrem nova diferenciacdo para a forma tripomastigota

metaciclica, que é a forma infectiva eliminada nas fezes do barbeiro.

Esta classica via de transmissdo nédo reflete todas as formas possiveis de infeccéo a
humanos e muito menos entre mamiferos silvestres. Das quatro formas evolutivas
do parasito, trés (tripomastigota sanguicola, tripomastigota metaciclica e amastigota)
sdo capazes de infectar e essa infeccdo se da por diferentes vias, mostrando quao
efetivo sdo os mecanismos de dispersao desse parasito. Infecgcbes humanas podem
ocorrer também por via congénita, mais frequente na Bolivia, e sul do Brasil por
transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos, embora atualmente essa forma de
transmissao seja mais importante em areas ndo endémicas, como a Europa e EUA.
Nesses casos, as infeccbes estiveram relacionadas a presenca de T. cruzi em
tecidos oriundos de imigrantes provenientes de areas endémicas dessa protozoose
(Schmunis, 2007).

Uma via de transmissdo muito importante no ambiente silvestre e que tem sido
responsavel pela maior parte das infecgdes humanas nos ultimos anos € a via oral
(Dias, 2006). Estas infeccbes estdo normalmente associadas a ingestdo de
alimentos contaminados por fezes de triatomineos ou material de glandula de cheiro
de Didelphis sp. infectados, ou até mesmo por triatomineos infectados triturados
acidentalmente junto com o alimento (PAHO, 2009). Na natureza a via oral é
provavelmente a mais antiga e eficiente via de dispersdo do parasito e ocorre nas
seguintes situacdes: (i) ingestao de fezes de triatomineos quando o animal co¢ca com
a boca o local da picada, (ii) ingestao de barbeiros por mamiferos que se alimentam
de insetos, (iii) predacdo de outro mamifero que esteja infectado por T. cruzi, (iv)
brigas entre animais, nas situacdes onde ocorrem mordeduras com perfuracdes e
contato do sangue infectado de um mamifero com a mucosa oral de outro, e (v)
ingestao de frutos e sementes contaminados por fezes de barbeiros ou material de
glandula de cheiro de Didelphis sp. (PAHO, 2009).

Essa plasticidade bioldgica de T. cruzi resulta em ciclos de transmissdo na natureza
que se caracterizam por serem multivariaveis, complexos e peculiares para cada

localidade. Sendo encontrado nos mais diversos nichos ecoldgicos, esses ciclos de



Rademaker, V (2010) Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ Introducéo

transmissdo podem ser distintos e independentes ou estarem sobrepostos

contribuindo para formar modalidades distintas de focos naturais de transmissao.

Vérios fatores associados as alteracfes ambientais, naturais ou ndo, contribuiram
para que parasitos sejam cada vez mais introduzidos em novas areas, provocando
Sérios impactos socioecondémicos, ocorréncia da doenca em areas nao endémicas e
proporcionando o envolvimento de novos hospedeiros mamiferos nos ciclos de
transmissdo (Daszak, 2000, Dobson , Foufopoulos, 2001, Williams et al. 2002).
Estes fen6menos séo especialmente importantes quando ocorrem com organismos
como T. cruzi, que possuem a habilidade de infectar um grande numero de
hospedeiros mamiferos utilizando diferentes ciclos de transmisséo, os quais diferem

conforme caracteristicas e particularidades de cada regiao.

A perda da biodiversidade é uma consequéncia imediata das alteracbes ambientais
ocorridas em virtude do constante crescimento das cidades e expanséo da atividade
agropastoril. Esse cenario cria uma série de situacdes que favorecem a emergéncia
ou re-emergéncia de parasitoses, como T. cruzi ou outros tripanosomatideos: (a)
diminuicdo e fragmentacdo da cobertura vegetal original, resultando em um maior
contato entre os animais silvestres e 0s animais domésticos/humanos, (b)
modificagdo na ecologia do vetor, do parasito e de seu hospedeiro, e (c) uma
situacdo ambiental das areas periurbanas semelhante ao meio rural, consequéncia
da ocupacédo humana desordenada na periferia das cidades. Um aspecto importante
a ser considerado diz respeito as espécies de mamiferos silvestres sinantrépicos e
seu contato com animais domésticos e peridomiciliares. Deste modo, em areas
endémicas, casos humanos podem se originar a partir da expansdo de um foco
zoonotico residual (Ashford, 1996).

1.4 - Trypanosoma evansi

Trypanosoma evansi € um flagelado da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e esta classificado na Secao Salivaria (Hoare, 1972), em funcao
do modo inoculativo de transmissdo. Quatro subgéneros séo reconhecidos na Secao

Salivaria:  Nannomonas, Duttonella, Picnomonas e Trypanozoon, que inclui
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Trypanosoma evansi. Ao contrario dos tripanosomatideos da Secdo Stercoraria
(transmitidos por contaminacdo) que nao sao considerados patogénicos para o
hospedeiro mamifero, com excecdo de Trypanosoma cruzi, os Salivarios podem
causar patologias graves tanto em animais domeésticos como silvestres, além dos

dois tipos da Doenca do Sono humana.

Alguns autores sugerem que T. evansi tenha se originado de T. brucei na Africa
tropical, pois T. brucei tem ampla distribuicdo entre animais domeésticos e silvestres
da Africa sub sahariana e ambos s&o proximos filogeneticamente. Dai, através de
camelos infectados T. evansi teria sido disseminado para o norte deste continente. A
perda dos maxicirculos por uma determinada subpopulacdo de T. brucei teria
resultado na incapacidade de evoluir nas Glossinas, e na consequente adaptacdo a
transmissdo mecanica, ampla dispersdo e especiacao de T. evansi (Lun ,Desser,
1995).

A introducdo de T. evansi no Continente Americano supostamente aconteceu no
século XVI através da chegada de cavalos infectados trazidos pelos colonizadores
espanhadis. Alguns aspectos nos permitem sugerir que a introducéo de T. evansi na
Ameérica possa ter sido muito anterior. Vale lembrar que tripanosomatideos de
mamiferos sdo amplamente distribuidos e podem ja ter parasitado os mamiferos
primitivos que migraram e se dispersaram pelas Américas, tais como 0s roedores
caviomorfos (Flyn , Wyss, 1998). Cavalos infectados teriam que suportar uma
viagem que, na época da colonizacdo, demorava em torno de trés meses e era feita
em condicbes extremamente precarias reduzindo a capacidade destes animais
controlarem a infeccdo. Por outro lado, a capivara é considerada um excelente
reservatorio de T. evansi, pois este roedor caviomorfo mantém o parasitismo por

longo tempo, sem sinais de doenca (Franke et al. 1994).

Os aspectos expostos acima sugerem que talvez T. evansi tenha entrado no
continente Americano muito antes da colonizagdo, com roedores caviomorfos
infectados vindos da Africa (Araujo et al. 2003, Herrera et al. 2004). Neste caso, T.

evansi teria inicialmente estabelecido um ciclo silvestre e com a colonizacdo de
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espécies de roedores que se tornaram sinantropicos, estabeleceram um ciclo

domiciliar de transmissao.

Na América do Sul, o parasito adaptou-se a mais um vetor, além das moscas do
género Tabanus sp. e Stomoxys sp.: 0 morcego hematéfago Desmodus rotundus. O
primeiro caso de infeccdo natural por T. evansi em morcegos foi relatado por
Johnson em 1936. Os tripanosomas penetram na mucosa oral dos morcegos e a
partir dai se estabelecem na corrente circulatoria (Hoare, 1972). As membranas da
mucosa permitem ao parasito passar em ambas as dire¢cdes 0 que permite tanto a
infecdo quanto a inoculacdo do parasito. A tripanosomiase por T. evansi em

Chiroptera pode ser letal ou crénica.

O ciclo biolégico de T. evansi, ndo inclui morfogénese no vetor nem pleomorfismo na
corrente circulatéria no mamifero. Esta espécie dificimente é cultivada em meio
axénico, e ainda restam muitos aspectos biolégicos e bioquimicos a serem
esclarecidos. O parasito ndo invade células desenvolvendo-se exclusivamente no
sangue e linfa podendo nas fases tardias da infecgdo ultrapassar a barreira
hematoencefalica o que resulta nos sinais neurolégicos tao tipicos da doenca

causada pelo subgénero Trypanozoon.

De todas as espécies de tripanosomas, T. evansi € a que tem a mais ampla
distribuicdo geografica e o maior espectro de hospedeiros. Embora a associagao
entre a perda dos maxicirculos do kDNA com esta ampla distribuicdo seja ainda
bastante discutida, o fato € que auséncia de maxicirculos vem sendo observado em
todas as cepas examinadas (Borst et al. 1987, Songa et al. 1990, Artama et al. 1992,
Lun et al. 1992).

Em areas enzooticas para T. evansi a parasitose pode se apresentar com quadros
fulminantes, com poucos dias de duracdo, sindromes brandas ou até formas
assintomaticas. Nessas areas 0s hospedeiros susceptiveis sobrevivem muitas vezes
infectados durante anos, exibindo baixos niveis de parasitemia, sendo comuns
surtos epizooticos envolvendo animais domésticos e silvestres (Luckins, 1988,
Payne et al. 1991a, 1991b, 1991c). Em condi¢cdes experimentais, roedores (Rattus

rattus, Mus musculus e Thrichomys spp.) sdo extremamente sensiveis. As ondas de
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parasitemia e remissdes, tipicas dos salivarios, podem ser observadas
(principalmente em R. rattus) mas o animal ndo consegue manter o controle da
populacdo parasitaria e morre sempre com parasitemias extremamente altas — que
alcancam até 10° flagelados/ml (Menezes et al. 2004 e A.M. Jansen comunicacio

pessoal).

No Brasil a tripanossomiase por T. evansi € encontrada particularmente na regido do
Pantanal Matogrossense onde a doenca tem carater epizodtico afetando equinos
(localmente chamada de “Mal de cadeiras”), bovinos, caes, capivaras (Hydrochaeris
hydrochaeris), quatis (Nasua nasua) e pequenos mamiferos (Franke et al. 1994,
Silva et al. 1995, Herrera et al. 2004). Durante muitos anos, a equinocultura se
tornou quase impossivel tanto no Pantanal do Mato Grosso quanto na llha de
Maraj6, ambas localidades de criacdo de gado em regime extensivo que depende
basicamente de cavalos. Os prejuizos econémicos resultantes dos surtos do Mal de
Cadeiras séo significativos uma vez que a doenca apresenta um alto grau de

letalidade.

No Pantanal, por ser uma area grande caracterizada por 11 ecorregides bastante
distintas (Silva , Abdon, 1998) a enzootia por T. evansi pode apresentar distintos
perfis. Assim, as populacdes de hospedeiros susceptiveis em diversos locais no
Pantanal, poderdo apresentar diferencas em relacao a prevaléncia e quadro clinico.
Em situagbes em que animais infectados movem-se para outras regides o numero
de casos pode aumentar rapidamente e resultar em surtos epizoéticos, seguidos do
desenvolvimento de portadores assintomaticos nos animais que conseguem

sobreviver a fase aguda (Herrera et al. 2004, 2005).

Assim, o entendimento do papel que as espécies hospedeiras desempenham na
rede de transmissdo € de fundamental importancia na definicdo de um plano de
manejo. Frequentemente os animais domésticos (principalmente os caes) podem
atuar como reservatérios o que resulta em que o contato destes com animais
silvestres possa facilitar a disseminacdo da parasitose para o ambiente natural
(Herrera et al. 2004).
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1.5 - Peculiaridades da transmissao de T. evansi e T. cruzi

As caracteristicas biologicas de T. cruzi e T. evansi resultam em perfis
epidemiolégicos peculiares, expressas por distintas estratégias de transmissao
vetorial e particularidades na interacdo com o hospedeiro mamifero. Uma das
principais diferengas entre as duas espécies de parasitos é o polimorfismo de T.
cruzi observado conforme a etapa de seu ciclo de vida e tecidos infectados, além da
expressiva heterogeneidade genética. T. evansi € monomorfico e quase que
exclusivamente sanguicola e até o presente, considerado como um taxon
homogéneo. Ao infectar tecidos, T. cruzi por ser intracelular, evade do sistema
imune do hospedeiro, mantendo um reservatério de parasitos em determinados
tecidos, que servem de fonte de producdo de formas tripomastigotas infectantes

presentes no sangue.

T. evansi que se encontra quase que exclusivamente no sangue, apresenta como
mecanismo de escape uma camada externa de glicoproteinas que o parasito
substitui sequencialmente. Cada novo tipo de glicoproteina de superficie que é
expresso, as VSGs (variant surface glycoprotein) elicita do hospedeiro mamifero
uma resposta imune humoral como se fosse uma primoinfecgédo. Esta expressao
seriada de glicoproteinas de superficie resulta nas ondas e remissfes da

parasitemia, tdo caracteristicos dos salivarios.

Uma segunda caracteristica que difere entre os dois parasitos € o fato de T. cruzi
infectar e se multiplicar no vetor, e ser transmitido por toda a vida e por todos os
estagios do inseto. Por outro lado, o vetor de T. evansi s0 ir4 transmiti-lo enquanto
os tripanosomas presentes no aparelho bucal da mosca estiverem vivos. Deste
modo, a transmissdo mecanica de T. evansi depende de parasitemias mais altas do
que T. cruzi, pois 0s poucos tripanosomas inoculados pelo vetor tém que ser
capazes de se multiplicar rapidamente para que a infecgcdo seja bem sucedida e

assim manter o ciclo do parasito.

10
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Adicionalmente, o0s vetores destes tripanosomas apresentam caracteristicas
comportamentais distintas. Enquanto as moscas do género Tabanus tém preferéncia
por habitats abertos tipo campo limpo, principalmente préximo a areas alagadas ou
corpos d’agua, as principais espécies de triatomineos locais (Triatoma sordida,
Panstrongylus  geniculatus e Rhodnius neglectus) sdo  encontrados
preferencialmente em areas de mata (Carcavalho et al. 1999). Assim, seria de se
esperar que encontrdssemos um maior numero de animais infectados com T. cruzi
em éareas florestadas, enquanto que T. evansi deveria ser encontrado mais

frequentemente em animais de areas abertas.

Outra caracteristica importante que difere os dois taxa de vetores esta relacionada
ao comportamento e vulnerabilidade a predacdo dos mesmos. Triatomineos, embora
alados, sdo menos ageis que as mutucas, deslocam-se pouco provavelmente sao
facilmente predados. Por outro lado, as mutucas (Tabanidae) interrompem
frequentemente seu repasto sanguineo sobre um hospedeiro para continuar sobre
outro, 0 que otimiza a transmissdo mecanica no caso do T. evansi. Como 0s
Tabanideos transmitem T. evansi mecanicamente, a transmissao deste parasito sera
dependente da mosca ter sua alimentacdo interrompida e em seguida escolher um
segundo animal para se alimentar, caso contrario os parasitos presentes no aparelho

bucal da mosca néo sobreviverao e portanto nao seréo transmitidos.

1.6 - O diagnostico da infecgcao por T. cruzi em animais silvestres e

sua interpretacéo

A metodologia utilizada para o diagnostico da infeccao por T. cruzi é baseada em

trés técnicas:

1) Exame a fresco do sangue em microscopia Optica e, no caso dos géneros
Didelphis sp., também pelo exame da secrecdo da glandula anal. Os exames a
fresco, quando positivo, mostram que o animal apresenta alta parasitemia, ou seja,
alta transmissibilidade. Um exame a fresco de sangue positivo equivale a uma
concentracdo minima de 10° flagelados por ml, devido ao volume médio da amostra

de sangue examinada.

11
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2) Hemocultura: Trata-se de um méetodo de amplificacdo do parasito, hemoculturas
positivas também evidencia parasitemia importante, ou seja, alta transmissibilidade.
Isto porque sao inoculados cerca de 0,3 mL de sangue no meio e para resultado
positivo teria que haver no minimo um parasito nesta amostra, resultando em uma

concentracdo minima de 3 parasitos /mL de sangue.

3) Sorologia: O diagnostico soroldgico, ou seja, a pesquisa de anticorpos
especificos. Sorologia positiva sinaliza que os animais foram expostos a infeccao.
Animais com sorologia positiva e provas parasitolégicas (exames de sangue a fresco
e hemoculturas) negativas indicam que os mesmos foram expostos a infec¢cdo, mas

a transmissibilidade do parasito ao vetor € baixa.

Assim a interpretacdo dos resultados, ou seja, o entendimento do eventual papel
desempenhado pelo hospedeiro na cadeia de transmisséo devera ter como base os
distintos perfis da infeccéo no seu habitat no sentido de compreender o cenario onde
esta ocorre. Os dois primeiros testes diagnosticos, quando positivos (principalmente
0 primeiro), demonstram uma alta parasitemia no animal em questéo, o que significa
uma alta chance de transmisséo vetorial. S&0 provas muito especificas, porém,
pouco sensiveis — sua importancia reside em detectar animais que além de
infectados representam fonte de infec¢do para o vetor. O teste sorolégico aponta
para a exposi¢cao do animal a infec¢do. Portanto, um animal no qual apenas o teste
soroldgico resultou positivo, demonstra estar exposto ao ciclo de transmisséao, é um
hospedeiro do parasito, mas ndo esta envolvido com a amplificacdo das populacfes

parasitarias, pois seu potencial de transmissibilidade ao vetor € baixo.
1.7 - O diagnéstico da infeccdo por T. evansi em animais silvestres

Uma vez que T. evansi ndo é cultivavel em laboratério, o diagndstico da infeccéo e a
avaliacdo da parasitemia sao realizados por exame de sangue a fresco por um
método de enriquecimento (método de Strout) que, caso positivo, demonstra uma
parasitemia a partir de 10° flagelados por ml de sangue, assim como para T. cruzi.
Do mesmo modo que para T. cruzi o exame soroldgico indica exposicdo do animal

ao parasito, mas nao o grau de infectividade ao vetor.
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1.8 - Parasitismo e a Interacao Parasito-Hospedeiro

As interacdes parasito-hospedeiro se modificam de acordo com o ambiente do
parasito e o ambiente do hospedeiro. O ambiente do parasito € o hospedeiro que
sofre diretamente as alteragdes ambientais causadas por humanos, principalmente
para fins de habitacdo ou producdo agropecuéria. Estas alteracfes, quando causam
um impacto negativo a saude dos hospedeiros, podem resultar na amplificacdo, ou
aumento populacional, de um determinado parasito. No caso de parasitos de sangue
generalistas, como tripanosomatideos de mamiferos, a amplificacdo dos mesmos
aumenta a probabilidade de transmisséo vetorial. Este aumento representa por sua
vez, um risco a saude humana e de animais domeésticos e silvestres, sendo a
situacdo agravada para as espécies de distribuicdo restrita ou que possuam

pequenas populacdes (Anderson, 1979, Lyles , Dobson, 1993, Daszak et al. 2000).

A amplificacdo dos parasitas em um hospedeiro é também fungéo da viruléncia do
parasito, termo utilizado aqui para expressar a taxa de proliferacdo do parasito em
um hospedeiro. A viruléncia de um parasito pode estar ou ndo associada a
patogenicidade sofrida pelo hospedeiro e também a transmissibilidade do parasito.
Neste sentido, a interpretacdo das consequéncias da viruléncia e patogenicidade em
um determinado sistema parasito-hospedeiro tém seguido duas hipdteses nao
mutuamente excludentes: (a) parasitos sdo sempre patogénicos, espoliando e/ou
lesando seus hospedeiros em um maior ou menor grau, e (b) um sistema parasito-
hospedeiro tende, ao longo do tempo, a reducdo na patogenicidade causada pelo
parasito, atingindo um equilibrio onde a interacdo seria transformada em
mutualismo. Contudo, recentemente vem sendo considerado que a viruléncia pode
ser, e as vezes €, uma caracteristica vantajosa para o parasito (Poulin , Combes,
1999).
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No entanto, muitas outras variaveis devem ser levadas em consideracdo antes que
se possam tracar hipoteses sobre a origem ou o provavel prognostico de um dado
sistema parasito-hospedeiro. Tais como 0s mecanismos de defesa do hospedeiro e
mecanismos de evasao desenvolvidos pelos parasitos, a composi¢cdo e estrutura
populacional da espécie do parasito, a presenca de outra espécie de parasito no
mesmo hospedeiro que poderia resultar em competicdo ou em facilitagdo, em
diminuicdo ou potencializacdo da patogenicidade, o modo de transmissdo do
parasito, se vertical (entre espécies distintas) ou horizontal (dentre individuos de
uma mesma espécie), direto ou vetorial deve ser considerado, ja que a viruléncia
e/ou patogenicidade podem ser favorecidos em um caso e ndo no outro. Além de
fatores mais sutis como a alteracdo causada por parasitos no comportamento do
hospedeiro, podendo torna-lo mais suscetivel a predacéo (Poulin , Thomas, 1999).

A resultante de todas estas variaveis dentro de um determinado cenario é que vai
definir a permanéncia ou eliminacdo de um dado sistema parasito-hospedeiro, ou
seja, é dificil avaliar a antiguidade de um sistema parasito-hospedeiro com base
apenas na viruléncia, uma compreenséao detalhada da biologia e do ciclo de vida do

parasito sdo fundamentais antes de qualquer interpretacéo nesta direcéo.

Em parasitos eurixenos (ecléticos), como é o caso de T. cruzi e T. evansi, uma alta
viruléncia é certamente vantajosa devido a estratégia de transmissdo vetorial,
principalmente no caso de T. evansi, pois, devido a transmissdo mecanica, uma alta
populacdo parasitaria circulante aumenta a probabilidade de ser transportado
(transmitido) a um novo hospedeiro. Nestes casos, ainda que a parasitemia esteja
positivamente associada a patogenicidade, a viruléncia pode ser considerada como
uma caracteristica vantajosa, pois mesmo que uma alta parasitemia resulte na morte
do hospedeiro infectado estes parasitos podem ser transmitidos por via oral
(predacado). Vale mencionar que T. evansi € um parasito extremamente eclético e
amplamente distribuido apesar de seu potencial de viruléncia e patogenicidade:
lesbes importantes ja foram descritas em quatis (Herrera et al. 2001) e capivaras,

(Franke et al. 1994) considerados seus “reservatorios naturais”.

14



Rademaker, V (2010) Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ Introducéo

1.9 - Hospedeiro Reservatério — defini¢cao

A importancia de compreender a ecologia das espécies animais que estado incluidas
na rede de transmissdo de um determinado parasito bem como o papel que
desempenham nesta como forma de prevenir zoonoses vem sendo reconhecida
atualmente (Ashford, 1996, Ostfeld , Keesing, 2000, Randolph et al. 2001, Swinton et
al. 2001, Noireau et al. 2009). Este interesse vem aumentando em fungcdo do
aumento nos ultimos anos de “novas doencas” ou de doencgas consideradas
controladas, assim chamadas respectivamente de Doencas Emergentes e Re-

emergentes.

Embora a maioria dos autores ainda direcione a definicdo reservatério como a
espécie animal que, na natureza, € fonte de infeccdo de parasitos para humanos e
animais domésticos, suportando o parasitismo sem danos (Ashford, 1997, Swinton et
al. 1998, Swinton et al. 2001), novas conceituacfes vem sendo propostas. Isto
porque a interacdo reservatorio-parasito € considerada um sistema complexo, na
medida em que é multifatorial, imprevisivel e dinamico, formando uma unidade
biolégica que estd em constante mudanca em funcdo das alteracbes do meio
ambiente. Isto significa que generalizar cenarios epidemiolégicos e medidas de
controle pode resultar no insucesso. De fato, um reservatério pode ser definido como
uma espécie ou conjunto de espécies responsaveis por manter determinado parasito
em um determinado recorte de espaco e tempo sem incluir nesta definicdo uma
espécie alvo (Ashford, 1997). Este conjunto, esta unidade biol6gica esta em
constante mudanca em funcdo dos processos coevolutivos  entre
hospedeiro/parasito/vetor, bem como das alteracbes naturais e antropicas do meio

na qual esta inserida (Ashford,1997, Haydon et al. 2002).

Estudos com hospedeiros reservatérios devem considerar as diferentes
caracteristicas epidemioldgicas e padrbes de infec¢do, os quais se modificam de
uma regidao para outra em funcéo de: (a) habitat e clima locais, (b) estratégias de
vida e ciclo reprodutivo dos hospedeiros vertebrados, (c) presenca, habitos e

capacidade vetorial do hospedeiro invertebrado, (d) peculiaridades da interacao
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parasito-hospedeiro e (e) conjugacao de todos esses fatores num mesmo intervalo

de tempo e espaco (Ashford, 1997, Roque et al. 2005).

Para definir uma determinada espécie animal como reservatério de um determinado

parasito, sdo necessarios determinar 0s seguintes parametros:

1) Distribuicdo geografica do hospedeiro: define a area maxima de ocorréncia da
parasitose. Interpretacdes epidemiologicas equivocadas podem surgir a partir de

dados taxonGmicos imprecisos.

2) Perfil de infeccdo e sua distribuicdo na area de ocorréncia dos hospedeiros: A
prevaléncia da infeccdo na populacdo de reservatorios pode ser muito alta em
algumas localidades e muito baixa em outras areas, que podem inclusive estar bem
proximas. E possivel que parasitos sejam extintos periodicamente em uma
determinada populacdo de reservatérios e seja reintroduzida algum tempo mais
tarde. A dindmica e os fatores que controlam estes processos sdo ainda
desconhecidos, mas indicam que o estudo longitudinal é fundamental para

esclarecer o padrdo temporal e espacial da parasitose.

3) Analise regional do parasito e reservatorios em distintos ecossistemas dentro de
um mesmo bioma: Indica o grau de generalismo ambiental do hospedeiro e,
consequentemente, o risco de “spillover” da parasitose - a infeccdo de novos
hospedeiros por um parasita, 0s quais nao fariam parte do ciclo de transmissao do

mesmo,

4) Prevaléncia da infeccdo entre as distintas composicbes demogréaficas dos
hospedeiros: Com esta informacdo é possivel determinar se a infeccdo esta
acontecendo (caso esteja em altos indices em animais jovens). Tomando como
exemplo (a) os gambas: estes sdo descritos como animais ndmades, no entanto, 0s
machos tém um comportamento nbmade muito mais acentuado do que as fémeas.
(b) primatas: vivem em grupos e tem um comportamento territorialista. As taxas de

infeccdo podem variar entre 0s grupos, sendo outro aspecto a ser considerado.
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5) Dinamica das populacfes de hospedeiros no tempo: Estudos longitudinais para:
a) identificar os efeitos de um determinado parasito na populacdo e/ou individuo. b)

flutuac&o sazonal c) estabilidade da infeccdo d) transmissibilidade.

1.10 - Bioindicadores

Pequenos roedores e marsupiais sdo considerados bons bioindicadores ambientais
por: (i) apresentarem popula¢cdes numerosas, (ii) possuirem ciclo de vida curto, (iii)
serem encontrados em todos os biomas e habitats — naturais e modificados, (iv)
suas densidades sédo dependentes do habitat. Todos esses fatores associados
fazem com que respondam rapidamente a alteracdes ambientais (Epstein et al.
1997). Eles séo ainda presas importantes para a maioria dos carnivoros de pequeno

e medio porte, 0 que potencializa a transmisséo de tripanosomatideos.

Interessante notar que as comunidades com reduzidas espécies de hospedeiros
tendem a apresentar alta abundancia relativa de pequenos mamiferos generalistas
na sua composicao faunistica. Neste cenario caso alguma espécie generalista
apresente alta competéncia em manter e amplificar um determinado parasito é de
esperar a ampliacdo do ciclo de transmisséo deste, ou seja, 0 aumento de risco de
“spillover”. Ao contrario, em comunidades com alta riqueza faunistica, onde espécies
animais com distintas competéncias em amplificar a populacdo do parasito em
guestdo sdo encontradas, a transmissdo se mantera em niveis mais baixos uma vez
gue a transmissao incluirda espécies com diferentes graus de competéncia para
ampliar a populacdo do parasito em questdo. Em um cenério deste tipo, a
prevaléncia da infeccdo na populacdo de vetores diminui e consequentemente

também a transmisséo do parasito - efeito diluidor (Ostfeld , Keesing, 2000).
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1.11 - Parasitos como reguladores de populagdes de

mamiferos

Os parasitos podem atuar como reguladores das populagdes hospedeiras de acordo
com a sua capacidade de modificar direta ou indiretamente a longevidade e/ou a
fecundidade do hospedeiro (Anderson , May, 1978, May , Anderson, 1978, Gulland,
1995). Inicialmente, acreditava-se que 0s impactos dos parasitos sobre seus
hospedeiros estavam relacionados apenas a mortalidade dos individuos na
populacdo. No entanto, infeccdes moderadas, atuam mais como fator de morbidade
do que mortalidade do hospedeiro e assim causar a desestabilizagéo populacional.

A morbidade induzida por parasitos reduzem a condicdo corporal (Tompkins et al.
2001, Stien et al. 2002) e, consequentemente, a reproducdo do hospedeiro
(Hudson,1986, Vandegrift et al. 2008). Em alguns casos, o parasito pode causar
mudancas de comportamento ou na aparéncia do hospedeiro de modo a facilitar a
predacdo e, assim, a transmissdo ao hospedeiro definitivo (Moore, 1984, Dobson,
1988, Hudson et al. 1992).

A extensdo destes efeitos pode ser influenciada pela idade (Woolhouse, 1998,
Cattadori et al. 2005), sexo ou estado reprodutivo (Klein, 2004, Coe et al. 1988),
estado nutricional e/ou de saude do hospedeiro (Wakelin et al. 2002, Scheuerlein ,
Ricklefs, 2004), ou mesmo por caracteristicas intrinsecas ao parasito, tais como
gendtipo, intensidade de infeccdo e/ou mutualismo ou competicdo entre parasitos
(Cox, 2001, Poulin, 2001, Lello et al. 2004, Crossan et al. 2007).

O conhecimento sobre parametros parasitolégicos, como prevaléncia, incidéncia e
carga parasitaria, € necessario, mas nao suficiente, para identificar os parasitos de
maior importancia na regulacdo populacional. Isto porque parasitos altamente
prevalentes podem nao produzir efeitos populacionais, enquanto que agueles menos
prevalentes podem ter impactos significativos (Tompkins et al. 2002). Parasitos que
influenciam na dindmica populacional dos hospedeiros sdo possivelmente aqueles
capazes de induzir morbidade, causando alteracbes nos parametros de saude e
consequentemente sucesso reprodutivo ou a longevidade do hospedeiro.
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A avaliacdo do efeito de um parasito no estado de saude do hospedeiro é
especialmente complexa ao se estudar espécies silvestres em ambientes tropicais.
Nestas regifes, sdao comuns parasitos multi-hospedeiros e hospedeiros multi-
parasitados. Por isso, determinar o efeito de um parasito na saude do hospedeiro
pode ser confundido por infeccdes concomitantes por outros parasitos, ou seja, pela
interacdo entre os dois ou mais parasitos em um mesmo hospedeiro (Pedersen ,
Fenton, 2007).

Neste sentido, pouco se sabe sobre quais os efeitos das infec¢gbes por helmintos, e
das interacbes com outros parasitos, nos parametros fisiologicos, sobrevivéncia e
reproducdo de seus hospedeiros e como estes efeitos podem influenciar as

populacdes hospedeiras de vida livre.

1.12 - O Ambiente: O Pantanal

O Pantanal brasileiro é considerado a maior planicie inundavel continua do planeta
com cerca de 140.000 Km? em territorio brasileiro (Silva , Abdon, 1988). Este
ecossistema esta localizado no centro da América do Sul, na Bacia Hidrografica do
Alto Rio Paraguai. O clima da regido € tropical semiimido com temperatura média
anual de 25° C, sendo que as maximas absolutas ultrapassam 40° C e as minimas

absolutas estdo proximas de 0° C (Calheiros , Fonseca Jr., 1996).

O Pantanal apresenta grande complexidade de habitats, na medida em que inclui 11
ecorregidoes bastante distintas. Sua fauna e flora sdo influenciadas por quatro
biomas distintos: Amazobnia, Cerrado, Mata Atlantica e Chaco. Devido as
caracteristicas geoldgicas, geomorfoldgicas e climaticas, em conjunto com as
variacfes hidrologicas sazonais, formam-se no Pantanal regifes distintas quanto a
duracdo e altura das inundacdes (Brasil, 1974). A paisagem é formada por um
mosaico de Baias (lagoas de agua doce), Salinas (lagoas de &agua salobra),

manchas de vegetacao florestal, campos e varzeas e rios (Figura 2)
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7

A pecuaria extensiva € uma pratica antiga na regido, e tornou-se a principal
atividade econdmica, embora o turismo pesqueiro seja também uma pratica bem
difundida, e atualmente o turismo ecolégico venha crescendo na regido. A criacdo de
gado no Pantanal iniciou-se no século XVIII, originalmente com o “gado pantaneiro”
o qual foi substituido gradualmente pelo zebu no século XX com predominio atual da
raca Nelore. Atualmente a populacdo de bovinos no Pantanal chega a
aproximadamente quatro milhées (Abreu et al. 2000).

Figura 2 — Vista geral da paisagem de uma area tipica do Pantanal brasileiro.
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Inicialmente a criacdo extensiva contava principalmente com as pastagens naturais,
as quais vém sendo substituidas por gramineas exaticas de maior valor nutritivo. As
atividades tradicionais relacionadas ao manejo do gado incluem queimadas,
desflorestamento e um decréscimo na qualidade do habitat diretamente relacionado
a altas densidades de gado. Estas atividades causam um disturbio no ecossistema

influenciando assim nas relagdes inter e intraespecificas.

Tanto a criacdo de gado como o regime de inundacdo anual sdo fatores que
influenciam na ecologia das espécies encontradas na regido do Pantanal. O maior
adensamento das populacdes animais na estacao cheia causaria por sua vez uma
maior competicdo intra e interespecifica. Isto significaria para roedores e marsupiais
uma maior pressao de predacdo e maior competicdo por ninhos e territorios. Por
outro lado, nesta estacdo ocorre também uma maior producdo de frutos e maior
abundancia de inseto, 0 que pode por sua vez diminuir a competicao intraespecifica
e predacdo por parte de carnivoros com dieta onivora, além de aumentar a infec¢ao

por parasitos transmitidos por vetores.

Durante a estagdo seca a densidade animal diminui, porém, diminuem também a
disponibilidade de frutos e agua. Deste modo, aumenta a competicdo intra e
interespecifica por agua e recursos alimentares, diminuindo a competicdo por
ninhos. As fontes de dgua e recursos alimentares como o acuri, palmeira que frutifica
0 ano inteiro, tornam-se pontos de encontro entre individuos da mesma e diferentes
espécies e potencialmente em “hotspots” para a transmisséo intra e interespecifica

de parasitos diretamente transmissiveis e transmitidas por insetos.

Adicionalmente a criac@o extensiva de gado coloca humanos e animais domeésticos
e silvestres em maior contato, possibilitando introducdo de parasitos exoéticos nas
populacdes naturais e, por outro lado, a emergéncia de novos parasitos nas
popula¢cées humanas e de animais domeésticos. Por estes motivos, o Pantanal torna-
se uma area com caracteristicas Unicas que influenciam tanto a ecologia de

espécies naturais e domesticas quanto a transmisséao e disseminacao de parasitos.
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1.13 - Area de estudo: Fazenda Alegria e Fazenda Rio Negro

A Fazenda Alegria (FA), com cerca de 20 mil hectares, foi fundada em 1990 e
atividade econdmica da propriedade € a pecuaria extensiva tradicional, com o
manejo de gado baseado na rotacdo das pastagens nativas, com a utilizagdo do
fogo no manejo das pastagens. Esta situada em uma regido sem influéncia de rio,
onde a area florestada € naturalmente menor do que na area da Fazenda Rio Negro
(FRN). Durante a época de cheia, grande parte da area de pastagem fica inundada.
Vale ressaltar, a criacdo de gado mantém uma mesma densidade de gado por

invernada, area cercada destinada a uma parte do gado.

A Reserva Patrticular do Patriménio Natural (RPPN) Fazenda Rio Negro, pertencente
a ONG ambientalista Conservacao Internacional do Brasil (Cl-Brasil) € situada no
Pantanal sul-matogrossense, e possui uma area aproximada de 7.000 hectares
(Amaral , Silva, 2007). Esta fazenda abriga uma paisagem natural bem preservada e
de grande riqueza bioldgica. Sua area sofre influéncia do Rio Negro, e possui
centenas de lagoas de agua doce (baias) e alcalina (salinas) em toda sua extensao.
A éarea florestada é naturalmente maior do que na FA. Entre seus principais objetivos
estdo a protecao de espécies ameagadas e a manutencao dos processos ecoldgicos
na regido. As principais atividades desenvolvidas nesta fazenda s&o a protecgao,
pesquisa e monitoramento da biodiversidade e dos processos ecologicos, além da
visitacdo com finalidades contemplativa e cientifica. Nesta fazenda assim como em
outras no Pantanal Sul-matogrossense, a pecuaria extensiva foi dando espaco ao
ecoturismo, devido a reducao dos lucros com a pecuaria extensiva. Na fazenda Rio
Negro, 0 ecoturismo comecou a substituir a criacdo de gado em 1989, sendo a
RPPN criada em 2001, ap6s a compra pela referida ONG (Amaral , Silva, 2007).
Desde entdo a abundancia do gado bovino foi sendo reduzida ao ponto de servir
apenas para suprir a necessidade de carne na fazenda. Durante o periodo de
estudo, a criacdo de gado estava presente em areas delimitadas, sendo a
abundancia do gado muito reduzida em relagcdo as fazendas onde a principal

atividade é a pecuéria extensiva.
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1.14 - Justificativa

A diminuicdo e fragmentacdo da cobertura vegetal original a perda de habitats e
consequente perda da biodiversidade sdo consequéncias imediatas do constante
crescimento das cidades e da expansdo da atividade agropastori. Como
consequéncia pode-se esperar um uma modificacdo na ecologia das espécies
remanescentes que incluem também seus parasitos bem como um maior contato
entre os animais silvestres e animais domésticos/humanos. Reconhecer estas
alteracdes e suas consequéncias é necessario para o estabelecimento de planos de
manejo. As informacdes sobre hospedeiros de parasitos sdo em geral verticais e
pontuais, ndo consideram condi¢cdes epidemiologicas regionais e nao incluem o
carater temporal e espacial dos aspectos ecologicos e parasitologicos relacionados

as espécies de mamiferos silvestres locais.

A emergéncia e re-emergéncia da doenca de Chagas e os diversos fatores que
regulam os surtos de “Mal de Cadeiras” vem demonstrando o quanto sédo complexos
os ciclos de transmisséo desses flagelados e evidenciando que numerosos elos da
cadeia de transmissao deste Trypanosomatidae ainda sdo desconhecidos (Jansen
et al. 1999, Herrera et al. 2004, Herrera et al. 2005, Noireau et al. 2009).

Portanto, o objetivo desta tese foi fornecer dados a cerca do ciclo de transmissao de
T. evansi e T. cruzi em pequenos roedores e marsupiais no Pantanal. Para isso,
analisamos como alteragbes ambientais causadas pelo homem podem influenciar
nos perfis de infeccdo por estes tripanosomas, através da comparacdo da
diversidade de roedores e marsupiais e perfil de infecgcdo entre uma area de reserva
e uma area de pecuaria extensiva no Pantanal (Capitulo 1). Analisamos ainda o
impacto da infecgdo natural por dois tripanosomatideos em trés espécies de
roedores silvestres (Capitulo 2) e avaliamos a relagdo entre este impacto e o papel

destes hospedeiros na manutencao destes tripanosomas nas areas estudadas.
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Além destes capitulos, encontram-se em anexo um artigo (Anexo 2) e informacdes
sobre infec¢des helminticas em Thrichomys pachyurus (Anexo 3). Estes anexos
representam a fase inicial da continuidade dos estudos sobre o parasitismo em
roedores e marsupiais no Pantanal e sobre a interacdo entre parasitos, realizado por
nosso grupo de pesquisa. O Anexo 2 consiste em um artigo com a identificacdo das
espécies de helmintos de T. pachyurus, este roedor foi escolhido por ser uma das
espécies com maior prevaléncia da infeccdo por T. evansi e por ser encontrado em
diversos tipos de habitat no Pantanal. Em seguida, no Anexo 3, apresentamos
algumas informacdes sobre o ciclo de vida e patogenicidade destes helmintos, assim
como a descricdo de alguns resultados preliminares a cerca de estudos em
preparacdo sobre o impacto dos helmintos em T. pachyurus e possiveis interacdes
entre alguns de seus parasitos. Estes resultados constituem um primeiro passo para
compreender posteriormente a importancia de infeccdes concomitantes como
moduladores do perfil da infeccdo por T. cruzi e/ou T. evansi, ou seja, da

transmissibilidade destas duas espécies de tripanosomatideos.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar o papel dos pequenos roedores e marsupiais na
manutencdo do ciclo de transmissdo de T. cruzi e T. evansi no Pantanal Sul-
Matogrossense e determinar os fatores que influenciam no perfil da infeccdo destes
tripanosomatideos nos hospedeiros estudados.

2.1 - Objetivos especificos

1. Avaliar o impacto da pecuéaria extensiva na diversidade de espécies de
pequenos roedores e marsupiais no Pantanal (Capitulo 1).

2. Avaliar o impacto da pecuaria extensiva nos perfis de infeccéo por T. evansi e
T. cruzi no Pantanal (Capitulo 1).

3. Avaliar o impacto da infeccao por T. cruzi e T. evansi na saude dos roedores
no Pantanal e suas consequéncias para a transmissao e manutencéo destes

parasitos no meio silvestre e doméstico (Capitulo 2).
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Variables that modulate the spatial distribution
of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma evansi

in the Brazilian Pantanal.

H.M. Herrera, V. Rademaker, U.G.P. Abreu, P.S. D’Andrea ,

A.M. Jansen.

Artigo Publicado na Acta Tropica, 102 (2007): 55-62.
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Abstract

An evaluation was made on how the landscape and cattle ranching affect the transmission cycles and the patterns of tripanosomatid
infection (Trypanosoma cruzi and Trypanosoma evansi) of small wild mammals in the Pantanal. This region comprises a large natural
environment with a multiplicity of habitats, wide variety of biodiversity besides the presence of livestock. T. cruzi and T. evansi
infections were evaluated by parasitological and serological methods in one preserved and one cattle ranching area. The diversity of
the small mammal fauna showed to be the same in the two studied areas, however, their relative abundance was different. Distinct
enzootiological scenarios of both trypanosomatids could be observed. Transmission of 7. cruzi occurred mainly in forested areas,
in the two study areas, while 7. evansi occurred dispersed among all habitats studied in the unpreserved area. The arboreal rodent
Oecomys mamorae, the most abundant species in both areas, displayed high 7. cruzi and T. evansi serum prevalence and parasitemias.
Also, the caviomorph rodent Thrichomys pachyurus was shown to be an important host due to its expressive relative abundance,
prevalence of infection by both trypanosomatid species and a broad range use of habitats. The role of the small mammal fauna in the
transmission cycle of both trypanosomes species seems to be distinct according to land use since we found a broad range of 7. evansi
infected hosts in the preserved area in contrast to cattle ranching area and a half number of the rodents species infected with 7. cruzi
in unpreserved in comparison to protect area. The present study showed that cattle ranching in this study area did not enhance overall
prevalence of 7. cruzi infection among small wild mammals. Together with the observation that small mammals diversity in FA is
similar to RN area suggest that ranching activity may also not necessarily conduct to biodiversity loss or risk of Chagas disease.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma evansi; Pantanal; Land use; Habitats; Epidemiology

1. Introduction

The pathogenic trypanosome species in the Brazil-

* Corresponding author. Tel.: +55 21 25984324; i, Pentnal mc%Ud.e (8) Tripanosonis Griel, euological
fax: +55 21 25606572. agent of Chagas’ disease, affecting 17 million people in
E-mail address: jansen@ioc.fiocruz.br (A.M. Jansen). Latin America (Dutra et al., 2005) and (b) Trypanosoma

0001-706X/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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evansi, agent of a severe disease in horses and dogs (mal
de cadeiras or surra) which may cause severe outbreaks,
of unknown causative factors, leading to economic losses
(Silva et al., 1995). These ancient eukaryotic flagel-
lates display significantly distinct life strategies. While
T cruzi is cyclically transmitted by triatomine insects in
the family Reduvidae, T. evansi is transmitted mechani-
cally by biting flies, mainly Tabanidae. In Brazil, T. cruzi
is found in all biomes, while T evansi is prevalent mainly
in the Pantanal region. Moreover, T evansi is described
as a very homogeneous taxon while 7. cruzi is known for
its extreme heterogeneity. Paradoxically, these parasites
exhibit some very important common features: (a) both
flagelates are well adapted to broad range of mammalian
host species, (b) present complex transmission cycles,
and (c) besides vectorial infection, carnivorous activity
may also lead to transmission of both I. cruzi and T.
evansi, through the oral route (Losos, 1980; Stevens and
Gibson, 1999).

All these characteristics difficult the study of the
transmission cycle of these parasites, especially since
each biome displays its peculiar fauna, climate and
human interference pattern. Consequently, in spite of
T cruzi and T. evansi having been described almost
100 years ago and since then more than 10,000 scien-
tific studies have been carried out (mainly of T. cruzi),
and the knowledge that both represent important threats
to human and animal health, there are still unknown
aspects concerning the ecology of these two pathogenic
trypanosomatid species.

The Pantanal is a large seasonal floodplain cover-
ing about 140,000 km? in the core of South America.
Although the Pantanal is a distinct ecosystem dominated
by species of cerrado (similar to African savannahs),
it contains areas that differ in landscape and hydrol-
ogy characteristics, forming mosaics according to local
hydrological conditions, soil type, and vegetation com-
munities. The human population density is very low
(<2km™2) and the main economic activity, cattle ranch-
ing, is expressive (Adamoli, 1987). Its natural fauna
is abundant and diverse and shares of the same habi-
tat with domestic animals (Lourival and Fonseca,
1997).

Although the Pantanal region is considered a hotspot
for conservation, in the last two decades this environment
has been changed due to large development programs,
principally due to the substitution of forested areas by
exotic pasture in order to increase livestock population
(Harris et al., 2005). Environmental alteration (natural or
not) increases the contact between wildlife and domes-
tic animals and modifies the epidemiological profiles
of transmission cycles, also it is pointed as a principal
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cause for disease emergence or re-emergence (Lafferty,
1997).

In this scenario, it was decided to evaluate the influ-
ence of cattle ranching on the transmission cycles of
two pathogenic tripanosomatids, 7. cruzi and T. evansi,
kinetoplatids that occur sympatrically in the Pantanal.
Acquired information will be fundamental for livestock
and human health procedures as well as conservation
programs.

This study focused the small mammal fauna as they
are found naturally infected with both 7. cruzi and T.
evansi (Herrera et al., 2005a, 2005b), display a short
life cycle, is abundant and therefore results in a high
biomass. Moreover, they are a source of food for wild
carnivorous animals and consequently an important way
of trypanosomatid dispersion by the oral route.

2. Methods
2.1. Study areas and habitats

This study was carried out in two areas of the
southern Pantanal, distant 120km, that have distinct
particularities inreference to landscape, pattern of flood-
ing and land use: RN (Rio Negro farm—19°34'54"S
and 56°14'62'W), an official preserved area with
an intensive conservation program; and FA (Alegria
farm—19°08/28”S and 56°49'23”W), a cattle ranching
area. Weather conditions are markedly seasonal; the wet
season (November—April) is hot and humid, while the
dry season (May—October) is warm. During the wet sea-
son, many parts of open grassland change from terrestrial
habitats into aquatic ones. In the dry season, the land
dries out and only scarce pools, creeks, and some lakes
remain.

Small wild mammal fauna was trapped in seven dif-
ferent habitats. The extension and density of vegetation
of each habitat differed considerably according to the
studied areas—(a) “cerrado”: small, twisted or gnarled
trees, thinly spaced by herbaceous layers formed by
grasses and shrubs; (b) “cordilheira”: higher ground
covered by dense semi-deciduous forest, free of sea-
sonal flood; (c) “edge of cordilheira”: interface between
“corditheira” and “‘grassland”, covered principally by
dense bromeliacea bushes mixed with bushy shrubs and
vines; (d) “grassland™: open fields flooded eventually
under great inundation; (e) “edge of lakes™: covered by
grass, seasonally flooding; (f) “gallery forest”: dense
semi-deciduous forest, occurring only in the RN area
along the Negro river, seasonally exposed to the highest
flooding; (g) “peri-domicile”: human dwelling and rural
constructions.
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2.2. Capture methods

All animal procedures were in accordance to the
licenses obtained from the Brazilian Government Insti-
tute for Wildlife and Natural Resources Care (IBAMA).
Bio-security techniques and individual safety equipment
was used in all procedures involving animals and biolog-
ical samples.

The captures were performed twice a year, in wet and
dry season during 2002—2003. For the RN area, samples
were collected through two consecutive years, whereas
in FA it was done in only 1 year. We used the stan-
dard methodologies during seven consecutive trap nights
on a linear transect located inside the different habitats.
Transects had 20 trapping stations spaced 10m apart.
On each station, two traps were placed on the floor (one
Tomahawk® trap and one Sherman® trap). In forested
areas, one additional trap was placed in the understory
in each station. Traps were checked and baited daily. We
totalized 13,440 trap nights. Therelative abundance was
estimated dividing the number of individuals of a given
species by the total number of mammals captured.

The animals were tranquilized with Zoletil®50 (Vir-
bac) and marked by ear tagging. A small blood sample
was obtained by aseptic vein puncture. After these proce-
dures, the captured and recovered animals were released
in the same trapping stations at next sunrise.

2.3. Identification of small mammals

The small mammal species were identified through
morphological traits and confirmed by karyological anal-
ysis of 10 specimens of each species. These animals
where removed in areas destined specifically for that.
To obtain the cell suspension, the bone marrow is placed
in RPMI 1600 medium supplemented with 20% fetal
bovine serum, colchicine (10~°M) and ethidium bro-
mide (5 p.g/ml) during 2 h at 37 °C. After centrifugation,
a hipothonic shock is given (KCl 0.075M) for 30 min.
Afterwards a pre-fixation was done with 1 ml of Carnoy
fixative (3 methanol: 1 acetic acid) and after a second cen-
trifugation the material is fixed again with Carnoy. A new
fixation is carried out. The remaining analyses where
gently performed by Dr. C.R. Bonvicino. The slides were
prepared and for each individual at least five metaphases
were to put together and at least 10 image of metaphases
were count in an optic microscopy. The images were pho-
tographed and amplified. The karyotypes were mounted
according the crescent order autosom size and the sexual
chromosomes where put on apart from. The sacrificed
animals are being deposited as voucher specimens in the
National Museum at Rio de Janeiro.

29

2.4. Parasitological and serological tests

Trypanosome surveys were performed by serologi-
cal and/or parasitological methods. If insufficient blood
was collected, priority was given to the parasitological
tests.

The Microhematocrit centrifuge technique (MHCT)
(Woo, 1970) was carried out for 7. cruzi and T. evansi.
Hemoculture (HC) was performed for 7. cruzi: two tubes
containing NNN medium with a liver infusion trip-
tose overlay were each inoculated with 0.2 ml of blood
from each animal sampled. The tubes were examined
in the laboratory twice monthly up to 5 months. High
parasitemia was defined by positive MHCT for both
trypanosomatids and in the case of T. cruzi also by HC.

Immunofluorescence antibody test (IFAT') for detect-
ing IgG was conducted according to Camargo (1964).
Briefly, serial two-fold seradilutions (1:10-1:1280) were
assayed against trypanosomes antigen deriving from
axenic medium (7. cruzi) or ionic exchange column (7.
evansi). Control serum samples were obtained from ani-
mals born at a wildlife breeding center located in the
Oswaldo Cruz Institute, before (negative controls) or
after experimental infection (positive controls). Stan-
dardization of the protocol was undertaken in order to
establish suitable working dilutions for each specific
fluorescein antibody conjugate. We used anti-rat IgG
(FITC, Sigma®) for rodents species. Marsupial sera were
tested with specific intermediary antibody anti-opossum
produced in rabbits; the reaction was visualized using a
commercial FITC labeled anti-rabbit serum (Sigma®).
The cut-off values for 7. cruzi and T. evansi were: 1:10
for rodents, since it was the lowest serum sample titer of
rodents in which parasites could be detected by MHCT
or BC. For opossums, the cut-off value was 1:40, as
described elsewhere (Jansen et al., 1985; Herrera et al.,
2004).

2.5. Stafistical analysis

To evaluate a possible correlation between habitat
and relative abundance of small mammal species and for
comparison of MHCT and IFAT positive results for every
species sampled, the chi-square (x?) test was employed
using the statistical analysis system (SAS, 1999).
3. Results

3.1. Species inventory

A total of 402 small mammals were trapped. Detailed
data concerning relative abundance of small mammal
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Table 1 RN and FA. Fig. 1 shows the small mammal dispersion
Small mammals species trapped in the south Pantanal region, Brazil among habitats in the southern Pantanal.
Species RN FA Total Even though the small mammal fauna composition
Y T—— 38135 33123 121530 remained similar it shf)wed spatial varllatlons according
Thrichomys pachyurus 56/22 40/28 06124 to the landscape. In this sense, the relative abundance of
Clyomys laticeps 33/13 20/14 53/13 arboreal dwellers O. mamorae and G. agilis was signif-
Holochilus brasiliensis v 8/5 25/6 icantly higher in RN in comparison to FA (p <0.001).
ge’l' Ty Sl lsc"m 22 gj g }Z z Moreover, in FA, the relative abundance of 7. pachyurus
aranyS catlosus (p<0.002) and the scansorial M. domestica (p <0.05)
Total rodents 201779 117779 318779 was signiﬁcantly higher than in RN.

. . The influence of land use was demonstrated by
Gracilinanus agilis 30/12 12/8 42/10 the disti distributi f th sl :
Monodelphis domestica 11/4 12/8 23/6 e distinct 1str‘1 ution pattern§ o) . e animal species
Thylamys macruris 62 6/4 1253 observed according to the habitats in the RN and FA
Philander frenatus 3 R areas. Indeed, we observed that in FA the small mam-
Total marsupials s4p1 30/20 84p1 mal fauna was trapped basically in forested areas mainly
Total small mammals 255 147 402 in “cerrado” while in RN it was more evenly dis-
Trap nights 0520 3020 13,440 t.rlbuted through the‘ @ff;rent hgbltats. (Fig. 1). The
Trap success 270% 3.7% 29% influence of cattle activity in the dispersion of the small

The data are expressed by number of captured animals/relative abun-
dance (%).

species and trap success rate are shown in Table 1.
Rodents prevailed throughout in FA and RN, whereas
marsupials represented 20% of animals trapped in both
areas.

The most abundant rodent species was the arboreal O.
mamorae (30.1%) followed by the ground Thrichomys
pachyurus (23.9%). Among marsupials, Gracilinanus
agilis and Monodelphis domestica were the most abun-
dant species.

The Didelphid Philander frenatus present a high
level of habitat specificity since it was collected only
in “gallery forest” at RN. On the other hand, the most
habitat generalist species was the caviomorph rodent T
pachyurus since it was trapped in six habitats in both

Cerrado H

mammal fauna also was demonstrated by the presence
of O. mamorae, T. pachyurus, Clyomys laticeps and
Holochilus brasiliensis dispersed among six of seven dis-
tinct habitats in RN contrasted with FA, an unpreserved
area, where only T. pachyurus was found dispersed in all
the six studied habitats (Fig. 2). Furthermore, the more
abundant species captured in the “cordilheira” of RN was
0. mamorae (p <0.001), while inthe “cordilheira” of FA
T. pachyurus was as abundant as O. mamorae (p <0.01).
In addition, C. laticeps was found mainly in grassland
of the FA area. Concerning marsupials, in RN they were
found dispersed among six of the seven habitats, while
in FA only in the more forested areas (Fig. 2).

3.2. Trypanosomatid infection

A total of 289 and 266 animals were examined,
respectively, for T’ cruzi and T. evansi infection. Rodents

Cordilheira

Edge of Cordilheira

Grassland

Edge of Lake

Gallery Forest

Peri-domicile

ERN
OFA

0 1 2 3

4

5 6 4 8 9 10

Number of small mammals species

Fig. 1. Species richness by habitat in the two sampled areas in south Pantanal.
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Fig.2. Small mammals dispersion among habitats in the south Pantanal.

showed comparable overall serum prevalence for T. cruzi
(18.6%) and T evansi (17.8%) infection (Tables 2 and 3).
Likewise, the high parasitemias as proven by positive HC
and MHCT were similar—14.9% and 17.1%, respec-
tively, for T. cruzi and T. evansi. Concerning marsupials,
they displayed the highest serum prevalence rates and
parasitemias of the T cruzi infection. The arboreal rodent
0. mamorae was the single species that displayed high
serum prevalence with high parasitemias of both para-
sites (Tables 2 and 3).

Among the 249 animals examined for both try-
panosomes, only two O. mamorae, one T. pachyurus and
one C. laticeps showed to be positive by IFAT.

3.3. Infection by T. cruzi

The infection by T cruzi was recorded in all
species sampled: 8 of 10 species sampled at RN and
all (9) species sampled at FA (Table 2). Marsupials
demonstrated significantly higher prevalence of T. cruzi
infection, as observed by IFAT and HC, in comparison
to rodents (p<0.01) in both study areas. All animals
showed negative MHCT test for T. cruzi. In addition,
males of marsupials showed a significantly higher preva-
lence of T. cruzi infection than females (p < 0.05).

The spatial overall pattern of T. cruzi infection
remained similar in both areas at the different sample

Table 2
Pattern of Trypanosoma cruzi infection by small mammals species in two distinct areas in the south Pantanal, Brazil
Species Overall RN FA

IFAT HC IFAT 25 IFAT HC
O. mamorae 27R9 5/18 23/34 522 4/16 -
T. pachyurus 5 1220 318 1/33 2/6 -
C. laticeps 6120 1/16 5117 120 /5 -
H. brasiliensis 5126 - 4/33 - 1/14 -
C. scotti 2/18 - - 2129 -
C. callosus 225 - - 2/40 -
Total Rodents 47/19 715 35R23 70 12/12 -
G. agilis 5135 4/80 1220 1/100 4/50 3175
M. domestica 9175 2/22 3/100 1/33 6/67 1/17
Thylamys macrurus 2129 - 1/50 - 120 -
E frenatus 2/50 1/50 2/50 1/50
Total marsupials 18/50 7/39 7/50 3/43 11/50 4/36
Total small mammals 65/22 1421 42124 10/24 23/19 417

The data of IFAT, HC and MHCT are expressed by number of positives following to percentual of positivity. (—) negative results. All animals

showed negative MHCT test for 7. cruzi.
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Table 3
Pattern of Trypanosoma evansi infection by small mammals species in two distinct areas in the south Pantanal
Species Overall RN FA

IFAT MHCT IFAT MHCT IFAT MHCT

O. mamorae 14/17 535 8/13 3/37 6/35 2/33
T. pachyurus 16/22 1/6 173 1/100 15/43 -
C. laticeps 920 1/11 173 1/100 8/47 -
H. brasiliensis 1/5 - 1/8 = = -
C. scotti - - = -
C. callosus 1/14 - 125 = = -
Total rodents 41/18 717 12/8 5/2 29/35 277
G. agilis 2/15 - 1720 - 1712 -
M. domestica 1/8 - 1/33 - - -
Thylamys macrurus 1/14 - 1/50 - - -
P. frenatus 125 1/100 125 1/100
Total marsupials 514 120 429 125 1/4 -
Total small mammals 46/17 8/17 16/10 6/37 30/29 277

The data of IFAT, HC and MHCT are expressed by number of positives/to percentual of positivity. (—) negative results.

collection points. However, peculiarities of the preva-
lence and profile of infection could be observed: the total
serum prevalence of 7. cruzi infection in rodents was
significantly higher in RN (22.8%) than in FA (12.2%)
(p<0.01). Furthermore, rodents in RN and not in FA
showed high parasitemias as demonstrated by positive
HC test (Table 2).

Distinct scenarios of the enzootia could be observed
in the two areas since infected animals could be detected
in all sampled habitats of FA, contrasting with RN
where infected animals were not reported in “grass-
land” or “edge of lakes”. Additionally, a positive high
correlation between habitat and T. cruzi infection was
recorded: the arboreal O. mamorae displayed higher
T cruzi serum prevalence rates and parasitemias in
“cordilheiras” (p <0.004). Moreover, we found high par-
asitemias comproved by positive HC in O. mamorae
and in one C. laticeps in the “peri-domicile” of the RN
area.

34. Infection by T. evansi

Overall, no significative differences were observed
in T evansi serum prevalence rates among the more
representative species of small mammals (Table 3). How-
ever, high T. evansi parasitemias were found mainly in
0. mamorae in both studied areas (Table 3). Moreover,
overall higher parasitemias were found in RN, while in
the FA area the highest T. evansi serum prevalence was
recorded.

Higher serum prevalence of T. evansi infection was
found in “grassland” (30 positives in 38 sampled). In con-
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trast, only minor 7. evansi serum prevalence was found
in the “cerrado” habitat (4 positives in 48 sampled).

The infection of T. evansi in small mammal fauna
occurred dispersed throughout landscape. However, the
role as reservoir was fulfilled by distinct species accord-
ing to the habitat. In this context, a positive and high
correlation between habitat and 7. evansi infection
was detected for (a) T. pachyurus and O. mamorae in
“cordilheira” (p<0.005); and (b) C. laticeps in “open
grassland” (p <0.003).

4. Discussion

The importance of vegetal cover in the distribution
pattern of small wild mammals in the southern Pantanal
isdemonstrated by (a) the presence of marsupials mainly
observed in arboreal habitats of both RN and FA areas;
(b) abundance of C. laticeps in the “open grassland”
habitat present essentially in FA; (c) the occurrence of P.
Jrenata only in RN “gallery forest”; (d) the lower species
richness found at the “edge of lake” and in “gallery
forest”.

In the Pantanal, the small mammal fauna composi-
tion, as well as their relative abundance, showed to be
influenced not only by the peculiarities of the landscape
and different habitats but also by the presence of live-
stock. In this context, while in the preserved RN area the
small mammal species were found uniformly dispersed
among thehabitats; in FA areathe small mammal faunais
concentrated mainly in the “cerrado”. This phenomenon
is probably associated to the higher density of livestock
in the cattle farming area.
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Mixed infections by 7. cruzi and T. evansi seem to be
unimportant because low serum prevalence (1.6%) was
found for both trypanosomatids. The negligible quan-
tity of mixed T. cruzi T. evansi infection in small wild
mammals may be explained by two hypotheses: cross-
protection between these parasite species, and/or distinct
exposure to transmission condition.

The role of the small mammal fauna in the transmis-
sion cycle of both T. cruzi and T. evansi seems to be
distinct according to land use, as exemplified by: (a) the
broad range of T. evansi infected hosts in the preserved
RN area (eight infected species) in comparison to FA
(only four species); (b) half the number of the rodents
infected with T cruzi, without high parasitemias, in FA in
comparison to RN. The low number of small mammals
with positive MHCT in FA suggests that these animals
have a minor importance in the transmission cycle of 7.
evansi in this area. Indeed, capybaras, coatis and horses
have been demonstrated as the main reservoir of this
parasite (Herrera et al., 2004).

Rodents and marsupials were shown to display dis-
tinct roles in the transmission cycle of T cruzi in
the Pantanal region: while rodents compensate their
low prevalence of infection with their high abundance,
marsupials compensate their low biomass with high par-
asitemias and serum prevalence.

Marsupials males seems to be important reservoir
of T. cruzi due to their significantly higher prevalence
of infection. This feature may be explained by: (a)
their more extensive roaming habits, habitat choice, diet
composition and body size, and/or (b) physiological
explanations like direct or indirect effects of steroid hor-
mones on components of the immune system and/or on
parasite growth and development, and/or (c) their emi-
nent nomad behaviour (Poulin, 1996; Zuk and Mc Kean,
1996).

The presented data showed that the T' cruzi and
T evansi transmission cycles in the Pantanal occur in
the underbush and on the ground, as demonstrated by
the presence of infected small mammals throughout.
Nevertheless, the differences in transmission strategies
displayed by T cruzi and T. evansi were clearly expressed
by the distinct profiles in seroprevalence and para-
sitemias found in the habitats sampled. Thus, the higher
T. evansi serum prevalence in animals collected in “‘open
grassland” contrasted with the near absence of animals
infected by T. cruzi in this habitat and vice versa. This is
probably due to the ecology of the local vectors of these
trypanosomatid species.

The data point to an interesting epidemiological pic-
ture concerning 7. evansi transmission in FA. The higher
serum prevalence of T, evansi infection was found in
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“grassland” (80%), a habitat were only two host species
have been trapped (C. laficeps and T. pachyurus). On
the contrary, a lower T. evansi serum prevalence was
found in the “cerrado” (8%), where nine species were
found. This observation may be explained by a “dilu-
tion effect” phenomenon, as proposed by Ostfeld and
Keesing (2000).

The abundant rodent 7. pachyurus seems to play dis-
tinct roles in the transmission cycles of T. cruzi and T.
evansi. This ground dwelling rodent showed to be an
important host of 7. evansi since infected specimens has
been collected in the majority of the studied habitats in
both RN and FA. Concerning T. cruzi, this rodent showed
only low serum prevalence and low parasitemias. It is
worth mentioning that in experimental conditions, this
caviomorph species demonstrated to be extremely sus-
ceptible to infection but able to maintain long lasting 70
cruzi infection (Roque et al., 2005).

The transmissibility of multihost parasites, as it is
the case of T. evansi and T. cruzi, and competence as
reservoir host, are not fixed traits. Therefore, monitoring
the sylvatic transmission cycles of these trypanosomatids
is necesssary to prevent re-emergence of Chagas disease
and outbreaks of animal tripanosomiasis.

Cattle ranching in this study area did not enhance
overall prevalence of 7. cruzi infection among small
wild mammals. Together with the observation that small
mammals diversity in FA is similar to RN area suggest
that ranching activity may also not necessarily conduct
to biodiversity loss or risk of Chagas disease.
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1. Introduction

ABSTRACT

Determining the reservoir hosts for parasites is crucial for designing control measures, but it is often dif-
ficult to identify the role that each host species plays in maintaining the cycle of infection in the wild. One
way to identify potential maintenance hosts is to estimate key parameters associated with transmission
and pathogenicity. Here we assess the potential for three native rodent species of the Brazilian Pantanal
(Clyomys laticeps, Thrichomys pachyurus and Oecomys mamorae) to act as reservoir or maintenance hosts
of Trypanosoma evansi, an important parasite of domestic livestock. By analyzing blood parameters of nat-
urally infected wild-caught rodents of these species, we compared their levels of parasitemia and anemia
due to T. evansi infection with literature values for other host species infected by this parasite. We also
analyzed levels of these blood parameters relative to infection by Trypanosoma cruzi, the causative agent
of Chagas disease in humans, for which wild rodents are already thought to be important reservoir species.
All three species showed low impacts of the two trypanosomes on their blood parameters compared to
other species, suggesting that they experience a low virulence of trypanosome infection under natural
conditions in the Pantanal and might act as maintenance hosts of trypanosome infections. The low para-
sitemia of trypanosome infections suggests that these rodents play a secondary role in the transmission
cycle compared to other species, especially compared to the capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) which
also experiences low pathogenicity due to infection despite much higher levels of parasitemia.

© 2009 Published by Elsevier B.V.

transmitted by tabanid flies. Since vector transmission is mechan-
ical, it is thought to be dependent on high parasitemias in the

The two common South American trypanosomes Trypanosoma mammalian host.

evansi and Trypanosoma cruzi infect a range of mammalian host

Identifying reservoir and maintenance hosts for zoonotic par-

species, and cross-species transmission is common since vectors asites are difficult because measuring cross-species transmission

bite multiple host species (Hoare, 1972; Barretto, 1979). These par- and long-term persistence within host populations requires large-
asites have widespread distributions and are primarily parasites of scale and technically challenging studies. However, one can
free-living mammals. T. cruzi causes Chagas disease in humans and narrow down potential candidates by examining characteristics of
is transmitted mainly via the feces of infected blood sucking tri- host-parasite interactions which tend to differ between hosts. T.
atomine bugs. T. cruzi transmission can also occur trophically when evansi has proven to be highly pathogenic in nearly every wild
apredator ingests the infected blood or tissues of an infected mam- host species studied. This parasite has been shown to cause gen-

mal or insect. T. evansi, the etiologic agent of wasting disease in eralized loss of body condition and immune suppression coupled
horses and dogs (locally called Mal de Cadeiras), is mechanically with anemia in both domestic and wild mammals (Silva et al., 1995,

* Corresponding author at: Center for Infectious Disease Dynamics, The Pennsyl-
vania State University, Biology Department, 208 Mueller Lab, University Park, PA,

1997; Holland et al., 2001; Aquino et al., 2002; Espinozaetal., 2002;
Herreraet al.,2002; Menezes et al., 2004; Onah et al., 1996). The one
clear exception is the capybara (Hydrochaeris hydrochaeris), which
is the only mammal tested to date that has lacked evidence of ane-
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mia in natural or experimentally induced infections despite high
levels of parasitemia, measured by the number of trypanosomes
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per ml of blood (Franke et al., 1994a,b; Herrera et al., 2004). Coatis
and capybaras are considered as the most significant reservoirs for
T evansi (Franke et al., 1994b; Silva et al., 1995). For T. cruzi several
mammalian species are considered as important sources of infec-
tion to humans. Although it is described that small wild mammals
are good reservoir hosts for T. cruzi (Cortez et al., 2006), their role
in the parasitic web of T. evansi is still unknown (Coura et al., 2002;
Herrera et al., 2004, 2005).

The aim of this study was to determine the likely role of free-
living rodents in the maintenance of T. cruzi and T. evansi of three
common rodent species, two spiny rats, Thrichomys pachyurus and
Clyomys laticeps (Rodentia: Echimyidae), and one arboreal rice rat,
Oecomys mamorae (Rodentia: Sigmodontinae), in the Brazilian Pan-
tanal. Like capybaras, theserodents are native to Brazil and probably
have a long evolutionary history of infection by both T. evansi and
T cruzi (Teixeira et al., 2006). These are also the most abundant
small mammal species in the Pantanal region and are frequently
found around or inside human dwellings, making them potential
reservoirs of infection for humans and domestic animals. To assess
whether these species are potential maintenance hosts for T. evansi
or T. cruzi, we examined anemia (reduction in erythrocyte numbers
and hematocrit), lymphocytosis (increase in lymphocyte counts),
and the change in the mean corpuscular volume in these wild-
caught rodents as direct measures of pathogenicity and indirect
measures of parasite induced mortality. Then we compared para-
sitemia levels and anemia in these rodent species to the results of
previous studies of mammals naturally and experimentally infected
with T evansi (Franke et al., 1994a; Silva et al., 1995, 1997; Holland
et al., 2001; Aquino et al., 2002; Espinoza et al., 2002; Herrera et
al., 2002; Menezes et al., 2004; Onah et al., 1996; Rodrigues et al.,
2005), in order to assess whether these species have the low ane-
mia coupled with high parasitemia that would make them ideal
maintenance hosts for T. evansi.

2. Materials and methods
2.1 Study area

The study was undertaken from 2002 to 2003 at two locations
in the southern Pantanal 120 km apart: Rio Negro farm (19°34/54"S
and 56°14/62"W), with an area of 7700 ha and active conservation
management, and a cattle ranching area of 20,000 ha (19°08/28"S
and 56°49/23"W) where traditional cattle management practices
include grass fires and selective tree cutting. The vegetation in both
locations is a mosaic of Cerrado (savannah-like forest), grassland
patches and semi-deciduous forest, with gallery forests alongside
the rivers. The climate is sub-humid tropical, with heavy sea-
sonal rainfall. The average annual rainfall reaches approximately
1100-1400 mm, 80% of which occurs during the wet season. Dur-
ing the wet season, much of the open grassland becomes flooded,
whereas during the dry season only a few pools and creeks remain.

2.2. Capture methods

All animal procedures were undertaken in accordance with reg-
ulations, and licenses obtained from the Brazilian Government
Institute for Wildlife and Natural Resource Care (IBAMA). Rodents
were captured twice on each farm, once during the dry season and
again during the wet season. Traps were set for seven consecutive
nights on linear transects, each of which included 20 trapping sta-
tions spaced 10 m apart. Transect locations were chosen to obtain
a representative sample of different habitat types. At each sta-
tion, two traps were placed next to each other on the ground, one
Tomahawk® (model 201, 16in. x 5in. x 5in.) to catch large rodent
species and one Sherman® (model XLK 3in. x 3.75in.x 12in.) to
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catch small species. In forested areas, we placed one additional trap
in a tree at each station, a Tomahawk® trap on odd numbered sta-
tion and a Sherman® trap on even numbered stations. Traps were
baited with a mixture of banana, peanut butter, oat meal and bacon
and checked daily. For each animal captured, species, sex, reproduc-
tive condition, body mass, body length, hind foot length, ear length,
identifying characteristics and trapping station were recorded.

2.3. Blood analyses

Captured animals were anesthetized with Zoletil®50 (Virbac)
and blood collected via heart puncture prior to euthanasia. Blood
samples were stored in tubes with anti-coagulant (EDTA) and were
kept under refrigeration at 4°C until analyzed within 12h from
collection. Sample sizes for the analysis were reduced when insuf-
ficient blood could be collected or the blood became contaminated.

We searched for trypanosomes using serological and parasito-
logical methods with priority given to the latter. We considered an
animal infected when it was positive in at least one of the methods
used. A complete analysis of the serological results and prevalence
of T cruzi and T evansi between farms using data from all rodent
species collected has been described in another paper (Herrera et
al., 2008).

Blood samples were analyzed for the presence of trypanosomes
as described by Herrera et al. (2008), using two semi-quantitative
methods, hemoculture and microhematocrit centrifuge technique
(Woo, 1970) and serological assay. Counts of erythrocytes and
leukocytes were performed using a Neubauer chamber, and hema-
tocrit was obtained by capillary tube centrifugation of 100 p.l blood
samples. The latter samples were also examined for hemopara-
sites following the microhematocrit centrifuge technique. Mean
cell volume was estimated as the hematocrit value multiplied by
10 and divided by erythrocyte counts divided by 108. The remain-
ing blood was centrifuged and the plasma stored at —20°C until
serological analysis. Blood cell counts, serum collection and the
microhematocrit centrifuge technique were undertaken in the field
laboratory within 12 h of blood collection. Further analyses were
undertaken at the Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro. The hemoculture for T. cruzi was ana-
lyzed two times monthly for 5 months or until trypanosomes were
detected. The immuno-fluorescence antibody test for detecting IgG
was conducted according to Camargo (1966).

The immuno-fluorescence antibody test (IFAT) for detecting IgG
was conducted. Briefly, serial twofold sera dilutions (1:10-1:1280)
were assayed against trypanosomes antigen deriving from axenic
medium (T. cruzi) or ionic exchange column (T. evansi). Control
serum samples were obtained from animals born at a wildlife
breeding center located in the Oswaldo Cruz Institute, before (neg-
ative controls) or after experimental infection (positive controls).
Standardization of the protocol was undertakenin order to establish
suitable working dilutions for each specific fluorescein antibody
conjugate. We used anti-rat IgG (FITC, Sigma®) for rodents species.
The cut-off values for T cruzi and T evansi were: 1:10 for rodents,
since it was the lowest serum sample titer of rodents in which par-
asites could be detected by MHCT or BC, as described elsewhere
(Herrera et al., 2004). Serum samples were assayed separately
against T. cruzi and T evansi antigen according to Herrera et al.
(2008).

2.4. Statistical analysis

To examine the influence of T evansi and T. cruzi on host con-
dition, expressed by blood parameters, we used generalized linear
models (GLMs). For each response variable (hematocrit, lympho-
cyte and erythrocyte counts, and mean cell volume) a model was
built including trypanosome infection (T. evansi or T. cruzi). We also
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Table 1

Number of rodents infected by T. evansi and T. cruzi (positive/total) on each
diagnostic method (PCR: polymerase chain reaction; HC: hemoculture; IFAT:
immuno-fluorescence antibody test; MHCT: microhematocrit centrifuge technique).

Table 2

Results from the GLM analysis testing the relationship between response variables
(lymphocytes, hematocrit, mean cell volume and erythrocytes ) and predictors (sea-
son, sex, host species and T. evansi), using data from T. pachyurus, C. laticeps and O.
mamorae. No relationship was found between erythrocytes and the predictors (not

Species T evansi T cuzi shown). Farm was included as a blocking variable inall analyses,and predictors with
PCR IFAT MHCT HC [FAT MHCT P>0.05 were excluded from models.
0. mamorae 4/15 6/17 415 13/40 16/43 2/15 Response variable Predictors N d.f.  Teststatistic P
C laticeps 124 10/33 124 5/42 5743 0/24
Lymphocytes® Farm 78 1 X2=2875 0.090
Tpachyurus 224 12/34 123 1/52 1/52 0/23 Hostspecies ST
T. evansi 1 X1=43833 0.028
included in the model other variables that could explain the vari- Hematocrit® 3‘;;’5 . < ; F: 33;2 ggzs
ation in the blood parameters as rodelnt species, slex and S.BSIISOH. Sex 12 1 F=11.001 0.001
Because the farms represented two different habitat conditions, . 2 5 — R
all analyses were blocked by farm. Data from all three species HiEartcel Lol s arm o g
Season 1 F=7.291 0.008

were pooled together to perform the analysis for T. evansi. As only
a few individuals of T pachyururs and C laticeps were infected
by T. cruzi, only data from Q. mamorae was used in the analysis.
Minimal models were selected by backward selection using sub-
model deviance tests (for negative binomial models) and F-tests
(for Gaussian models) to test for the significance of predictors and
their interactions to each model (P for exclusion=0.05). Hemat-
ocrit values were arcsine-transformed before analysis. Counts of
lymphocytes and erythrocytes fit the negative binomial error dis-
tribution, and the arcsine-transformed hematocrit values and mean
cell volume were normally distributed. We focused on trypanosome
prevalence rather thanintensity because too few hemocultures pro-
vided positive results to obtain sufficient quantitative data. Our
sample size was also insufficient to test for effects of habitat type
on blood parameters or infection status. For the between-species
comparisons, we also performed two-tailed t-tests on the arcsine-
transformed hematocrit values as an alternative method for testing
for significant anemia in the T. evansi infected rodents (compared
to controls), since this provided a straightforward way to calculate
the power of our analysis.

To test whether the wild rodent species expressed a less
severe trypanosome-induced decrease in hematocrit and erythro-
cyte counts than the published data, we performed a power analysis
using the inverse of a one-tailed t-test with a power of 0.60, using
the pooled variance of infected and uninfected individuals and the
sample sizes of infected and uninfected individuals to calculate
the detectable decrease in hematocrit and erythrocyte counts for
each species studied. We estimated the reduction in hematocrit
or log-erythrocyte count of naturally or experimentally T. evansi
infected animals from published data on coatis, capybara, goat,
sheep, buffalo, mice and dogs. We calculated this reduction as the
mean hematocrit or log-erythrocyte count of infected individuals
from the seventh day post-infection till the end of the experiment,
subtracted from the mean of uninfected control animals during
the same period. When controls were not available, we instead
used the mean pre-infection hematocrit or log-erythrocyte count
of experimental animals as a control value. Due to the lack of data
for individual animals in the papers used, estimation of the true
effect size was not possible, so we estimated the expected reduc-
tion in hematocrit or erythrocyte count as the difference between
the mean values for infected and uninfected individuals divided by
the mean value for uninfected individuals.

3. Results

We collected 262 rodents from both farms, 85 C. laticeps, 100 T
pachyurus and 111 0. mamorae (Table 1). Although many of these
animals tested positive for T. evansi infection by serology (Table 1),
only 4 0. mamorae, 1 T. pachyurus and 1 C laticeps had parasitemias,
detectable by microhematocrit (probably between 10% and 104 try-
panosomes/ml).

38

¢ Negative binomial error distribution.
® Normal error distribution, arcsine-transformed proportions.

We found no significant effect of T evansi infection status on
either hematocrit or erythrocyte counts for any of the individual
host species or in an analysis including all three species, using
either GLMs (Table 2) or two-tailed t-tests (all P>0.10, Table 4).
Similarly, T cruzi had no significant effect on either of these blood
parameters in 0. mamorae (Table 3). When analyzed separately
using the GLM, 0. mamorae had significantly lower erythrocyte
counts (Table 3) and higher hematocrits (Table 3) during the wet
season, independent of infection (Fig. 1D), but this was found
for no other species. Males from all three species had consis-
tently higher hematocrits than females, independent of infection,
with significant differences among species (Table 2), with higher
hematocrits in C. laticeps and T. pachyurus than in 0. mamorae
(Fig. 1B).

The power analysis indicated that the sample sizes should have
been sufficient for the individual ¢-tests to detect T evansi induced
reductions in hematocrit and erythrocyte counts of —8.0% and
—19.0% for T. pachyurus, —9.5% and —12.5% for C. laticeps and —12.0%
and —26.1% for 0. mamorae, respectively. These values are all lower
than typical trypanosome-induced decreases seen in other animals
naturally or experimentally infected with T. evansi (Table 5), show-
ing that we had sufficient power to detect anemia in each of the
focal speciesif it had been as severe as previously observed in other
species.

Lymphocyte counts were significantly higher in hosts infected
with T. evansi (Table 2), an effect which was consistent across all
three rodent species (Fig. 1A). There was no significant effect of
T cruzi on lymphocyte counts, but mean cell volume was higher
in 0. mamorae individuals infected with T cruzi than uninfected
(Fig. 1F, Table 3). This result was not significant at the 5% level when
farm was used as a blocking variable (N=23, F=3.387,P=0.081) but

Table 3

Results from the GLM analysis testing the relationship between response variables
(lymphocytes, hematocrit, mean cell volume and erythrocytes ) and predictors (sea-
son, sex, and T. cruzi), using data from O. mamorae. No relationship was found
between lymphocytes and the predictors (not shown). Farm was included as ablock-
ing variable in all analyses but the one for mean cell volume, and predictors with
P>0.05 were excluded from models.

Response variable Predictors N d.f. Test statistic 1L

Erythrocytes? Farm 52 1 X2 =0.045 0.045
Season 1 X=0.040 0.040

Hematocrit? Farm 69 1 F=2574 0.114
Season 1 F=4.080 0.048
Sex 1 F=4775 0.032

¢ Negative binomial error distribution.
® Normal error distribution, arcsine-transformed proportions.
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Mean erythrocyte counts and hematocrit levels for T. evansi infected and uninfected individuals, and the respective values for the t-test (t-value), degrees of freedom (d.f.)

and significance level (P).

Species Parameter Uninfected Infected t-value df. P
0. mamorae Erythrocytes? 15.36 15.39 -0.22 12 0.831
Hematocrit® 0.63 0.64 —051 21 0.618
T. pachyurus Erythrocytes® 15.45 15.40 054 33 0593
Hematocrit® 0.65 0.66 -0.42 36 0.676
C. laticeps Erythrocytes? 15.41 15.41 0.02 29 0.983
Hematocrit® 0.65 0.68 -1.37 33 0.179
4 Log transformed.
b Arcsine-transformed.
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Table 5

Expected mean percentage of reduction on hematocrit levels and erythrocyte counts and parasitemia levels from individuals of different species naturally (*) and experimen-
tally infected with T. evansi. Data extracted from literature and from the present study.

Species Hematocrit Erythrocyte counts Parasiternia? Source

Lab mice —29% N/A High Menezes etal. (2004)
Dog (Canis familiaris) —32% —33% N/A Aquino et al. (2002)
Dog* (Canis fomiliaris) —38% —34% N/A Colpo et al. (2005)
Sheep (Ovis aries) —19% N/A N/A Espinoza et al. (2002)
Buffalo (Bubelus bubalus) —27% —35% N/A Hilali et al. (2006)
Goat (Capra hircus) —62% —58% N/A Dargantes et al. (2005)
Coati (Nasua nasua) —23% -31% High Herrera etal. (2002)
Coati* (Nasuanasua) —31% —43% N/A Silva et al. (1997)
Capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) —13% N/A High Franke et al. (1994a)
Clyomys laticeps® +6% -1% Low-moderate Present study
Thrichomys pachyurus* +1% —2% Low-moderate Present study
Oecomys mamorae* +3% +2% Low-moderate Present study

4 Parasitemia levels in the blood: high, 104 to 10° trypanosomes/ml; moderate, <104 trypanosomes/ml; low, detectable only through serological analysis.

was significant when farm was removed from the model (N=23,
F=4.853, P=0.0390).

Mean cell volume was also significantly higher in the wet season
than the dry season for all three species (Table 2), particularly C
laticeps and 0. mamorae and less so for T. pachyurus (Fig. 1C).

4. Discussion

Despite the high pathogenicity of T. evansi in other rodents
such as mice, laboratory rats and Thrichomys apereoides in
experimental conditions (Menezes et al., 2004; Jansen, unpub-
lished observations), we found a complete absence of detectable
trypanosome-induced anemia in wild-caught T pachyurus, C. lati-
ceps, and 0. mamorae, possibly as a result of the low parasitemia
levels of infected animals. This result implies that they have the
characteristic low infection virulence expected for good mainte-
nance host species. This lack of detectable anemia is unlikely to
be due to insufficient statistical power, based on comparisons with
other species, or of measurement error, since we have previously
detected trypanosome-induced anemia in coatis and horses using
the same techniques (Herrera et al., 2004). Unlike many of the other
species included in our comparative analysis, the coatis tested by
Herrera et al. (2004) were wild-caught and still showed parasite-
induced anemia, suggesting that our findings were not due to
technical bias.

Nevertheless, these rodent species are unlikely to be as effec-
tive at maintaining the cycle of infection as capybara, based on the
very low levels of parasitemia we observed in infected individuals.
High parasitemia, which is thought to correlate with transmission
potential, is potentially as important to maintaining the cycle of
infection as low virulence, which raises the value of Ry by reducing
mortality and lengthening the infectious period. Hosts that main-
tain higher parasitemias, such as coatis and capybaras, will probably
have higher vector transmission rates than the small rodents in this
study, which we suspect will only transmit these trypanosomes
through ingestion by carnivores. Higher parasitemias are associ-
ated with anemia in coatis but not in capybaras (Herrera et al.,
2004), which will probably reduce the coatis’ infectious period due
to mortality. Since both small rodents and capybaraslack infection-
induced anemia but only capybaras have both low virulence and
high parasitemia, capybaras remain the best candidates for main-
tenance hosts of T. evansi so far.

One limitation with this study is that individuals which develop
a severe infection in the wild might die quickly, so the only hosts
remaining alive and subsequently sampled would be those that are
capable of controlling the parasitemia and consequently of resisting
the infection. We do not believe that thisis the case, since anemiais
related to high parasitemias of T. evansi in naturally infected horses
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and coatis (Herrera et al., 2004) and the few individuals found with
moderate parasitemias in this study did not present anemia. In
addition, the same argument applies to previous studies of natu-
rally infected dogs and coatis, both of which were found to have
substantial anemia due to infection (Table 5).

Infection with T. evansi had a higher impact on the blood param-
eters of the rodent hosts than T. cruzi infection. This finding was
expected since salivarian trypanosomes are usually more viru-
lent and pathogenic than stercoralian trypanosomes (Hoare, 1972).
Although T. evansi infection did not cause anemia in the rodents,
infection was associated with an increase in lymphocytes, most
likely due to polyclonal activation of circulating B-cells to clear the
parasite (Mansfield and Bagasra, 1978). The increase in mean cell
volume observed in T cruzi infected 0. mamorae may be explained
as a compensation mechanism for erythrocyte loss.

T cruzi infections in free-living rodent species in the Pantanal
have so far proven to be mainly sub-patent, which is detectable
only through indirect diagnostic methods such as serology (Herrera
et al., 2005). However, T. cruzi is highly variable such that even in
experimental studies with high inocula there are subpopulations of
the parasite that do not kill or produce a high parasitemia in exper-
imentally infected rodents (Macedo and Pena, 1998). In such cases,
T. cruzi infections produce chronic infections more often than acute
infections, and natural inoculum size may be also important in this
sense. This could be the reason for the low effect of T. cruzi on host
blood parameters; however, histopathological damage cannot be
excluded. Tissue damage commonly associated with T. cruzi infec-
tion, such as myocytolysis and myocarditis (Roque et al., 2005), has
the potential to influence rodent fitness and trypanosome trans-
mission.

0. mamorae had higher hematocrit and lower erythrocyte levels
in the dry season than in the wet season. The most likely expla-
nation for this is variation in dehydration between seasons, since
lower fluid availability would cause increased concentrations of
cells in the blood. Tsuchida et al. (2004) has shown that laboratory
mice deprived of water for 3 days had increased hematocrit levels,
significantly reduced numbers of lymphocytes in the spleen, liver,
thymus and kidneys, and that these conditions ultimately resulted
in immune suppression.

Altogether these findings suggest that small rodents have a sec-
ondary role in the transmission cycle of T cruzi and T. evansi in the
Pantanal. Nevertheless, since these species arelocally abundant and
live in close proximity with livestock, they have the potential to act
asreservoir species for this parasite. Further populationstudies will
be necessary to determine the extent of long-term maintenance of
T evansi and T. cruzi infections in these rodent populations and how
commonly these species are the source of infection for horses and
humans, respectively.



Rademaker, V (2010)

Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ

Capitulo 2

V. Rademaker et al. / Acta Tropica 111 (2009) 102-107 107

Acknowledgements

To CNPq, Instituto Conservagdo Internacional do Brasil, Earth-
watch Institute and Instituto Oswaldo Cruz{Fiocruz and FUNDECT
for financial support. Part of this research work was funded under
the National Science Foundation under Grant No. 0516227.

References

Aquino, LP.C.T,, Machado, RZ., Alessi, A.C, Santana, A.E., Castro, M.B., Malheiros,
E.B.,2002. Haematological, biochemical and anatomopathological aspects of the
experimental infection with Trypanosoma evansi in dogs. Arq. Bras. Med. Vet.
Zool. 54, 8-18.

Barretto, M.P,, 1979. Epidemiologia. In: Brener, Z., Andrade, Z. (Eds.), Trypanosoma
cruzi e Doenga de Chagas. Guanabara, Koogan, Brasil.

Camargo, M.E., 1966. Fluorescent antibody test for the serodiagnosis of American
trypanosomiasis. Technical modification employing preserved cultured forms
of Trypanosoma cruzi in a slide test. Rev. Inst. Med. Trop. Sdo Paulo 8, 227-234.

Colpo, B.C., Monteiro, S.G., Stainki, D.R., Colpo, E.T.B., Henriques, G.B., 2005. Infec¢ao
natural por Trypanosoma evansi em caes. Ciénc. Rural 35, 717-719.

Cortez, M.R., Pinho, A.P,, Cuervo, P,, Alfaro, F,, Solano, M., Xavier, S.C.C., D’Andrea,
PS., Fernandes, O., Torrico, E, Noireau, F, Jansen, A.M., 2006. Trypanosoma cruzi
(Kinetoplastida Trypanosomatidae): ecology of the transmission cycle in the
wild environment of the Andean valley of Cochabamba, Bolivia. Exp. Parasitol.
114, 305-313.

Coura, ] R., Junqueira, A.C, Fernandes, O., Valente, S.A., Miles, M.A., 2002. Emerging
chagas disease in Amazonian Prazil. Trends Parasitol. 18, 171-176.

Dargantes, A.P., Campbell, R.S.F, Copeman, D.B., Reid, S.A., 2005. Experimental Try-
panosomaevansiinfectionin the goat II. Pathology. J. Comp. Pathol. 133,267-276.

Espinoza, E., Gonzalez, N., Primera, G., Rivero, E., Hidalgo, L., Gonzdlez, B., 2002.
Effetcs of Trypanosoma evansi in goats (Capra hircus) infected experimentaly.
Rev. Cient. -Fac. Cient. 12, 103-107.

Franke, CR., Greiner, M., Mehlitz, D., 1994a. Monitoring of clinical, parasitologi-
cal and serological parameters during an experimental infection of capybaras
(Hydrochaeris hydrochaeris) with Trypanesoma evansi. Acta Trop. 58, 171-174.

Franke, CR.,Greiner, M., Mehlitz, D., 1994b. Investigations on naturally occurring Try-
panosoma evansi infections in horses, cattle, dogs and capybaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) in Pantanal de Pocone (Matogrosso, Brasil). Acta Trop. 58,
159-169.

Herrera, H.M., Alessi, A.C., Marques, L.C, Santana, A.E., Aquino, L.P., Menezes, RF,
Moraes, M.A., Machado, R.Z, 2002. Experimental Trypanosoma evansi infec-
tion in South American coati (Nasua nasua): hematological, biochemical and
histopathological changes. Acta Trop. 81, 203-210.

Herrera, H.M., Davila, A.M., Norek, A., Abreu, U.G,, Souza, S.5., D’Andrea, P.S., Jansen,
A.M., 2004. Enzootiology of Trypanosoma evansiin Pantanal. Brazil. Vet. Parasitol.
125,263-275.

41

Herrera, HM., Rademaker, V., Abreu, U.G.P,, D’Andrea, P.S,, Jansen, A.M., 2008.
Variables that modulate the spatial distribution of Trypanosoma cruzi and Try-
panosoma evansi in the Brazilian Pantanal. Acta Trop. 102,55-62.

Herrera, L, D’Andrea, P.S,, Xavier, 5.C.C., Mangia, R.H., Fernandes, O., Jansen, A.M.,
2005. Trypanosema cruzi infection in wild mammals of the National Park ‘Serra
da Capivara’ and its surroundings (Piaui, Brazil), an area endemic for Chagas
disease. Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg. 99, 379-388.

Hilali, M., Abdel-Gawad, A., Nassar, A., Abdel-Wahab, A., 2006. Hematological and
biochemical changes in water buffalo calves (Bubalus bubalis) infected with Try-
panosoma evansi. Vet Parasitol. 139, 237-243.

Hoare, C.A., 1972. The Trypanosomes of Mammals: A Zoological Monograph. Black-
well Scientific Publications, Oxford.

Holland, W.G., My, LN., Dung, T.V,, Thanh, N.G., Tam, P.T., Vercruysse, J., Goddeeris,
B.M., 2001. The influence of T. evansi infection on the immuno-responsiveness
of experimentally infected water buffaloes. Vet Parasitol 102, 225-
234

Macedo, A.M., Pena, S.DJ., 1998. Genetic Variability of Trypanoesoma cruzi: implica-
tions for the pathogenesis of Chagas disease. Parasitol. Today 14, 119-124.

Mansfield, ].M., Bagasra, 0., 1978. Lymphocyte function in experimental African try-
panosomiasis. I. B cell responses to helper T cell-independent and -dependent
antigens. J. Immunol. 120, 759-765.

Menezes, V.T., Queiroz, A.O., Gomes, M.A.M., Marques, M.A.P, Jansen, A.M., 2004.
Trypanosoma evansi in inbred and Swiss Webster mice: distinct aspects of patho-
genesis. Parasitol. Res. 94, 193-200.

Onah, D.N., Hopkins, ]., Luckins, G.A., 1996. Haematological changes in sheep exper-
imentally infected with Trypanosoma evansi. Parasitol. Res. 82,659-663.

Rodrigues, A., Fighera, R.A., Souza, .M., Schild, A.L., Soares, M.P,, Milano, J., Barros,
CS.L., 2005. Surtos de tripanossomiase por Trypanosoma evansi em eqiiinos no
Rio Grande do Sul: aspectos epidemioldgicos, clinicos, hematoldgicos e patoldgi-
cos. Pesqui. Vet. Bras. 25, 239-249.

Roque, AL, D’Andrea, P.S., de Andrade, G.B., Jansen, A.M., 2005. Trypanosoma cruzi:
distinct patterns of infection in the sibling caviomorph rodent species Thri-
chomys apereoides laurentius and Thrichomys pachyurus (Rodentia, Echimyidae).
Exp. Parasitol. 111, 37-46.

Silva, RA.M.S., Herrera, H.M., Barros, AT.M., 1995. Trypanosomosis outbreak due
to Trypanoesoma evensi in the Pantanal, Brazil. A preliminary approach on risk
factors. Rev. Elev. Méd. Vét. Pays Trop. 48, 315-319.

Silva, RA.M.S., Victério, AM., Ramirez, L., Davila, AM.R,, Trajano, V., Jansen, A.M.,
1997. Effects of Trypanosoma evansi on the blood chemistry and hematology
of coatis (Nasua nasua) naturally infected in the Pantanal, Brazil. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 92 (Suppl. 1), 110.

Teixeira, A.R.L, Nascimento, R ]., Sturm, N.R., 2006. Evolution and pathology in Cha-
gas disease—a review. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 101, 463-491.

Tsuchida, M., Nagura, T, Bai, XF, Li, CC,, Tomiyama-Miyaji, C., Kawamura, T.,
Uchiyama, M., Abo, T., 2004. Granulocytic activation and reciprocal immuno-
suppression induced by dehydration: relationship with renal failure. Biomed.
Res. Tokyo 25, 171-178.

Woo, PTK,, 1970. The haematocrit centrifuge technique for the diagnosis of African
trypanosomiasis. Acta Trop. 27, 384-386.



Rademaker, V (2010) Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ Discussao

3 - DISCUSSAO

3.1 - Rigueza e composicao das especies hospedeiras

Nas duas fazendas foram identificadas seis espécies de roedores, Oecomys
mamorae, Thrichomys pachyurus, Clyomys laticeps, Holochilus chacarius, Calomys
callosus e Cerradomys scotti, e quatro espécies de marsupiais, Gracilinanus agilis,
Monodelphis domestica, Philander frenatus e Thylamys macrurus. A riqueza de
espécies ndo variou entre as areas estudadas, a Unica diferenca foi que na Fazenda
Rio Negro (FRN — area preservada) capturamos P. frenatus, uma espécie de matas
umidas, fortemente associada a cursos d’agua e areas alagadas na Mata Atlantica.
No presente estudo, P. frenatus foi capturado exclusivamente em Mata de Galeria, 0
gue sugere que no Pantanal, assim como no Bioma Cerrado, a ocorréncia desta
espécie esteja restrita as matas mais Umidas destas regides, como as Matas de
Galeria e Veredas. Assim, como na FA ndo existe Mata de Galeria,

consequentemente ndo encontramos esta espécie.

A riqueza total de espécies encontrada (n=10) esta de acordo com outros estudos na
mesma regido (Alho et al. 1987, n=7, Alho et al. 2000, n=10). Embora a composi¢ao
de espécies descrita para a Fazenda Nhumirim (Alho et al. 1987) seja um pouco
diferente da encontrada neste estudo, esta diferenca poderia estar associada a
identificacdo realizada por estes pesquisadores. O marsupial T. macrurus nao foi
observado por Alho e colaboradores (1987, 2000), enquanto que Cavia aperea,
Oryzomys concolor, Oryzomys fornesi (= Oligoryzomys fornesi), Oryzomys subflavus
e Rhipidomys mastacalis foram registrados (Alho et al. 1987, 2000) Assim, no caso
da espécie Oryzomys subflavus encontrada pelos autores, nova nomenclatura foi
proposta recentemente apos a revisao do taxon (Weksler et al. 2006) com a criacao
de novos géneros, como Cerradomys e outros. Assim, os individuos de O. subflavus
passaram a ser Cerradomys subflavus. No caso dos Rhipidomys, é provavel que
tenha sido confundida com O. mamorae, uma vez que estes géneros sdo muito

parecidos e a abundancia relatada no estudo € muito proxima da abundancia relativa
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de O. mamorae encontrada neste estudo. No entanto, os dois géneros estdo
presentes no Pantanal, ndo sendo possivel descartar que fossem espécies distintas.
Da mesma forma que na FA, na Fazenda Nhumirim, ndo foi encontrada a espécie P.

frenatus.

Portanto, como a riqueza de espécies nao variou, e a composi¢cao variou muito
pouco, isto sugere que a criacdo de gado extensiva nao influencia na riqueza e
composicdo de espécies, mas sim na distribuicdo das espécies como descrito a

seqguir.

3.2 - Caracteristicas Bionémicas, Distribuicdo e abundéancia das

espécies hospedeiras

Dentre as espécies de roedores e marsupiais amostradas neste estudo, O. mamorae
foi a espécie mais abundante, seguida por T. pachyurus, C. laticeps, G. agilis, H.
chacarius e M. domestica. As demais espécies, C. callosus, C. scotti, T. macrurus e
P. frenatus, foram menos abundantes, com menos de 3% de representatividade

(abundancia relativa) cada uma.
3.2.1- Roedores

Oecomys mamorae (Figura 3) € uma espécie de roedor arboricola de pequeno a
médio porte (80g) (Bonvicino et al. 2008). Apesar de ser considerada arboricola, esta
espécie utiliza tanto a vegetagdo de sub-bosque e estrato médio quanto o chéo para
locomocéo e abrigo. Assim, esta espécie utiliza ocos de éarvores, palmeiras e
buracos no solo como abrigo, espécies deste género no Cerrado sao consideradas
frugivoras onivoras (Bizerril , Gastal, 1997), sua dieta € composta por invertebrados,
frutos e graos. Sua distribuicdo se restringe ao sudoeste do estado do Mato Grosso
e noroeste do Mato Grosso do Sul (Bonvicino et al. 2008). Esta espécie foi a mais
abundante neste estudo, sua abundancia relativa foi a maior na FRN (35%) e a
segunda maior na FA (23%). Foi encontrada em 6 dos 7 habitats amostrados na

FRN (Borda de Cerrado, Campo Limpo, Cerrado, Cordilheira, Mata de Galeria e
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Peridomicilio), enquanto que em apenas 3 dos 6 amostrados na FA (Cerrado, Borda
de Cerrado e Cordilheira). Pela variedade de habitats onde foi capturado, inclusive
dentro de uma residéncia (observacédo pessoal), e por ser a mais abundante, esta
espécie pode ser considerada habitat-generalista na regido estudada, além de ser
adaptada a areas degradadas e a presenca de humanos. Deste modo, esta espécie
pode estar envolvida no transporte de parasitos entre o ambiente silvestre e
doméstico, colocando esta espécie em destaque na analise do papel como
hospedeiro dos tripanosomas estudados.

Figura 3 — Oecomys mamorae, rato arboricola (Foto: Vitor Rademaker).
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Figura 4 — Thrichomys pachyurus, rato-boiadeiro (Foto: Vitor Rademaker).

Thrichomys pachyurus (Figura 4) € uma espécie de rato-de-espinho (Familia
Echimidae) semi-arboricola de grande porte (350g) (Bonvicino et al. 2008). Esta
espécie se locomove principalmente no solo, mas também em arbustos ou arvores
com o tronco proximo ao solo. Utiliza uma rede de tuneis sob o solo levando ao seu
abrigo, esta rede é relativamente ampla, chegando a uma area circular de 2-3
metros de raio, com diversas saidas (observacdo pessoal). Na Caatinga, T.
apereoides € muito frequentemente associado a afloramentos rochosos e sob
entulhos no Peri-domicilio (P. S. D’Andrea comunicagao pessoal), 0 que demonstra a
capacidade de adaptacdo a ambientes alterados pelas espécies deste género. Sua
dieta € composta por invertebrados, frutos e grédos. Sua pele, assim como de outros
equimideos é muito fina e fragil, e sua cauda, assim como a pele e o pélo, se rompe
facilmente do corpo, como forma de fugir de predadores. Sua distribuicdo se
restringe aos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Braggio , Bonvicino,
2004). Esta espécie foi a segunda mais abundante no estudo, sua abundéancia
relativa foi a maior na FA (28%) e a segunda maior na FRN (22%). Foi encontrada
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em 6 dos 7 habitats amostrados na FRN (Borda de Cerrado, Borda de Lago, Campo
Limpo, Cerrado, Cordilheira e Peridomicilio) e em todos os 6 amostrados na FA
(Borda de Cerrado, Borda de Lago, Campo Limpo, Cerrado, Cordilheira e
Peridomicilio). Por ter sido a Unica espécie encontrada em todos os habitats
amostrados em ambas as areas e ter sido a segunda espécie mais abundante,
assim como O. mamorae, esta pode ser classificada como habitat-generalista. Por
possuir as mesmas caracteristicas de O. mamorae, inclusive adaptacao a ambientes
alterados, embora seja terrestre e esta Ultima escansorial, esta espécie também
pode estar envolvida no transporte de parasitos entre o ambiente silvestre e
doméstico, merecendo destaque na analise do papel como reservatério dos

tripanosomas estudados.

Figura 5 — Clyomys laticeps, rato-de-espinho (Foto: Vitor Rademaker).

Clyomys laticeps (Figura 5) é um equimideo terrestre de grande porte (3509), de
habito semifossorial (Bonvicino et al. 2008) que utiliza exclusivamente solo para

locomogéao e abrigo. Esta espécie também utiliza uma rede de tuneis como abrigo e
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sua dieta € composta por invertebrados, frutos, graos e folhas. Possui, da mesma
forma que outros equimideos, pele muito fina e pélos espinhosos, 0s quais, assim
como sua cauda fina e curta, se soltam facilmente do corpo para fugir de
predadores. Sua distribuicdo € ampla, sendo encontrado nos estados do Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, S&o Paulo e Bahia, além do
Distrito Federal. Esta espécie foi a terceira mais abundante no estudo, sua
abundancia relativa ndo variou entre areas (13% na FRN, 14% na FA). Foi
encontrada em 6 dos 7 habitats amostrados na FRN (Borda de Cerrado, Borda de
Lago, Campo Limpo, Cerrado, Cordilheira e Peridomicilio), enquanto que em apenas
3 dos 6 amostrados na FA (Campo Limpo, Cerrado e Cordilheira). Esta espécie
apresenta um grau de restricdo quanto a sua distribuicAo e menor abundancia
relativa, tendo assim uma reduzida capacidade de dispersdo de parasitos entre

diferentes meios em comparacdo com O. mamorae e T. pachyurus.

Holochilus chacarius (citada no artigo como H. brasiliensis) é uma espécie de rato
semiaquético e de porte médio, com cerca de 150g de massa corporal (Bonvicino et
al. 2008), sendo encontrada necessariamente associada a areas com pequenos
cursos d’agua ou brejos. Utiliza as margens dos corpos d’agua e a agua para
locomocgéo (possui membrana interdigital nas patas traseiras para melhor natacao).
Os abrigos séo feitos em buracos no solo, algumas vezes com saida apenas por
dentro d’agua, evitando assim predagcdo em ninho. Sua dieta é composta
principalmente por invertebrados aquaticos, frutos e grdos. Sua distribuicdo se
restringe ao oeste do estado do Mato Grosso do Sul. Embora esta espécie tenha
sido encontrada em 6 dos 7 habitats amostrados na FRN (Borda de Cerrado, Borda
de Lago, Campo Limpo, Cerrado, Cordilheira e Peridomicilio), enquanto que em
apenas 3 dos 6 amostrados na FA (Borda de Cerrado, Cerrado e Cordilheira), a
ocorréncia da mesma esta fortemente associada a presenga de corpos d’agua ou
brejos. Sua abundéncia relativa foi menor do que 7% em ambas as areas (7% FRN,
5% FA). Esta espécie é habitat-especifica, estd sempre associada a corpos d’agua,
portanto, ela tem potencial para dispersdo e participacdo no ciclo de parasitos
transmitidos pela agua, ou que necessitem de ambientes aquaticos no seu ciclo,

COmo a esquistossomose.
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Calomys callosus e Cerradomys scotti apresentaram abundancia relativa abaixo de
5%, sendo a primeira encontrada apenas em Campo Limpo em ambas as areas. A
segunda foi encontrada em quatro tipos de habitat na FRN e apenas em areas de
Cerrado na FA. Estas espécies, devido a suas baixas abundéancias relativas nas
areas estudadas, apresentam baixa importancia epidemiologica neste cenario. No
entanto, C. callosus foi encontrado em currais e no peridomicilio, indicando alguma
importancia devido ao contato com animais domésticos e humanos. Esta espécie é
também muito abundante em areas de pasto no Bioma Cerrado, e sujeita ao
fendbmeno de ratadas, uma explosdo populacional desta espécie em determinados
anos. Assim, apesar de apresentar baixa importdncia no presente cenario, esta
espécie tem uma capacidade de proliferagcdo grande podendo ser responsavel pela
amplificagédo de parasitos, causando surto de doengas como hantaviroses em outras

regioes e, possivelmente, no Pantanal.

3.2.2 - Marsupiais

Figura 6 — Gracilinanus agilis, cuica (Foto: Vitor Rademaker).

48



Rademaker, V (2010) Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ Discussao

Gracilinanus agilis (Figura 6) € uma espécie de marsupial com cerca de 40g de
massa corporal pequena e adaptada a habitos arboricolas, mas utiliza também o
solo para locomogéo. Assim como O. mamorae, utiliza ocos de arvores e buracos no
solo como abrigo, sua dieta € considerada insetivora-onivora (Santori , Astla de
Moraes, 2006), se alimentando de invertebrados e frutos. Estudos tém relatado esta
espécie como semelparo, ou seja, se reproduz apenas uma vez em seu ciclo de
vida, aproximadamente 12 meses. Sua distribuicdo vai do Ceara ao Matogrosso do
Sul. Esta foi a espécie de marsupial mais abundante no estudo, sendo encontrada
em quatro tipos de habitat, todos florestados, Cerrado, Cordilheira, Mata de Galeria e
Borda de Baia. Apesar de sua abundancia relativa ter sido de apenas 10% neste
estudo, em um estudo populacional realizado em &reas de Cordilheira na FRN, esta
espécie apresentou uma explosao populacional de maio-agosto de 2003 (publicacao
em preparacdo), aumentando o tamanho populacional em cinco vezes. Este
potencial de proliferacdo ndo é tdo eficiente quanto de C. callosus pois

aparentemente esta espécie se reproduz apenas uma vez ao ano.

Figura 7 — Monodelphis domestica, rato-cachorro (Foto: Vitor Rademaker).

Monodelphis domestica (Figura 7) € uma espécie de marsupial com cerca de 80g
massa corporal que utiliza o solo para locomocado e para abrigos. Dieta insetivora-
onivora, alimentando-se de pequenos vertebrados frutos e carni¢ca (Santori , Astla

de Moraes, 2006). Sua distribuicdo vai do Ceara ao Matogrosso do Sul (Caceres ,
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Monteiro Filho, 2006). Esta foi a segunda espécie de marsupial mais abundante no
estudo, sendo encontrada ao todo em cinco tipos de habitat (Borda de Cerrado,
Cerrado, Cordilheira, Peridomicilio e Campo Limpo), sendo encontrada também
dentro de residéncias, evidenciando adaptacdo a ambientes alterados por humanos.
Embora, sua abundancia relativa tenha sido baixa, apenas 6%, a observacédo de
alguns individuos com alta parasitemia por T. cruzi, indica que esta espécie também
apresenta potencial para amplificagdo deste parasito e transporte do ambiente
silvestre para o doméstico, ndo s6 de T. cruzi, mas possivelmente de outros

parasitos também.

v

Figura 8- Thylamys macrurus, cuica (Foto: Vitor Rademaker).

Thylamys macrurus (Figura 8) € uma espécie de marsupial de cerca de 40g, utiliza o
solo com mais frequéncia, mas também o estrato arbéreo, tanto para locomocéao
guanto nidificacdo. Sua dieta é classificada como insetivora-onivora, podendo
alimentar-se de pequenos vertebrados também (Santori , Astla de Moraes, 2006).
Esta espécie foi capturada em trés tipos de ambiente, Cerrado, Cordilheira e Borda
de Baia. Poucos individuos foram capturados, sendo sua abundéancia relativa a
segunda mais baixa 3%. Esta espécie assim como as demais espécies de
marsupial, apresenta potencial para amplificacdo de T. cruzi, porém em menor

escala devido a sua abundancia relativa.
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Figura 9- Philander frenatus, cuica-cinza-de-quatro-olhos (Foto: Vitor Rademaker).

Philander frenatus (Figura 9) € uma espécie de marsupial grande (400g em média)
de habito semi-arboricola, utilizando o solo e também o estrato arboreo.
Aparentemente quando jovem utiliza o estrato arboreo com mais frequéncia,
aumentando a frequéncia de uso do solo quando adulto. Sua dieta é insetivora-
onivora, sendo composta por insetos pequenos vertebrados e frutos (Santori , Astlia
de Moraes, 2006). Esta espécie foi encontrada apenas em Mata de Galeria, 0 que
indica uma forte associagdo desta com este ambiente, sendo considerada uma
espécie habitat-especialista. O potencial para amplificacdo de T. cruzi por esta
espécie é maior do que as demais pelo fato de ser uma espécie de marsupial grande

e assim facilitaria a transmissao vetorial.
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Um fato interessante foi a auséncia do marsupial Didelphis sp., as espécies deste
género costumam ser muito abundantes, principalmente em areas degradadas e séo
apontadas como 0s principais reservatorios silvestres de T. cruzi, além de sua
importancia na transmissado deste parasito, por apresentar a forma infectante
(tripomastigota metaciclica) em sua glandula perianal. A existéncia desta espécie foi
relatada nas duas &reas pelos trabalhadores locais, sendo que apenas
recentemente um individuo foi capturado em uma fazenda vizinha a FA (G.M.
Mourdo comunicacdo pessoal). As espécies deste género estdo fortemente
associadas a presenca humana, pois se alimentam muitas vezes de lixo, e
possivelmente a presenca humana afaste seus predadores naturais, como gatos
silvestres, canideos, mustelideos e procionideos, em geral ausentes ou em baixa
abundancia em areas degradadas. Deste modo, a baixa densidade de individuos
das espécies de gamba no Pantanal seria explicada pela baixa densidade

populacional humana e a alta abundancia de predadores naturais.

3.3 - Diferencas ambientais entre a Fazenda Rio Negro e Fazenda

Alegria

Embora a rigueza e a composicdo de espécies por area tenha sido a mesma, o
padréo de distribuicdo das espécies pelos habitats diferiu entre as areas estudadas.
Na FRN, é&rea preservada, em todos os tipos de habitat, menos Cerrado, foi
encontrado um numero maior de espécies do que na FA, sendo que em cinco dos
sete ambientes foram encontradas seis ou mais espécies, inclusive o Peridomicilio
(7 de 10 espécies). Na FA, o Cerrado foi o habitat com o maior nUmero de espécies
(9 de 10 espécies), seguido por Cordilheira e Borda (4 de 10 espécies). Enquanto
que na FRN a Cordilheira foi o ambiente com o maior nimero de espécies (8 de 10),
mas Peridomicilio (7), Campo Limpo (6), Borda de Cerrado (6) e Cerrado (6)
continham também mais da metade das espécies identificadas, demonstrando uma

melhor qualidade de habitat e estado de conservacao desta area.
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Estas diferencas no padrdo de distribuicdo das espécies podem ser explicadas
através de diferencas na estrutura dos habitats das duas areas, provavelmente
associadas a presenca do gado. Isto porque a criacdo de gado extensiva
aparentemente ocasiona uma perda de qualidade nos habitats presentes na area,
favorecendo espécies mais generalistas, como T. pachyurus. De fato, a presenca do
gado impacta as areas florestadas na FA, devido ao pisoteio, causando uma maior
compactacao do solo, dificultando o crescimento da vegetacao de sub-bosque, e aos
bovinos se alimentarem destas espécies de plantas e plantulas. Assim, é possivel
notar que o sub-bosque destas areas fica muito esparso e o chdo muito pisoteado,
muitas vezes com o0 solo exposto. Na FRN, o melhor estado de conservacéo da area
favoreceria a distribuicdo das espécies em mais de um tipo de habitat. No entanto, é
importante notar que a FA tem naturalmente uma &rea maior de pasto, com menor

quantidade de areas florestadas.

Estas diferencas na qualidade dos habitats, e consequentemente na distribuicdo das
espécies nos mesmos, tém implicacbes epidemioldgicas, pois mudam a relacdo do
hospedeiro com o ambiente, podendo favorecer espécies com maior capacidade de

transmissao de T. cruzi e T. evansi.

3.4 - Padrdes de infeccao

O padrédo de dispersao espacial de um parasito esta intimamente ligado a
distribuicdo, ao comportamento e a ocupagdo do habitat por seus hospedeiros e
vetores. Deste modo, € importante lembrar que na FRN a razdo entre areas
florestadas e pasto é naturalmente maior do que a razdo na FA e que a qualidade
dos habitats a FA é menor do que na FRN. Estas diferencas levaram a padrdes
distintos de distribuicdo dos hospedeiros estudados nas duas areas,
consequentemente os padrdes de infec¢do de T. cruzi e T. evansi também diferiram

entre as areas.
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3.4.1- Trypanosoma cruzi

Animais infectados por T. cruzi foram encontrados em todos os tipos de habitat na
FA, enquanto que na FRN animais infectados ndo foram encontrados em Campo
Limpo e Borda de Baia. Uma explicagdo para esta observacdo baseia-se nas
diferencas na paisagem das duas areas e no comportamento dos vetores de T.
cruzi. No pantanal, as espécies de triatomineos citadas como principais vetores de
T. cruzi, Triatoma sordida, Panstrongylus geniculatus e Rhodnius neglectus, sao
encontradas em ambientes florestados (Carcavalho et al. 1999), consequentemente
a transmissdo deste parasito ocorre preferencialmente neste tipo de ambiente. Na
FA, a area de ambientes florestados é bem menor do que a area de pasto, sendo
gue a qualidade ambiental parece ser reduzida. Assim, parte dos animais infectados
nas areas florestadas pode ndo permanecer nas mesmas, ou mesmo, utilizar outros
tipos de habitat em sua area de vida, sendo capturados nestas areas. Inversamente,
na FRN a razéo entre areas florestadas e pasto é maior do que na FA. Deste modo,
0s animais infectados permaneceriam em seus habitat e ndo em areas de Campo

Limpo e Borda de Baia.

Na FRN, oito das nove espécies foram encontradas infectadas por T. cruzi (quatro
marsupiais e quatro roedores) contra nove (todas) espécies na FA (seis roedores e
trés marsupiais). De maneira geral, 0s marsupiais apresentaram seroprevaléncia e
parasitemias mais altas do que os roedores, evidenciadas pelos testes sorolégicos e

hemocultivo positivo, respectivamente.

Enquanto que a seroprevaléncia da infec¢do por T. cruzi em marsupiais € 0 numero
de individuos com altas parasitemias nao variaram entre as areas, em roedores
observamos seroprevaléncia mais alta e um numero mais alto de roedores com
parasitemias altas (Hemocultivo positivo) na area preservada do que na area de
gado. Como T. cruzi € mais transmitido em areas florestadas no Pantanal e a FRN
possui maior area florestada que a FA, seria de se esperar que a prevaléncia na
FRN seja mais alta do que na FA. O que explica termos encontrado um maior

namero de individuos infectados por T. cruzi em ambientes florestados.
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Todas as espécies de marsupial apresentaram prevaléncia mais alta do que
qualquer espécie de roedor. A grande maioria destas espécies esta associada a

ambientes florestados, onde a transmisséo de T. cruzi é maior.

Dentre os roedores, Oecomys mamorae foi a espécies que apresentou a prevaléncia
mais alta da infeccdo por T. cruzi e também maior nimero de individuos com
hemocultivo positivo (prevaléncia mais expressiva) em ambas as areas. Este
resultado é esperado, uma vez que este roedor € uma espécie arboricola, assim
como duas das trés espécies de vetores de T. cruzi no Pantanal. Por isso, também
encontramos uma maior prevaléncia neste roedor e um numero maior de animais

com hemocultivo positivo em area de Cordilheira.

E importante ressaltar que foram encontrados individuos de O. mamorae e C.
laticeps infectados por T. cruzi em &rea de Peri-domicilio na FRN. Isto pode ser

consequéncia de uma maior proximidade das residéncias a areas florestadas.

3.4.2 - Trypanosoma evansi

Animais infectados por T. evansi foram encontrados em todos os ambientes
amostrados em ambas as areas, sete na FRN e seis na FA. Isto se deve em grande
parte ao numero de espécies de Tabanideos (mutucas) no Pantanal, as quais sao
encontradas tanto em areas abertas (19 espécies) como florestadas (17 espécies)
(Barros, 2001).

Na FRN, foram encontradas oito espécies infectadas por T. evansi contra apenas
quatro na FA. Esta diferenca poderia ser explicada pela densidade de animais de
grande porte. Como na FA a abundancia e densidade de mamiferos de grande
porte, o gado e cavalos, € muito maior do que na FRN, as mutucas teriam uma
disponibilidade (tanto em quantidade quanto em facilidade de obtencéo) de recurso
alimentar muito maior na FA, diminuindo a frequéncia de picadas em pequenos
roedores e marsupiais e a probabilidade de transmissdo do parasito. Este efeito
pode ser considerado uma espécie de “efeito diluidor’ (Ostfeld , Keesing, 2000),
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onde a transmissdo vetorial de um determinado parasito seria “diluida” por
hospedeiros ndo-competentes. Assim, o gado estaria diluindo a transmissédo de T.
evansi nos pequenos roedores e marsupiais, uma vez que o gado nédo é infectado

fazendo com que o vetor ndo necessite se alimentar em outro mamifero.

No entanto, como a seroprevaléncia da infeccdo por T. evansi nas espeécies
encontradas infectadas em ambas as areas foi bem maior na FA, a hip6tese do
efeito diluidor ndo parece se adequar. Uma melhor explicacdo seria que
provavelmente o ambiente da FA favorece a transmissao de T. evansi nas espécies

de roedores encontradas.

Dentre as espécies de roedores, O. mamorae foi a espécie que apresentou
seroprevaléncia e parasitemias mais altas, evidenciada pelo teste de
microhematdcrito positivos (parasitemia > 10° parasitos por ml de sangue), nas duas
areas como um todo. Porém, na FA, as seroprevaléncias mais altas foram
encontradas em C. laticeps, seguido por T. pachyurus e entdo O. mamorae,
demonstrando a importancia destes hospedeiros no ciclo de transmissao de T.

evansi nestas areas.

Quanto aos marsupiais, foi encontrado apenas um individuo por espécie infectado
por T. evansi através de teste soroldgico apenas, sendo possivel concluir que estas

espécies tém menor importancia no ciclo deste parasito.
3.4.3- Infecgcbes concomitantes

Somente quatro individuos foram encontrados infectados por ambos
tripanosomatideos, dois individuos de O. mamorae, capturados em Mata de Galeria
e Peridomicilio, um M. domestica, capturado em area de Cerraddo e um C. laticeps,
em area de Campo Limpo. O pequeno numero de infeccbes com ambos
tripanosomas indica que, ao estar infectado com um destes, o hospedeiro
desenvolva uma resposta imune que impossibilitaria a infeccdo pela outra, protecao
imunoldgica cruzada. Outra explicacdo seria que ndo ha sobreposicao das areas de
vida dos respectivos vetores, uma vez que a prevaléncia da infec¢éo por T. cruzi foi

maior em ambientes florestados e a por T. evansi foi maior em areas abertas. No
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entanto, esta Ultima parece menos plausivel ja que as areas de vida dos roedores e
marsupiais podem abranger mais de um tipo de habitat aumentando as chances de
exposicao aos vetores. Nao podemos descartar a possibilidade que a infeccdo por
ambos tripanosomas seja letal.

Quanto a infeccbes por helmintos e tripanosomatideos, resultados preliminares
revelaram uma relacdo negativa entre T. evansi e nematdédeos hematofagos. Para
este resultado podemos apresentar trés explicacdes, (i) a infecgéo por T. evansi ou
nematédeos hematofagos conferem uma resposta imune mais eficiente contra o
outro, (ii) a infeccdo concomitante aumenta a mortalidade dos individuos ou (iii)) a
infeccdo por um dos parasitos mencionados poderia ocasionar uma mudanga no

comportamento do animal de modo que a exposi¢cao ao outro seja reduzida.

3.5- O Impacto de T. cruzi e T. evansi sobre a saude dos

hospedeiros

De um modo geral, ndo foi observado sinal de doenca ou mesmo de prejuizo a
saude a julgar pelos parametros hematologicos das trés espécies de roedores
avaliadas quanto a infeccdo por T. evansi, C. laticeps, T. pachyurus e O. mamorae.
Apenas uma alteragéo foi observada nos parametros hematolégicos, um aumento do
namero de linfécitos ocasionado pela infeccdo por T. evansi Este aumento no
namero de linfécitos muito provavelmente esté relacionado a ativacao policlonal de

linfécitos B circulantes para limpeza do parasito (Mansfield , Bagasra, 1978).

O impacto mais comumente causado por T. evansi em seus hospedeiros é a
anemia, em geral associada a altas parasitemias. Embora camundongos e ratos de
laboratério e T. apereoides (Menezes et al. 2004 e A.M. Jansen observacdes nao
publicadas) sofram alta patogenicidade em infecgbes experimentais por T. evansi,
neste estudo, os roedores infectados por estes tripanosomas nao apresentaram
anemia. Assim, a auséncia de anemia nos animais infectados com T. evansi pode
ser decorrente da baixa parasitemia observada nestes animais. Outra explicacao,
nao excludente, seria que pequenos roedores que desenvolvam anemia induzida por

T. evansi, morreriam rapidamente no ambiente, ndo sendo capturados.
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Consequentemente, os roedores amostrados seriam a parcela sobrevivente da

populacao, ou seja, aqueles capazes de resistir a infeccéo.

No caso da infec¢do por T. cruzi em O. mamorae, foi observado apenas um aumento
no volume globular médio, ocasionado pela infeccao por T. cruzi. Este aumento no
volume globular médio pode ser explicado como um mecanismo para compensar a

perda de hemacias.

O impacto das infec¢des pelos tripanosomas estudados pode ser func¢do do inéculo
ou via de transmissdo. Assim, em infec¢cdes experimentais o inéculo possui uma
concentracdo muito maior de parasitos do que em uma infeccdo natural, podendo
causar um impacto maior sobre o hospedeiro. E possivel também que no caso de T.
cruzi a transmissao oral, através da ingestdo de um barbeiro infectado ou das fezes
do mesmo, resulte no desenvolvimento de parasitemia mais alta, aumentando o
impacto da infeccdo, como observado em humanos. Em roedores, a transmissao
oral de T. evansi através da ingestdo de vetores é muito pouco provavel, pois as
mutucas sdo dipteros muito ageis e ndo se infectam com o parasito, apenas

transportam de um hospedeiro para o outro.

3.6 - O papel dos pequenos roedores e marsupiais no ciclo de

transmissao de T. evansi e T. cruzi

Dentre as espécies examinadas, O. mamorae apresentou as mais altas prevaléncias
de T. cruzi e T. evansi e T. pachyurus de T. evansi. Adicionalmente, sdo também as
espécies com abundancia relativa mais alta em ambas as areas e sédo encontradas
em uma grande variedade de habitats, estando adaptadas inclusive ao ambiente
doméstico e peridoméstico, sendo consideradas habitat generalistas. Devido a estas
caracteristicas estas espécies sdo as que apresentam maior potencial de

transmissao dos tripanosomas estudados, dentre os demais hospedeiros.
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Os pequenos roedores e marsupiais em geral apresentaram alta prevaléncia de
infeccdo por T. evansi e T. cruzi, sendo que a maioria dos animais infectados por
estes tripanosomas apresentou parasitemia baixa, ndo detectdvel por exames
parasitolégicos. A parasitemia da infeccdo por T. evansi e T. cruzi esta diretamente
relacionada a amplificacdo e transmissao vetorial dos mesmos. Deste modo, devido
a baixa parasitemia, a transmisséo vetorial de ambos tripanosomas a partir destes
animais é pouco provavel, sendo mais provavel a transmissdo vertical, através de
predacdo, uma via altamente eficiente, que n&o necessita de parasitemia alta.
Assim, de maneira geral estes animais apresentam baixo potencial amplificador
destes parasitos, principalmente de T. evansi, pois a transmissao vetorial é

mecanica, 0 que necessita de uma parasitemia mais alta.

Deste modo, apesar de ndo amplificar, os pequenos roedores e marsupiais
infectados, por ndo sofrerem impactos significativos das infeccbes por T. cruzi e T.
evansi, tendem a manter a infeccdo por um periodo equivalente ao ciclo de vida de
cada um, transmitindo estes parasitos quando sdo predados por outros mamiferos.
Estas caracteristicas indicam que estas espécies mantém infeccbdes “latentes” por
um periodo de tempo prolongado, atuando como bons hospedeiros mantenedores,
embora provavelmente ndo tdo competentes quanto as capivaras e quatis. Isto
porque estas Ultimas espécies apresentam um alto potencial amplificador e
longevidade maior, sobretudo a capivara, pois mantém altas parasitemias por T.
evansi e, no entanto, ndo apresenta anemia. No entanto, é importante notar que
estas espécies ocupam uma maior amplitude de habitats e sdo encontradas no
peridomicilio e até intradomicilio, conferindo uma importancia especial

principalmente como fonte de infecgéo para animais domésticos e humanos

Comparando-se as espécies de roedores e marsupiais em relacdo ao seu papel no
ciclo de transmissao destes tripanosomas, cada grupo (marsupiais ou roedores)
apresentou papel distinto. A prevaléncia de T. evansi, foi mais alta nos roedores,
demonstrando uma maior relevancia na transmissao de T. evansi. Por outro lado, no
caso da infeccao por T. cruzi, encontramos que marsupiais apresentam parasitemia

e seroprevaléncia mais alta do que os roedores. No entanto, a abundancia de
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marsupiais foi menor do que a de roedores, influenciando no papel destas espécies

hospedeiras na transmissao deste parasito.

Espécies do género Didelphis ndo foram capturadas, as quais sdo apontadas como
0s principais reservatérios silvestres de T. cruzi. Deste modo, no Pantanal esta
espécie tem participacdo pouco importante no ciclo de transmissédo de T. cruzi. De
fato, estudos tém mostrado que o quati (Nasua nasua) é o principal reservatoério
silvestre no Pantanal, apresentando potencial de amplificacdo e transmisséo de T.

cruzi, uma vez que individuos infectados apresentam alta parasitemia.

O papel dos roedores e marsupiais no ciclo de transmisséo de T. evansi e T. cruzi
parece ser influenciado ainda pelas caracteristicas dos habitat de cada area. Isto
porque na area preservada infeccbes por T. evansi foram encontradas em um
namero maior de espécies do que na area de criacdo de gado. Ainda, os padrdes de
infeccdo por estes tripanosomatideos diferiram de acordo com os tipos de habitat
onde os animais foram coletados. Roedores infectados por T. cruzi foram
encontrados principalmente em areas de floresta nas duas areas, enquanto que 0s
infectados por T. evansi estavam presentes em todos os tipos de habitats na area de
criacdo de gado extensiva, no entanto em maior frequéncia em areas de campo
aberto, sugerindo uma maior transmissdo destes parasitos nestas areas

respectivamente.
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4 - CONCLUSOES

A criacdo extensiva de gado bovino na area estudada parece nao estar associada a
perda de riqueza de espécies nem mudanca na composicdo de espécies, mas

influencia na abundéancia relativa das espécies e padrao de ocupacao dos habitats.

As infeccgbes por T. evansi em Thrichomys pachyurus, Clyomys laticeps e Oecomys
mamorae e T. cruzi em O. mamorae ndo estavam associadas a anemia ou a algum

impacto relevante a saude dos animais.

Em T. pachyurus a infec¢éo por T. evansi com ou sem infeccbes concomitantes por

helmintos, ndo apresentou impacto relevante a saude do animal, a julgar pelos

parametros hematoldgicos dentro dos limites normais.

Nas areas estudadas os pequenos roedores e marsupiais aparentemente
apresentam papel secundario na manutencéo do ciclo de transmisséao de T. evansi,
isto porque estas espécies apresentam um baixo potencial amplificador e
longevidade curta, reduzindo o potencial de transmissdo das mesmas em relacdo a

outras espécies de mamiferos no Pantanal.

As altas parasitemias da infecgéo por T. cruzi observadas nos marsupiais, sugerem
que estas espécies apresentam maior potencial de amplificacdo de T. cruzi do que

os roedores estudados.

Apesar do maior potencial de amplificacdo de T. cruzi dos marsupiais, tanto estas
espécies quanto as espécies de roedores estudadas, apresentam papel secundario
na manutencédo do ciclo de transmissédo deste tripanosoma em relacdo a outras

espécies de mamiferos no Pantanal.

O roedor O. mamorae foi a espécie que apresentou prevaléncia mais alta de ambos
tripanosomas, provavelmente por ser encontrado nos mesmos ambientes utilizados
tanto por Tabanideos como por Triatomineos, vetores de T. evansi e T. cruzi,

respectivamente.
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Variation in the helminth community structure of
Thrichomys pachyurus (Rodentia: Echimyidae)
in two sub-regions of the Brazilian Pantanal: the

effects of land use and seasonality.
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Abstract

The Pantanal is a large ecosystem located in South America. This preserved
area is seasonally flooded due to abundant rainfall during the summer and
the subsequent overflow of the Paraguai River. In this paper, we examine the
helminth community structure in the wild rodent Thrichomys pachyurus during
the wet and dry seasons in two locations of the preserved and cattle ranching
areas in the Southern Pantanal. We identified 12 species of helminth, and,
although we did not find any differences in species richness between locations
within the Pantanal, we found that richness was higher during the wet season.
Helminth species were largely aggregated in both farm locations and during
seasons. The most common helminth species were more abundant during the
dry season than during the wet season, which may have been due to the
increased habitat availability and rodent population increase. The intensity of
the infection also followed the same pattern for most helminths. The
trichostrongylids (Heligmostrongylus crucifer, H. almeidni and Pudica cercomysi)
were dominant at both farm locations. The land use of each area was not
correlated with helminth diversity. However, species composition of the
helminth community of T. pachyurus differed between locations and may be
correlated with environmental differences between the habitats. The
seasonality of the Pantanal was highly correlated with helminth parasitism
in T. pachyurus.

*Fax: + 55-21-25621253
E-mail: maldonad@ioc.fiocruz.br

i memoriam.
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Introduction

The structure of parasite communities is influenced by
several factors, including biogeography and abiotic
parameters (environmental factors) as well as host
density and life history (Abu-Madi ef al., 2000). Helminth
communities are also influenced by host-parasite and
parasite—parasite interactions within the host (Poulin,
2001). In discrete or isolated host populations, suscepti-
bility to infection by parasitic organisms is strongly
influenced by intrinsic host factors, including age and life
history (Barnard et al., 2002; Behnke, 2008).

Comparing parasitological parameters of a specific host
species in different habitats may be an important
approach in evaluating the impact of environmental
factors on helminth community structure and host-
parasite relationships. Moreover, climatic factors are
known to influence the development of free-living stages
of parasites and can affect survival, transmission and host
infection (Haukisalmi & Henttonen, 1990; Behnke, 2008).

Helminth parasites have been studied extensively in
European rodents (Montgomery & Montgomery, 1990;
Behnke et al., 1999, 2001; Fuentes et al., 2004; Sainz-Elipe
et al., 2007). Most helminth studies focusing on Brazilian
mammals are strictly taxonomic reports (Travassos, 1927;
Travassos & Freitas, 1941; Gomes et al.,, 2003; Durette-
Desset et al., 2006). The helminth community structure of
Brazilian rodents hasbeen reported for Nectomys squamipes
in the Atlantic Forest (Maldonado Jr et al., 2006). In the
Brazilian Pantanal, studies of small mammal helminths
have been performed only for the marsupial Gracilinannus
agilis (Feijo et al., 2008; Lopes Torres ef al., 2009).

Species of the genus Thrichomys (Rodentia: Caviomor-
pha) occupy diverse ecosystems in South America.
Thrichomys pachyurus is a widespread rodent from
Paraguay to western Brazil, occurring in the Pantanal
biome (Bonvicino ef al., 2002; Braggio & Bonvicino, 2004).
The species has a long gestation period of approximately 3
months and small litter size, with an average of 2.5 = 0.9
offspring (Teixeira et al, 2005). Recent parasitological
studies of Thrichomys in the wild have shown its
involvement in the transmission cycles of Trypanosoma
cruzi (L. Herrera et al., 2005; Xavier et al., 2007). In the areas
studied, this rodent species is abundant and is often
infected with T. evansi, a flagellate that causes severe
disease in horses and dogs (.M. Herrera et al., 2005, 2007).

The effects of land use and seasonal floodplain events
on the helminth community structure have remained
unclear in the Pantanal region. In this study, we evaluated
and compared the helminth community structure and the
parasitological parameters of T. pachyurus in two Brazilian
Pantanal locations with different land-use histories. We
considered the effects of these different areas and the
effects of Pantanal seasonality on variation in the
respective helminth communities.

Materials and methods
Collecting sites

The Pantanal is a large ecosystem located in central
South America, with a seasonal floodplain that varies
with local rainfall and flooding of the Paraguai River.
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Although the Pantanal is a distinct ecosystem, it is
dominated by species of the Cerrado biome and contains
areas that differ in landscape and hydrological charac-
teristics, forming a mosaic of local hydrological con-
ditions, soil types and vegetation communities. Local
climatic conditions are divided into two distinct seasons,
which are the wet (summer and autumn) and dry (winter
and spring) seasons. During the wet season, the local
fauna share restricted areas and resources that are
reduced in their availability. Another important feature
of this region is the increase of ranching activities and the
consequent habitat disturbance, which modify the
characteristics of this environment and increase contact
between wildlife and domestic animals (H.M. Herrera
et al., 2007). This may predispose the area to an increase in
the transmission of helminths from low-specificity hosts
to more distantly related hosts.

The study was performed at two farms in the Brazilian
Pantanal, Mato Grosso do Sul State. The first site was the
Rio Negro Farm, located in the sub-region of Aquidauana
(19°34/54"S, 056°14'62"W). This area is a private, protected
area used for ecological tourism and scientific research by
Conservation International. The second research site was
the Alegria Farm, situated in the municipal district of
Corumba (19°15'017S, 057°01'29"W). This site is a private
ranch used primarily for cattle breeding. In both sites, the
landscape includes the following elements: (a) ‘cerrado’,
characterized by small, twisted or gnarled trees that are
thinly spaced by herbaceous layers formed by grasses and
shrubs; (b) ‘cordilheira’, which is characterized by higher
ground that is covered by dense, semi-deciduous forest
and is free of seasonal floods; (c) ‘grassland’, character-
ized by open fields that are eventually flooded under
great inundations; and (d) ‘edge of lakes’, which is
characterized by areas that are covered by grass and are
seasonally flooded.

The climate is sub-humid tropical with two distinct
seasons: the rainy summer from October to April and the
dry winter from May to September. The average annual
temperature of the region is 26.9°C during the summer
and 23.7°C during the winter, with a mean annual rainfall
of 1066 mm.

Parasitological procedures

Small mammals were trapped between February and
June 2002 at the Rio Negro Farm, and between February
and September 2003 at the Alegria Farm. Each trapping
session consisted of 5 days. Traps were placed in four
transects representing different habitats: cerrados, cordil-
heiras, grassland and edge of lakes. Each transect had four
trapping stations spaced 20m apart. At each station, two
live-traps, a Tomahawk™ trap (model 201; 16 X5X5
inches (40.6 X127 X12.7cm)) and a Sherman® trap
(model XLK; 3Xx3.75X12 inches (7.6 X 9.5 X 30.5 cm))
were placed on the ground. Traps were baited with a
mixture of peanut butter, banana, oatmeal, bacon and
manioc, and were checked daily in the morning.

Captured Thrichomys pachyurus were transported to a
base camp for euthanasia and necropsy. All animals were
preserved by taxidermy and deposited as voucher
specimens in the Mammal Collection of the National
Museum in Rio de Janeiro State. All animal procedures
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followed the guidelines for capture, handling and care of
mammals of the American Society of Mammalogy and
the bio-security procedures of the Brazilian Health
Ministry. Animals were collected under the authority of
the Brazilian Government Institute for Wildlife and
Natural Resources (IBAMA, CGFAU 009/2002 and
CGFAU 137/2002). Bio-security techniques and individ-
ual safety equipment were used during all procedures
involving animals or biological samples (Lemos &
D’Andrea, 2006).

We examined the abdominal and thoracic cavities of the
rodents for helminths, searching the oesophagus,
stomach, small and large intestines, liver, pancreas,
kidneys, lungs, heart and gall bladder. Organs were
separated in Petri dishes and dissected wunder a
stereomicroscope to remove small helminths. Collected
parasites were washed twice in saline in order to remove
tissue debris and were fixed in hot AFA (2% acetic acid,
3% formaldehyde and 95% ethanol). Specimens were
cleaned in LAF (40% lactophenol, 20% acid lactic and 20%
phenol, in water) for later species identification
(Yamaguti, 1961; Durette-Desset & Chabaud, 1981;
Durette-Desset, 1985; Vicente et al., 1997).

Data analysis

Helminth species richness was considered to be the
number of species present. Helminth diversity was
calculated using the Shannon index (H') and compared
using Hpax and Hpi (Ludwig & Reynolds, 1988;
Magurram, 1988). Helminth richness and diversity were
calculated at each farm, for each season and for the entire
dataset.

The distribution pattern of each helminth species was
determined using the index of dispersion, calculated as
the ratio between the variance of parasite abundance and
the mean of parasite abundance (Ludwig & Reynolds,
1988; Bush ef al., 2001; Combes, 2001). If the ratio was
close to one, the distribution was considered to be
random; if it was less than one, distribution was regular; if
it was greater than one, distribution was aggregated. In
the latter case, the higher the variance to mean ratio, the
more aggregated the distribution.

To analyse helminth community structure, we con-
sidered prevalence, intensity of infection and abundance of
each species, taking into account all captured rodents and
using methods described by Bush et al (1997). Each
community parameter was also compared between seasons
and farms, using a 2X2 contingency chi-square test
whenever possible. When a helminth species occurred in
only one farm, we compared abundance between seasons
using a chi-square goodness of fit test (Zar, 1999). The
presence/absence of each helminth was analysed consider-
ing both location and season using a logistic regression
with a stepwise backward likelihood ratio model.

We investigated the co-occurrence of helminths by
examining the Spearman correlations of the intensities for
each pair of helminths. Since data were not normally
distributed, only rodents that contained both species of a
particular pair were considered in this analysis (Zar,
1999). The Jaccard index of species association (Ludwig &
Reynolds, 1988) was calculated for each pair of species
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with sufficient data, in order to investigate relationships
between helminth species.

The helminth community structure was characterized
according to Thul ef al. (1985). We used an importance
index to classify each helminth species in the community,
based on the number of infected hosts and the number of
individuals of each parasite species. The more parasites
and number of animals infected with a parasite, the more
dominant a parasite was considered in the community.
The importance value, I, was calculated for each helminth
species as follows:

A xE x 100,

L=Mx
where A = number of individual parasites of a particular
species; B = number of hosts infected with parasites of
that species; j is the parasite species considered, i is any
parasite species, and M is a maturation factor equal to 1.0
if at least one mature individual of the species considered
was found, and otherwise equal to 0. If the importance
index I=1.0, the species was considered to be a
dominant species; 0.01 =1 =1.0 identified co-dominant
species which contributed significantly to the community,
though to a lesser degree than dominant species;
0<I<0.01 characterized subordinate species that
occurred infrequently, and, although they may have
developed and reproduced, they did not contribute
significantly to the community; and I =0 characterized
unsuccessful pioneer species that had gained access to a
host but were not able to mature or reproduce, they
contributed little to the community and were character-
istic of another host (Thul ef al, 1985). Statistical
significance was considered at P << 0.05.

Results
Helminth species richness

Seventy specimens of Thrichomys pachyurus were
collected during this study. Eighteen animals were
collected during the wet season and 14 during the dry
season at the Rio Negro Farm. At the Alegria Farm, 26
T. pachyurus were collected during the wet season and 12
during the dry season (table 1).

The overall helminth richness was 12 species and there
was no difference between locations. At both Rio Negro
and Alegria, the richness was greater during the rainy
season, although this difference was not significant.

Table 1. Number of host animals analysed in each study area and
season.

Rio Negro season Alegria season

Wet Dry Total Wet Dry Total
Males 12 13 25 15 6 21
Females 6 1 7 10 6 16
Total 18 14 32 26* 12 38

#One animal was not sexed.

Anexos



Rademaker, V (2010)

Tese de doutorado em Biologia Parasitaria FIOCRUZ

Table 2. Richness and diversity indices of helminths recovered
from Thrichomys pachyurus (Rodentia: Echymyidae) on the Rio
Negro and Alegria Farms in the Pantanal, Brazil.

Farm Season Richness H Hopex Heg,
Rio Negro Wet 9 146 2.19 0.063
Dry 6 1.39 1.79 0.039
Both 9 1.68 2.19. 0.063
Alegria Wet 8 134 2.07 0.055
Dry 7 135 1.94 0.047
Both 9 1.52 219 0.063
Total 12 181 248 0.086

H', Shannon diversity index, Hyay, maximum diversity index;
Hppin, minimum diversity index.

Further, there was no significant difference in diversity
between seasons (table 2).

Helminth species recovered from the rodents in Rio
Negro included the nematodes Heligmostrongylus crucifer,
H. almeidai, H. interrogans, Pudica cercomysi, P. maldonadoi,
Thrichuris sp., Avellaria intermedia and Stilestrongylus
inexpectatus. The latter three species were observed only
during the wet season. Only one species of Cestoda
Raillietina sp. was recorded. The helminth species
recovered from rodents in Alegria included the nema-
todes H. crucifer, H. almeidai, H. interrogans, P. cercomysi,
Thrichuris sp., Paraspidodera uncinata and Physocephalus
lassancei. Thrichuris sp. was observed only during the dry
season, and P. lassancei was only found during the wet
season. Two species of Cestoda were also observed:
Raillieting sp. and Rodentolepis sp. The latter species was
only detected once in one host during the dry season. All
helminths were recovered from the small intestine except
P. uncinata, which was found in the large intestine, and
P. lassancei, which was recovered from the stomach.

Helminth distribution and infection levels

The distribution of most nematode helminths was
highly aggregated (table 3). In particular, the trichos-
trongylids H. almeidai and H. crucifer showed aggregated
distributions at both farms during both seasons.
Heligmostrongylus interrogans was randomly distributed
in Rio Negro during the wet season, and P. cercomysi was
randomly distributed during the dry season. Avellaria
intermedia showed an aggregated distribution in Rio
Negro during the wet season. The distribution of
Thrichuris sp. was aggregated in Rio Negro and Alegria
during the dry season and was randomly distributed in
Rio Negro during the wet season. The distribution of

R. Simoes ef al.

P uncinata was aggregated in Alegria during the dry
season. The cestoda Raillieting sp. was consistently
randomly distributed (table 3). The distributions of
other species could not be adequately evaluated.

The nematode H. interrogans showed significantly
higher abundance in Alegria during the dry season, and
P. cercomysi showed significantly higher abundance in Rio
Negro during the wet season (tables 4 and 5). The other
species did not show any significant differences in
abundance between farms or seasons (tables 4 and 5). The
highest abundances in Rio Negro were observed for
H. almeidai and in Alegria for H. crucifer (table 4).

In Rio Negro, P. cercomysi was much more abundant
during the wet season and H. almeidai and A. intermedia
were more abundant during the dry season; these species
were abundant in this farm location (tables 4 and 5).
Heligmostrongylus crucifer and H. interrogans were more
abundant in Alegria during the dry season and were most
abundant in this farm (tables 4 and 5).

Most species (H. crucifer, H. interrogans, P. cercomysi,
P. uncinata and Raillietina sp.) were more abundant in
Alegria during the dry season (tables 4 and 5). Only
Trichuris sp. showed significantly higher prevalence in
Rio Negro, also during the dry season (tables 4 and 5).

The logistic regression analysis assessing the presence
of the helminths with respect to both the location and
season showed that, for H. almeidai, Thrichuris sp. and
Raillieting sp., the season exerted a stronger influence on
species presence than the location (table 6). For H. crucifer,
H. interrogans, P. maldonadoi, A. intermedia and P. cercomysi,
no significant differences were found between locations
or seasons. Other species could not be tested.

There were no significant correlations between the
helminth intensities of infection (table 7). The Jaccard
indices of association did not show co-occurrence
or segregation between any pair of helminth species
(table 8). The nematodes H. crucifer, H. almeidai and
P. cercomysi were dominant at both Rio Negro and Alegria
(table 9). Trichuris sp., A. intermedia and Raillietina sp. were
dominant only in Rio Negro, and H. interrogans and
P. uncinata were dominant only in Alegria (table 9). The
other helminths were either co-dominant or unsuccessful
pioneer species at both farms (table 9).

Discussion

Thrichomys pachyurus is an abundant rodent in the
Pantanal and acts as a wild reservoir for T. cruzi and
T. evansi (HM. Herrera et al, 2007). Studies have
investigated other parasites and their life cycles in this
caviomorph rodent species.

Table 3. Dispersion indices for each helminth recovered from Thrichomys pachyurus (Rodentia: Echymyidae) on the Rio Negro and Alegria

Farms in the Pantanal, Brazil.

Pudica Avellaria
Farm Season  H. crucifer  H. alneidai  cercomysi ~ Thrichuris sp.  intermedia  H. interrogans P uncinata  Raillietina sp.
Rio Negro ~ Wet 12.62 1.38 32.34 0.20 6.43 040 - 0.13
Dry 1113 2743 0.18 11.95 = = = 0.40
Alegria Wet 3848 443 8.77 = - 267 = -
Dry 3247 3.56 7.87 1.50 = 60.53 1.33 0.19
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Table 5. Results of the chi-square test for abundance, intensity and prevalence in relation to farm and season for each helminth recovered
from Thrichomys pachyurus (Rodentia: Echymyidae) on the Rio Negro and Alegria Farms in the Pantanal, Brazil.

Abundance Intensity Prevalence
X P e P I P
H. crucifer 0.229 0.75> P > 0.50 4.974* 0.05> P >0.02 15.380* <0.001
H. almeidai 0.657 050 > P> 025 7.061* <0.01 2.998 010> P> 0.05
H. interrogans 11.654* <0.001 14.015* <0.001 56.412* <<0.001
P. cercomysi 15.527* <0.001 5.353* 0.05>P=>0.02 53.081* <0.001
Thrichuris sp. 0.138 0.75 > P > 0.50 0.703 P=0.10 15.926* <0.001
A. intermedia 0.255 075> P> 050 10.747* <0.01 0.879 050 > P>025
P. uncinata 0.638 050> P> 025 1.00 090 > P> 0.75 15.60* <0.001
Raillieting sp. 0.029 095> P> 090 2.150 =>0.10 29.043* <0.001

*Significant results.

Table 6. Significant results of the stepwise logistic regression of presence /absence of each helminth recovered from Thrichomys pachyurus
(Rodentia: Echymyidae) on the Rio Negro and Alegria Farms in the Pantanal, Brazil, considering the location and the season.

Significant 95% confidence
Species parameter Chosen model Estimate SE P value Odds ratio interval
H. abneidai Season Step 1 1.350 0.555 0.015 3.857 11.437-1.301
Thrichuris sp. Season Step 0 2.120 0.674 0.002 8.334 31.232-2.224
Raillietina sp. Season Step 1 1.658 0.555 0.003 5.250 15.567-1.771

Table 7. Spearman correlation coefficients of the intensities of infection between helminths recovered from Thrichomys
pachyurus (Rodentia: Echymyidae) on the Rio Negro and Alegria Farms in the Pantanal, Brazil. Samples sizes (number of host
animals) are in parentheses.

Heliginostrongylus Heliginostrongylus Heliginostrongylus Pudica
almeidai crucifer interrogans cercomysi Thrichuris sp.
H. alneidai - - - - -
H. crucifer 0.193 (7) = = = =
H. interrogans —0.857 (6) 0.354 (10) = = =
P. cercomysi 0.482 (11) 0.103 (18) —0.316 (15) - -
Thrichuris sp. 0.171 (6) —0.303 (10) 0.783 (5) —0.205 (9) -
Raillietina sp. 0.442 (9) —0.113 (8) 0.131 (6) —0.361 (10) 0413 (8)

Table 8. Jaccard indices of association between helminth species recovered from Thrichomys pachyurus (Rodentia:
Echymyidae) on the Rio Negro and Alegria Farms in the Pantanal, Brazil.

Heligmostrongylus Heligmostrongylus Heligmostrongylus Pudica
abmeidai crucifer interrogans cercomysi Thrichuris sp.
H. almeidai = = — — -
H. crucifer 0.179 - = - =
H. interrogans 0.207 0.333 = - -
Pudica cercomysi 0.289 0.333 0.500 = -
Thrichuris sp. 0.200 0.300 0.160 0.235 -
Raillieting sp. 0.281 0216 0.207 0.225 0.276
This is the first report on the helminth fauna of T. apereoides which lives in the Brazilian Cerrado and
T. pachyurus with new records of the geographic Caatinga. Although H. crucifer had only been observed in
distributions for most of the helminth species. Four of the Pantanal, H. almeidai, H. interrogans and S. inexpectatus
the ten sampled nematode species were previously have been described previously in the Caatinga,
registered in another biome for the closely related species and S. inexpectatus has also been described in Cerrado.
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Table 9. Importance indices for the helminths on the Rio Negro (RN) and Alegria (A) Farms in the Pantanal, Brazil.
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The larger helminth diversity in T. pachyurus when
compared with congeneric species from the Caatinga
and Cerrado suggests an environmental adaptation of life
cycles of most helminths to the Pantanal habitat, which is
more humid than other biomes, in spite of the influence of
the surrounding Cerrado on the Pantanal fauna (Alho &
Gongalves, 2005). In addition, the great diversity of
helminth species found in this rodent could have resulted
from sharing the habitat with other mammals. The
infection of T. pachyurus likely results from sharing the
habitat with other rodents and deer during the flood
periods. Indeed, P. lassancei has been described from the
stomach of the cervid Mazama simplicicornis from
Lassance, Minas Gerais State (Cuocolo, 1943). This genus
preferentially inhabits forested areas in Pantanal (Rivero
etal., 2005), and T. pachyurus are found preferentially in this
habitat in the ‘cordilheiras’ (H.M. Herrera et al., 2007). Thus,
these two species may overlap during the flood season.

Paraspidodera uncinata is a parasite of the large intestine
of Cavia porcellus, C. aperea and C. fulgida and has been
found infecting caviomorph rodents of the families
Cavidae and Agoutidae (Travassos & Freitas, 1948; Pinto
et al., 2002). Moreover, it has also been reported infecting
lagomorphs (Vicente ef al., 1997), demonstrating that ithas
little vertebrate host specificity. Although this is the first
report of P. uncinata infecting T. pachyurus, previous
studies have reported this nematode infecting Cavia sp. in
Mato Grosso do Sul State (Travassos & Freitas, 1941).
Further, a Cavia sp. was trapped in the same habitat where
the rodents were collected, reinforcing the importance of
co-habitation as a determinant of co-occurring parasites.
Likewise, A. intermedia has also been observed infecting
caviomorph rodents such as Dasyprocta fuliginosa in
Jauari, Amazonas (Durette-Desset ¢f al., 2006).

Extrinsic factors play a major role in determining the
structure of helminth communities, with strong evidence
in support of temporal variations in helminth commu-
nities arising from seasonal and annual changes in the
environment (Langley & Fairley, 1982; Haukisalmi ef al.,
1988; Montgomery & Montgomery, 1989). Helminth
species composition differs in space and time, suggesting
that each site and season sampled has specific habitat
characteristics that allow for the occurrence of helminth
species that are better adapted to these particular
conditions. In this study, differences in spatial scale are
demonstrated by the occurrence of A. intermedia,
S. inexpectatus and P. maldonadoi only at Rio Negro, and
P. uncinata and P. lassancei only at Alegria. With regard to
temporal variations, seasonal differences in helminth
community structure could potentially be a consequence
of changes in mammal aggregation patterns as a result of
the seasonal shrinkage and expansion of their natural
habitats in response to the weather conditions.

The aggregated distribution observed for most
nematodes analysed is a frequent pattern of parasite
distribution in the wild (Bush ef al, 2001; Poulin, 2007).
The random distribution in both localities for the cestoda
Raillieting  sp. may result from strong intra-specific
competition between the species, which has been observed
with other cestoda infections (Keymer, 1982). Further, the
existence of several intermediary and definitive hosts
suggests the occurrence of the transmission cycle in
different habitats (Ackert, 1922; Horsfall, 1938).
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The most common helminth species showed higher
abundances, intensities and prevalences during the dry
season, which may be a consequence of the regular
expansion of habitat availability that is due to the
shrinking bays, favouring helminth life cycles and
dispersion (Lacher et gl, 1986). The higher abundance
and intensity of P. cercomysi during the wet season at Rio
Negro may be due to the low host specificity of this
helminth in combination with the spatial restrictions of
this season, which may favour the transmission of
parasites among different host species, such as Gracilina-
nus agilis and Clyomys laticeps. The highest prevalence
observed in this study was for P. cercomysi at the Alegria
farm during the dry season, where more than 80% of the
animals were infected. This extremely high infection rate
indicates that parasites were frequently transmitted
between T. pachyurus individuals. These data suggest
that the potential host species for P. cercomysi at Alegria
are reduced due to anthropogenic activities.

The less common species (P. maldonadoi, 5. inexpectatus,
P. uncinata and P. lassancei), which were characterized as
either co-dominant or unsuccessful pioneer species, were
favoured by flooding and appeared only during the wet
season. Given that the abundance and intensity of
infection of the dominant species were generally reduced
during the wet seasons, other helminth species could
have became established in the host population during
these periods. Considering the higher prevalence of the
dominant nematode species in the study areas during the
dry season (except for A. intermedia, which showed higher
prevalence in the wet season) and the higher prevalence
of co-dominant species during the wet season (except for
P. uncinata, which was dominant at this time), we propose
the hypothesis of niche constriction for the helminth
community during the wet season in this study.
Considering the overall host population, the lack of
correlation in the helminth intensities may indicate that
habitat niche reduction for helminth species allows
coexistence of these parasite species.

In conclusion, land use and seasonal effects of weather
conditions in the Brazilian Pantanal region may lead to
modifications in the patterns of rodent parasitism due to
habitat alterations and habitat reduction imposed by
flooding or cattle ranching. Although land wuse did not
seen to affect helminth diversity and did not result in a
loss of helminth biodiversity, the species composition of
each helminth community in T. pachyurus differed
between locations, and we suggest that this difference
may result from habitat differences between regions
(preserved versus disturbed). Seasonality in the Pantanal
was an important factor in modulating helminth
parasitism. The availability of habitat, one of the most
important niche dimensions in mammal communities,
was equally important in helminth communities. Habitat
restriction may favour parasite transmission or the
occurrence of co-dominant parasites and, consequently,
dissemination of helminths between low-specificity hosts,
increasing the supra-population or the prevalence of
parasites in T. pachyurus. The Pantanal region is located in
central South America with the Amazonian Forest to the
north, the Cerrado to the east, the dry Chaco to
the southwest and rain forest to the southeast. Since
T. pachyurus is an abundant rodent in this large plain, the
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Pantanal region may be acting as a corridor of dispersion
between these large ecosystems for some of the helminth
species that are not specific parasites of T. pachyurus.
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8 - ANEXO 3

Descricdo dos helmintos encontrados em Thrichomys pachyurus

Dentre as 12 espécies de helmintos encontradas em Thrichomys pachyurus, 10 sdo
nematodeos e 2 cestddeos. Dos dez nematddeos, sete pertencem a superfamilia
Trichostrongyloidea, Heligmostrongylus almeidai, H. crucifer, H. interrogans, Pudica
cercomysi, P. maldonadoi, Avellaria intermedia e Stilestrongylus inexpectatus, uma
da Superfamilia Spiruroidea, Physocephalus lassancei, uma da Superfamilia
Trichinelloidea, Trichuris sp., e uma da Superfamilia Heterakoidea, Paraspidodera

uncinata.

Os nematddeos da superfamilia Trichostrongyloidea encontrados em T. pachyurus
Sao parasitos monoxenos, ou seja, completam seu ciclo em apenas um hospedeiro.
Sao hematofagos e aderem sobre a mucosa o intestino delgado. Os ovos saem nas
fezes do hospedeiro para o solo, onde desenvolvem trés estagios larvais apds os
quais infectam novo hospedeiro através ingestdo da L-3 (Noble et al. 1989).

Physocephalus lassancei € um nematddeo heter6xeno, ou seja, necessita mais de
um hospedeiro para completar o ciclo. A infecgcdo ocorre pela ingestdo de larva
encistada em um hospedeiro intermediario (coledpteros copréfagos). Colonizam a
superficie da mucosa gastrica do hospedeiro. Esta espécie € descrita como parasito
de porcos domeésticos e selvagens (P. sexalatus) e cervideos (Cuocolo, 1943,
Bursey , Goldberg, 2004, Freitas, 1982). Esta espécie foi encontrada apenas na FA,
sugerindo que a criacdo de gado concentra diferentes espécies em um mesmo tipo
de habitat, ocasionando o compartilhamento de ambiente e a transmissao/aquisicao
de parasitos entre espécies distintas, no caso entre cervideos e porcos com T.

pachyurus.

Trichuris sp. € um nematédeo monoxeno que parasito 0 ceco com extremidade
anterior embebida na mucosa. A infec¢ao ocorre pela ingestdo de ovos embrionados
gue se tornam infectivos apos desenvolvimento no solo (Freitas, 1982, Stephenson
et al. 2000, Parasitology Biology, 2001). Dentre os impactos causados por espécies
deste género em roedores estdo: anemia, problemas digestivos, reducdo do peso
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corporal de recém-nascidos, reducdo na fecundidade através da reducdo no

tamanho de ninhada, e nimero de reproducdes ao ano (Deter et al. 2007).

Paraspidodera uncinata € um nematédeo monéxeno que habita o ceco e colon de
seus hospedeiros. A infecgéo é direta através do contato com as fezes onde os ovos
ja sao infectivos (Fremont , Bowman, 2003). Normalmente ndo patogénico, embora
esteja associado a perda de peso e retardo de desenvolvimento em altas
infestacbes (Conder et al. 1989). Em cobaias, apresenta baixa patogenicidade
(Rigby, 1976), pouco se sabe a cerca do impacto deste parasito em animais

silvestres.

Raillietina sp. € um cestddeo heteréxeno que parasito o intestino delgado de seus
hospedeiros. O seu ciclo inicia-se com a liberacdo das proglotes nas fezes, sendo
ingeridas por hospedeiros intermediérios artropodos (insetos, crustaceos ou
moluscos) onde forma cisticercoide. Geralmente sub-clinica, mas em laboratério
cobaias com infec¢bes severas sofrem sintomatologia severa, como: perda de peso,

distenséo do intestino delgado, diarréia e morte (Davidson et al. 1980).
O impacto dos helmintos em Thrichomys pachyurus

Em relacdo ao impacto destes helmintos em T. pachyurus, realizamos um estudo
preliminar onde observamos que a infec¢do por nematddeos hematofagos (Apéndice
3) nédo influenciou nos parametros hematolégicos analisados (contagem de
leucécitos totais e diferencial, contagem de heméacias e hematdcrito). No entanto,
realizamos um estudo piloto em laboratério com animais naturalmente infectados,
onde avaliamos a influéncia de helmintos na condi¢do corporal de T. pachyurus. De
acordo com as analises preliminares, o ganho de peso em animais naturalmente
livres de parasitos (nao-vermifugados) foi mais alto do que dos animais
vermifugados e livres de parasitos, vermifugados e com parasitos e dos animais
naturalmente infectados (n&o-vermifugados), nesta ordem. Este resultado tem
implicacdes na ecologia de populacdes deste hospedeiro, pois uma reducéo na taxa
de crescimento (ou ganho de peso) pode estar relacionada a uma diminuicdo da
condicdo corporal, da sobrevivéncia e reproducado do hospedeiro (Vandegrift et al.
2008).
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