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RESUMO

A Doenga de Chagas € uma antropozoonose causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi. E endémica na América Latina mas é dispersada por varios
continentes, onde ha aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas com a doenca. No Brasil
ha aproximadamente 1 milhdo de casos e o ciclo de transmissdo se mantem entre
mamiferos e triatomineos e humanos. Processos de antropizagdo, tais como
desmatamento, atividades agropecudrias, urbanizacdo alteram o0 ambiente e
consequentemente o padrdo de transmissdo de patdégenos que tém seus ciclos de vida
mantidos por insetos vetores e reservatorios silvestres. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a prevaléncia de T. cruzi em pequenos mamiferos das ordens Rodentia e
Didelphimorphia capturados em diferentes paisagens de um assentamento rural na
Amazonia Central. Para isso foram utilizadas amostras de figado de pequenos mamiferos
ndo voadores, coletados no Assentamento Rural de Rio Pardo. A identificagdo de T. cruzi
foi realizada por PCR. Foi observada infeccédo por T. cruzi em 4,6%, (6/130) dos pequenos
mamiferos avaliados. Na Ordem Didelphimorphia 8% (4/50) dos individuos estavam
infectados, sendo 2 individuos de Micoureus dememrarae e 2 de Didelphis marsupialis.
Na Ordem Rodentia 2,5% (2/80) dos individuos da espécie Neacomys sp. estavam
infectados. Todos os individuos infectados foram coletados em ambientes de floresta.
Nossos resultados mostram que D. marsupiais, M. demerarae e Neacomys sp. atuam
como reservatorios silvestres de T. cruzi em Rio Pardo e que o risco de transmissdo
envolvendo essas espécies estad em areas florestais. Em ambientes peridomiciliares parece
ndo haver risco de transmissdo de T. cruzi com envolvimento das espécies de mamiferos

estudadas, devido a auséncia de individuos infectados com o parasito.

Palavras-Chaves: Doenca de Chagas; Antropizacdo; Mamiferos — Rodentia; Mamiferos
- Didelphimorphia



ABSTRACT

Chagas disease is an anthropozoonosis caused by the flagellate protozoan Trypanosoma
cruzi. It is endemic in Latin America but is spread across several continents, where
approximately 6 to 7 million people are infected with the disease. In Brazil there are
approximately 1 million cases and the transmission cycle remains between mammal
reservoirs and triatomine insect vectors and humans. Anthropization processes, such as
deforestation, agricultural activities and urbanization, alter the environment and
consequently the transmission dynamics of pathogens whose life cycles occurre among
vector insects and wild reservoirs. This study aimed to evaluate the prevalence of T. cruzi
in small mammals of the orders Rodentia and Didelphimorphia captured in different
landscapes of a rural settlement in Central Amazon. For the study were used liver tissue
from non-volant small mammals collected in the Rural Settlement of Rio Pardo.
Identification of T. cruzi was realized by PCR. Infection by T. cruzi was found in 4.6%
(6/130) of the small mammals collected, 8% (4/50) of the Didelphimorphia and 2.5%
(2/80) of the Rodentia, being the species Neacomys sp. infected were. All infected were
collected in forest environments. Our results show that D. marsupiais, M. demerarae and
Necomys sp. act as wild reservoirs of T. cruzi in Rio Pardo and that the transmission risk
involving these species occurs in forest areas. In peridomiciliary environments there
seems to be no risk for T. cruzi transmission involving the studied mammal species, due

to the absence of individuals infected with the parasite.

Palavras-Chaves: Chagas disease; Anthropization; Mammals — Rodentia; Mammals -
Didelphimorphia



1.  INTRODUCAO

1.  Doencga de Chagas

A Doenca de Chagas (DC) é uma doenca infeciosa, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e transmitida, principalmente, por insetos da familia Triatominae.
Esta doenca foi descoberta por Carlos Chagas em 1909, quem conseguiu descrever o
parasito, os vetores e a sindrome causada em pacientes da cidade de Lassance, no interior
de Minas Gerais, Brasil (COUTINHO; DIAS, 1999).

A doenca de Chagas (DC) apresenta uma fase aguda e outra cronica. A fase
aguda por vezes se apresenta assintomatica e, quando sintomatica, os sintomas englobam
febre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e outros sintomas associados a transmissao
vetorial, como inflamacgdo no local da inoculagdo do parasita e um edema na palpebra
(sinal de Romafia) que surge apOs a penetracdo do parasita na pele do hospedeiro
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). A fase cronica podem ocorrer de 10 a 30 anos apds
a infeccdo e os sintomas envolvem principalmente complicacdes cardiacas (p. ex.
cardiomiopatia), e digestivas (p. ex. Megaes6fago e Megac6lon Chagasico) (NUNES et
al., 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que no mundo ha
cerca 75 milhdes de pessoas sob risco de contrair a DC, 6 a 7 milhdes estdo infectadas, e
todo ano sdo registradas aproximadamente 10 mil mortes, a grande maioria associada a
situacdo de pobreza extrema (WHO 2020). A DC é endémica em 21 paises da América
Latina, mas tem se espalhado através da migracdo humana para paises da América do
Norte, Europa, Asia e Oceania (Fig. 1) (MONTGOMERY et al., 2016).

Denmark Norway

- Germany Sweden
o o - Estonia

- Netherlands
4 UK Latvia
“} Canada £ %42 retand = __ Lithuania

£ i > J 2 L}F;o;and
Belgham < = ———————Czech Rep.
Luxembourg — \ . Slovakia
France ? Austria
Spain ttaly /| |Greece ROmania -
i Bulgaria
Portugal Malta | 1y ngary Japan
|

Finland

Switzerland Slovenia

B 0-100
= 100-200
200-500
. 1000-2000
N 2000-3000
4000-6000
N 9000-10000
. 70000-76000
I >325000
Data unavailable
Endemic countries

New Zealand —##

Figura 1. Mapa da distribuicdo global de regiGes endémicas e ndo endémicas com casos

da Doenca de Chagas (Adaptado de LIDANI et al. 2019).



No Brasil a DC atinge pelo menos um milhdo de pessoas (BRASIL 2021). Em
2020, foram confirmados 146 casos novos da doenca e 3 mortes (2%), sendo a regido
Norte a que apresentou a maior taxa de incidéncia da doenga no Pais, essa alta incidéncia
se deve principalmente ao consumo de alimentos contaminados e coexisténcia de outras
parasitoses sanguineas presentes na regido norte, que facilitam o diagnostico da doenca
aguda (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2020) (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa da incidéncia da Doenca de Chagas no Brasil (BRASIL, MINISTERIO
DA SAUDE, 2020).

A transmissao vetorial através do contato com fezes de triatomineos infectados
¢ a forma mais comum de transmissdo do parasito T. cruzi, porém, ha outras formas de

transmissédo que incluem:

- Transmissao por via oral: causa doenca mais severa do que a transmitida por
vetores. E a forma mais comum de transmiss&o de T. cruzi na Amazonia, e geralmente se
da pelo consumo de alimentos contaminados com fezes de triatomineos infectados, tais
como suco de cana de aclcar e de frutos de palmeiras (GUHL, 2009; LABELLO
BARBOSA et al., 2019), e/ou com as secre¢des das glandulas de cheiro e urina de animais
reservatorios (COURA; JUNQUEIRA, 2015; BARROS et al., 2020).



Infecgdes por essa via ocorrem no Brasil e em outros paises da América do Sul
que compdem a Amazbdnia como Colémbia, Venezuela, Bolivia, Equador e Guiana
Francesa (Fig. 3) (VELASQUEZ-ORTIZ; RAMIREZ, 2020), sndo a mais comum e
eficaz forma de transmisséo de T. cruzi entre mamiferos e triatomineos silvestres, onde
mamiferos reservatorios adquirem as formas infectantes do parasita pelo consumo destes
insetos com os quais dividem o mesmo habitat (PEREZ-LAZO; MAYOR; LESCANO,
2019).

N Veldsques-Ortiz and J.D. Ramirex Research in Veterinary Sclence 132 (2020) 448-461
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Figura 3. Paises da América do Sul com registros de Transmissdo oral por diferentes
subtipos de T. cruzi, reservatorios e vetores envolvidos. Adaptado de VELASQUEZ-
ORTIZ & RAMIREZ (2020).

- Transmissdo congénita: transmissdo passada de mde para filho durante a
gestacdo ou durante o parto. Essa forma de transmissao também é observada em pequenos
roedores cricetideos (MELLO; BORGES, 1981). Em relacdo a humanos, estima-se que
nos paises endémicos para DC haja pelo menos 1,1 milhdo de mulheres em idade fértil
infectadas com T. cruzi e aproximadamente 9 mil criangas nascidas / ano de maes
infectadas (BUSTOS et al., 2019). Em paises ndo endémicos essa forma de transmissao

é relatada em mulheres imigrantes (RIERA et al., 2006).



- TransfusGes sanguineas e transplante de orgdos: o T. cruzi é capaz de
permanecer vivo e infectivo nos componentes do sangue e 6rgdos de doadores, podendo
sobreviver em temperaturas de até 4-C, e dessa forma, se mantém ainda infectivo para os
receptores (GOMEZ; GUTIERREZ; PENUELA, 2019).

- Transmissdo sexual: é considerada uma via de transmissao importante em
paises ndo endémicos para DC (Gomes et al. 2019). Ocorre em modelos murinos,
portanto pode ser considerada uma via para a manutengdo do parasito entre mamiferos
silvestres (RIBEIRO et al., 2016; RIOS et al., 2018).

- Outras formas de transmissdo menos frequentes sdo as ligadas a acidentes
laboratoriais (GOMEZ; GUTIERREZ; PENUELA, 2019).

2. Insetos vetores

O T. cruzi é transmitido de forma vetorial por insetos da subfamilia Triatominae,
Tribos Triatomini e Rhodniini. Sdo conhecidos popularmente como Barbeiros, Chupao,
Chupanca, Fincéo, Bicudo, Percevejdo, Bicho-de-parede, Bicho-de-parede preto, Chupa-
pinto, Percevejo-do-sertdo, Percevejo gaudério, Piolho-de-piacava, Quiche do sertéo,
Rond&o, Vunvun, Cascudo, dentre outros (GALVAO; JUSTI, 2015).

Sdo insetos hemimetabolos, que durante seu desenvolvimento passam pelas
fases de ovo, 5 instares ninfais e adulto (Fig. 4). Estes insetos apresentam habitos de
picada noturnos, e tanto os machos quanto as fémeas sdo hematdfagos, necessitando de
pelo menos um repasto sanguineo em sua vida para completar sua metamorfose e chegar
a fase adulta JURBERG et al., 2014).

Esses insetos ocupam diversos habitats, principalmente associados a presenca de
animais que servirdo como fonte de repasto sanguineo, tais como galinheiros, currais,
chiqueiros e paiois no peridomicilio; domicilios humanos, palmeiras, bromelias, ninhos
de péssaros, embaixo de rochas, ocos de arvores, abrigos e tocas de animais e cavernas
no ambiente silvestre (MEIS; CASTRO, 2017). Por exemplo, a espécie Rhodnius prolixus
é encontrada em palmeiras Elaeis guineensis e Attalea butyracea na regido amazonica,
em ambientes peridomiciliares, onde os triatomineos sdo atraidos pela luz elétrica,
aumentando o risco de transmissdo de T. cruzi aos humanos (ABAD-FRANCH et al.,
2013).
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Figura 4. Ciclo de vida do vetor de Trypanosoma cruzi, insetos da subfamilia

Triatominae, conhecidos como barbeiros. Adaptado de MEIS et al. (2017).

Sdo reconhecidas 150 espécies de triatomineos no mundo, distribuidas em cinco
tribos e 15 géneros presentes principalmente nas Américas. Fora do continente americano
ocorrem sete espécies: Triatoma rubrofasciata, de distribuicdo cosmopolita, e seis
espécies do género Linshcosteus, distribuidas na india (MONTEIRO et al., 2018) (Fig. 5).
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Figura 5: Distribuicdo mundial do nimero de espécies de Triatomineos (WHO 2020).



No Brasil as principais espécies vetoras de T. cruzi sdo Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus e Triatoma brasiliensis
(JURBERG et al., 2014). Na Regido Amazobnica, das 27 espécies identificadas, pelo
menos 24 tém sido encontradas infectadas com T. cruzi, principalmente dos géneros
Belminus, Cavernicola, Eratyrus, Panstrogylus, Rhodnius e Triatoma, sendo Rhodnius o
género que abriga a maior parte das espécies envolvidas na transmissdo (COURA,;
MOREIRA DE CARVALHO; JUNQUEIRA, 2012; LAINSON et al., 1979).

3. Trypanosoma cruzi

T. cruzi foi observado pela primeira vez por Carlos Chagas, em 1909, ap6s
examinar o intestino de um triatomineo (Panstrongylus megistus). Ele enviou amostras
destes insetos ao seu mentor, Oswaldo Cruz, para que entrassem em contato com saguis
Callithrix penicillata em infecces experimentais, quando trés semanas apos a infec¢ao,
foram observadas formas tripomastigotas do parasita na corrente sanguinea desses
animais, e a provavel forma de contaminacdo foi através da ingestdo dos insetos
infectados, e posteriormente, o observou no sangue de um gato e de uma crianga, e, em
1912, em um tatu e um triatomineo (Panstrongylus geniculatus) que habitavam a mesma
toca. O nome “cruzi” foi dado em homenagem a Oswaldo Cruz, mentor cientifico de

Carlos Chagas (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020).

O T. cruzi € um protozoario flagelado (Fig. 6 A), classificado taxonomicamente
dentro da classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae
(KAUFER; STARK; ELLIS, 2020). Uma caracteristica importante dessa classe de
protozoarios é a presenca de uma organela mitocondrial denominada Cinetoplasto (Fig.
6 D e 6 E), a qual possui material genético proprio (kDNA), estruturalmente organizado
em formatos circulares em redes, chamadas minicirculos e maxicirculo (LUKES et al.,
2014). Os minicirculos contém de 5000 a 20000 copias que codificam RNA guias
necessarios para edicdo de RNA mitocondrial, e os maxicirculos possuem apenas algumas
dezenas de copias, que variam de acordo com cada espécie, e codificam proteinas
respiratorias como ATPase e Citocromo oxidase (SHLOMAI, 2005).
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Figura 6. Morfologia de Trypanosoma cruzi: A) forma Epimastigota em cultura, B)
Tripomastigota infectiva, C) ninhos de Amastigotas em células do musculo cardiaco de
paciente crénico de DC (BERN et al., 2019). D) Representacdo da forma Epimastigota e
sua ultraestrultura (arquivo pessoal), E) estrutura de um KDNA de um tripanossomatideo
formando redes (adaptado de LI1U et al., 2005).

Acredita-se que a origem desse protozoario se remonta & época de separagédo da
América do Sul da Gondwana, ha aproximadamente 40 milhdes de anos, e que nessa
época estava associado a marsupiais, e que a sua dispersdo na natureza provavelmente
tenha sido através de transmissao oral pela predacdo de insetos e animais infectados
(JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020; SCHOFIELD, 2000).

O parasito é endémico nas Américas, onde esta amplamente distribuido, desde o
sul dos Estados Unidos até a Patagbnia (PRONOVOST et al., 2020), apresenta
diversidade no seu genoma, sendo dividido até agora em seis gendtipos diferentes
denominados Unidades de Tipificacdo Discretas (DTUs), nomeadas de Tcl, Tcll, Tcll,
TclV, TcV e TcVI (Fig. 7). Todos os DTUs sdo infectivos para humanos, porém ha
diferengas quanto a distribuicdo geogréfica, viruléncia e hospedeiros silvestres
(ZINGALES et al., 2012), e na Amazénia as linhagens mais circulantes séo Tcl, Tcll,
Tclll e TclV (ZINGALES et al., 2009).
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Figura 7. Distribuicdo dos DTUs de Trypanosoma cruzi nos ﬁbmas brasileiros com

infeccdo mista. Adaptado de Jansen et al. (2020).

O gendtipo Tcl é a subpopulacdo mais difundida na natureza, amplamente
distribuida em toda &rea endémica de T. cruzi na América Latina e frequentemente
associado a gambas do género Didelphis. O Tcll é a forma mais frequente encontrada em
humanos e causa formas graves da doenca, esse gendtipo era constantemente detectado
em pacientes de areas antes endémicas do Brasil Central, onde estava associado ao vetor
T. infestans em ambientes domiciliares, embora também mantenha um ciclo bem
estabelecido na natureza, mantido por primatas ndo humanos e varias outras espécies de
mamiferos roedores, marsupiais, morcegos e carnivoros ao longo de toda América Latina
(JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020).

O Tclll ¢ uma linhagem ancestral que geralmente tem como reservatérios tatus,
podendo ser associada a ciclos de transmissdo terrestre. O TclV esté associado a primatas
e triatomineos selvagens (Rhodnius spp.) e também a via de transmissdo oral na
Amazonia juntamente com Tcl (MARCILI et al., 2009). Os genotipos TcV e TcVI séo
hibridos resultantes da fusdo natural dos subtipos “Tcll + Tclll”, presentes nos paises do
Cone Sul, ndo sdo relacionados primariamente a algum reservatério silvestre especifico e
causam formas gastrintestinais da DC (ABOLIS et al., 2011; MONJE-RUMI et al.,
2020).



4, Reservatorios

Animais reservatorios necessitam serem capazes de atuar na manutencao e
dispersdo do T. cruzi na natureza, o que vai depender de alguns fatores como o estado de
salde do hospedeiro, a via pela qual ocorre a transmisséo, o subtipo do parasito, a co-
infeccdo por outros parasitos, dentre outros. A transmissdo do parasito para o inseto vetor
ird depender dos niveis de parasitemia presentes no sangue dos animais vertebrados, nesse
sentido, o hospedeiro necessita ser capaz de manter formas infectivas circulando em seu
sangue periférico para que o vetor, ao realizar seu repasto sanguineo, possa ingerir essas
formas e assim se infectar. Altas parasitemias no sangue periférico aumentam as chances
de um inseto vetor adquirir formas infectantes do parasita, e assim se infectar e transmitir
0 parasito adiante (NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009).

Os mamiferos sdo considerados reservatorios importantes de T. cruzi (DE
NOYA; GONZALEZ, 2015). Esses animais compdem um grupo extenso de organismos,
no Brasil atualmente s&o reconhecidas 759 espécies pertencentes a 249 géneros, 11 ordens
e 51 familias. Destas, as espécies de mamiferos das ordens Didelphimorphia, Rodentia,
Chiroptera, Cingulata, Xenarthra, Artiodactyla, Pilosa, Lagomorpha e Primata participam
na manutencao de ciclos silvestres e sinantropicos do T. cruzi (COURA, 2015; JANSEN;
XAVIER; ROQUE, 2018). As ordens Rodentia, Chiroptera, Primata e Didelphimorphia
sdo as que possuem maior diversidade de espécies, com 263, 181, 126 e 66 espécies,
respectivamente. Dessas espécies, 53% (399/759) ocorrem na regido Amazonica
(ABREU et. al., 2020), onde 17 espécies de Didelphimorphia e 24 de Rodentia tém sido
registradas infectadas com T. cruzi (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018).

Jansen et al. (2018), apresentaram os dados de 20 anos de avaliagéo da infeccéo
por T. cruzi em mamiferos coletados nos diferentes biomas do Brasil, e mostraram que: a
maior proporc¢do de mamiferos infectados foi observada no bioma amazonico, onde foram
coletadas 31 espécies e 402 espécimes, dos quais 22% (90/402) foram positivos por
hemocultura e 42% (168/398) por teste soroldgico; o maior potencial de infectividade foi
observado em Didelphimorphia e Primata; o menor potencial de infeccdo foi observado

em Rodentia.

Em todo Brasil o ciclo biolégico de T. cruzi ¢ mantido por gambas

(Didelphimorphia), tatus (Cingulata), tamanduas e bichos-preguica (Pilosa), pequenos



roedores tais como Thrichomys laurentius, Bolomys lasiurus, Calomys expulsus, C.
callosus, Cavia sp., grandes roedores como capivaras (Ferrer et al. 2021), também micos
ledes dourados (Leonthopitecus rosalia) (LISBOA et al., 2000), saguis (C. penicillata),
quatis (Nasua sp.), morcegos (Chiroptera) dos géneros Carollia, Glossophaga, Artibeus
e Molossus, porcos e javalis (Artiodactyla) (JANSEN; ROQUE, 2010).

Na Amazonia, os principais mamiferos envolvidos na transmissao de T. cruzi
sdo edentados (Ordem Pilosa - Tamandua mirim, Ordem Cingulata - Euphractus
sexcinctus), marsupiais (Ordem Didelphimorphia - Caluromys philander, Didelphis
marsupialis, Gracilinanus sp., Marmosa cinérea, Marmosa murina, Metachirus sp.,
Micoureus demerarae, Monodelphis domestica, Philander opossum, entre outros),
pequenos roedores (Ordem Rodentia - Coendou prehensilis , Hylaeamys megacephalus,
Oryzomys sp., Proechimys roberti), primatas ndo humanos (Ordem Primates - Alouatta
belzubul, Alouatta caraya, Sapajus libidinosus), antas (Ordem Perissodactyla -Tapirus
terrestres), javalis (Ordem Artiodactyla - Sus scrofa) e 38 espécies de Chiroptera
(JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018; JANSEN; XAVIER; ROQUE 2015) (Fig. 8).
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Figura 8. Hospedeiros incriminados com competéncia infectiva para Trypanosoma cruzi
determinada por hemocultura. Adaptado de JANSEN; XAVIER; ROQUE (2015).

Os pequenos mamiferos das ordens Rodentia e Didelphimorphia juntos formam
0 grupo mais diverso dentre os mamiferos neotropoicais, estdo distribuidos em todos 0s
biomas brasileiros atuando como polinizadores e dispersores de sementes, além de
possuirem importantes estratégias de sobrevivéncia e adaptacdo a mudancas ambientais
(ROWE; TERRY, 2014) sendo, por isso, considerados importantes bioindicadores de

grau de conservacao do habitat.

Um aspecto importante relacionado com esse grupo de animais é que algumas
espécies sdo generalistas, podendo se adaptar a ambientes silvestres e sinantpicos, como
é 0 caso de ratos, camundongos e gambas, que frequentemente sdo associados a ambientes
com alto grau de sinantropizacao, e por serem reservatorios de T. cruzi, oferecem alto

risco para a transmissao do parasito (PANTI-MAY et al., 2017).

1. Ordem Didelphimorphia

A ordem Didelphimorphia Gill 1872 (Mammalia: Marsupialia) é formada
apenas pela familia Didelphidae Gray 1821 e inclui 92 espécies de 18 géneros, em sua
maioria restritas as Américas Central e do Sul, e uma espécie (Didelphis virginiana)
distribuida na América do Norte (NILSSON et al., 2010). No Brasil ocorrem 66 espécies
de 15 géneros, das quais 27 tem sido registradas para a Amaz6nia, 0 bioma com maior
diversidade para essa ordem (BRANDAO et al., 2021). A maioria dos animais dessa
ordem apresenta habitos preferencialmente arboricolas ou escansoriais, podendo ser
encontrados habitando arvores desde o sub-bosque até o dossel, embora ainda haja
espécies que sejam estritamente terrestres, como as do género Monodelphis, Metachirus
e Thylamys ou mesmo semi-aquaticas como Chironectes minumus (MELO;
SPONCHIADO, 2012).

Animais dessa ordem séo considerados uns dos seus mais antigos hospedeiros de
T. cruzi, juntamente com a ordem Xenarthra (YEO et al., 2005). Esses marsupiais

possivelmente ingeriram formas primitivas de um parasita monofilético que migrou para



suas glandulas de cheiro, passando a ser transmitido entre esses animais por secrecdes da
glandula ou urina (SCHOFIELD, 2000). Sdo animais capazes de manter formas
replicativas extracelulares em seu par de glandulas anais, fato que aumenta as chances de
transmissdo do parasito (DEANE; LENZI; JANSEN, 1984). No Iimen das glandulas
anais ocorre a diferenciacdo e multiplicacdo de formas epimastigotas e tripomastigotas
infectivas, que serdo excretadas e transmissdo a novos hospedeiros através das excre¢des
glandulares e da urina (FERNANDES et al., 1989; STEINDEL et al., 1988).

Marsupiais do género Didelphis sdo reconhecidos como reservatorios
sinantrépicos de T. cruzi no Brasil e em outros lugares da América Latina e do Norte
(DROZINO et al., 2019; RUIZ-PINA; CRUZ-REYES, 2002) onde mediam ciclos de
transmissdo peridomeésticos e silvestres (CANTILLO-BARRAZA et al., 2015). O género
Didelphis foi descrito como reservatério principal em ambientes urbanos e periurbanos
de areas endémicas para Doenca de Chagas, onde animais domesticos como cachorros e
gatos atuavam como reservatorios sentinelas (DE SOUSA PEREIRA et al., 2021).
Didelphis albiventris, Didelphis marsupialis e Didelphis aurita sdo importantes
reservatorios sinantopicos de T. cruzi em varias regides do pais, desde areas abertas como
Cerrado e Caatinga, até florestas como Amazé6nia e Mata Atlantica, outras espécies menos
generalistas, como as do género Monodelphis, Marmosa, Philander, etc. atuam na
transmissao silvestre de T. cruzi de vérias formas em todos os biomas brasileiros, seja
predando insetos que compdem sua dieta ou sendo predados por outros mamiferos
maiores (JANSEN; ROQUE; XAVIER, 2017; ROCHA et al., 2013).

Marsupiais capturados em diferentes biomas brasileiros foram encontrados
infectados por subpopulacdes de T. cruzi, e em alguns casos incluiam coinfeccGes por
outras espécies de Trypanosoma (RODRIGUES et al., 2019). As espécies Philander
frenata e D. marsupialis foram apontadas como principais reservatérios de T. cruzi no
bioma da Mata Atlantica (PINHO et al., 2000), e as espécies Monodelphis domestica,
Didelphis albiventris, Gralicinanus agilis e Micoureus paraguaianus foram relatadas
infectadas com T. cruzi e outras espécies de Trypanosoma (p. ex. Trypanosoma Gennarii
e Trypanosoma jansenii) nas regides da Mata Atlantica e Cerrado (FERREIRA et al.,
2017; LOPES et al., 2018).

Na Amazonia a espécie hospedeira D. marsupialis é frequentemente encontrada

infectada por T. cruzi nessa regido, onde chega a alcancar taxa de infeccdo de 61,1% em



areas urbanas e rurais do Amazonas, junto com P. opossum que atua como reservatorio
em ambientes rurais, registrado com taxas de 40% de infeccdo (MAGALHAES et al.,
2021). Outras espécies também encontradas infectadas sdo: Metachirus sp. e Marmosa
cinérea (LAINSON et al., 1979).

2. Ordem Rodentia

A ordem Rodentia é composta por pequenos e grandes mamiferos que
representam 43% de todas as espécies de mamiferos do mundo, sendo considerada a
ordem mais abundante e diversa. Os roedores possuem um par de dentes incisivos
inferiores e superiores com crescimento continuo, o que lhes da a habilidade de roer
(BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008). No Brasil hd aproximadamente 74
géneros e 236 especies de roedores, podendo possuir habitos arboricolas, terrestres,

fossoriais e aquaticos, e habito alimentar onivoro (ABREU et al., 2021).

Roedores sdo conhecidos reservatorios de T. cruzi e diversos outros
tripanossomatideos ao redor do mundo (NAIFF; BARRETT, 2013; PUMHOM et al.,
2015; TATARD et al., 2017). Uma ampla variedade de espécies de roedores tem sido
encontrada infectadas com T. cruzi ao longo da América Latina, como Galea spixii, M.
musculus, Phyllotis darwinie, Octodon degus e Rattus rattus (DA COSTA et al., 2018;
YEFI-QUINTEROS et al., 2018) e América do Norte (GHERSI et al., 2020), onde as
espécies de roedores sinantrépicos M. musculus, Peromyscus gossypinus e Neotoma
floridana foram descritos infectados com T. cruzi (PRONOVOST et al., 2020).

Em trabalhos na Amazbnia peruana, a ordem Rodentia apresentou maior
prevaléncia de infeccdo 58,6% para T. cruzi entre os mamiferos das ordens Carnivora,
Edentada e Rodentia capturados, sendo a espécie Cuniculus paca a que teve maior
prevaléncia de do parasito (MORALES et al., 2017).

(OROZCO et al., 2016) mostraram roedores como reservatorios fundamentais
de T. cruzi em areas protegidas, em estudos analisando a infec¢do por T. cruzi em areas
perturbadas e protegidas (com muita ou pouca/nenhuma interferéncia antrdpica), a

prevaléncia de T. cruzi foi maior em animais capturados em areas perturbadas, e em areas



endémicas para DC no Chile a espécie Abrothrix olivacea apresentou taxa de 6.06% de
infeccédo natural por TcVI e Tcll (CAMPOS-SOTO et al., 2020).

Diversas espécies de roedores sdo descritas infectadas por T. cruzi no Brasil,
RADEMAKER et al., (2009) mencionaram infeccdes em pequenos roedores Clyomys
laticeps, Thrichomys pachyurus e Oecomys mamorae (Familias Echimydae e Cricetidae)
no bioma do Pantanal. A espécie R. rattus tem sido encontrada com altas taxas de infeccéo
por T. cruzi em areas periurbanas do nordeste brasileiro (LIMA et al., 2012) e em areas
suburbanas na regido amazénica (LAINSON et al., 1979). Um total de 24 espécies da
ordem Rodentia foram registradas como reservatorios de T. cruzi no bioma amazo6nico
(JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018), dentre elas M. musculus, R. rattus, Proechimys
sp., Oxymycterus spp. Oryzomys spp. Oligoryzomys spp. Oecomys spp. Nectomys spp.

5. Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi

A doenga de Chagas é caracterizada fundamentalmente como uma enzootia, cuja
transmissao é mantida por animais silvestres (mamiferos, principalmente marsupiais), e
insetos vetores (triatomineos). O homem se infecta de forma acidental, quando entra em
ecétopos silvestres ou quando mamiferos silvestres e 0s insetos vetores invadem as
moradias humanas (antropozoonoses) (COURA; JUNQUEIRA, 2015; JANSEN;
XAVIER; ROQUE, 2020).

O ciclo silvestre € mantido ha milhdes de anos entre mamiferos e triatomineos
silvestres, pelo compartilhamento de reflgios como tocas, ocos de arvores, folhagens e
ninhos. O ciclo doméstico/peridoméstico se iniciou com a expansédo da agricultura, a qual
causou o deslocamento/diminuicdo dos animais silvestres que serviam como fonte de
repasto sanguineo para os triatomineos, tendo que se adaptar ao sangue de animais
domésticos (galinhas, porcos, etc.) e, gradativamente, passar a invadir ambientes
domiciliares (COURA et al., 1994).

Tradicionalmente, a transmissdo do T. cruzi se inicia quando um triatomineo
infectado, ao realizar seu repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero, excreta fezes

contendo as formas tripomastigota metaciclica. O vertebrado, ao cocar a &rea da picada



do triatomineo arrasta os parasitos para a lesdo causada pela proboscide durante o repasto,
e, dessa forma, se infecta com o parasito (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Formas infectivas tripomastigotas metaciclicas infectam diferentes células do
hospedeiro, dentre elas macrofagos e preferencialmente células perivasculares, e
transformam-se em amastigotas esféricas ndo flageladas, as quais se multiplicam por
divisdo binaria, se transformam em tripomastigotas flageladas que sdo liberadas na
circulacdo, realizando tropismo para tecidos como cérebro, baco, coracdo, pele, musculo
esquelético, figado e musculos do sistema digestivo (ANEZ; CRISANTE, 2021).

Os triatomineos durante o repasto sanguineo adquirem os tripomastigotas que
circulam no sangue do vertebrado. Dentro do intestino médio do inseto os parasitos se
transformam em epimastigotas flageladas, sofrem replicagdo por divisdo binaria e
migram para o intestino posterior onde se transformam em tripomastigotas metaciclicas,
que sdo as formas infectantes para o vertebrado, sendo excretadas nas fezes durante o
préximo repasto sanguineo (CARREA; DIAMBRA, 2016) (Fig. 9).
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Figura 9. Representacdo do ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi na Amazonia.
Parte superior: o inseto vetor Triatomineo, vias de contaminac&o oral (frutos de palmeiras
contaminados), presenca de animais reservatorios nas proximidades de moradias
humanas. Parte inferior: transmissdo entre inseto vetor e hospedeiro humano (arquivo

pessoal).

Outras formas do parasita podem ser encontradas no tubo digestivo do inseto,
como formas extracelulares esferomastigotas, que apenas emergem em condic¢des de
estresse e baixa populacdo do parasito, morfologicamente parecidos com amastigotas,
porém com um flagelo (ALTCHEH; FREILIJ, 2019), e formas epimastigotas infectivas
de transi¢cdo (DE SOUZA; BARRIAS, 2020).

6. AcOes antropicas na Amazbnia e seu impacto sobre as doencas

transmitidas por vetores

A Bacia Amazonica que se estende amplamente por cerca de 7.275.300 km? ao
longo de nove paises (Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru,
Suriname e Venezuela), ocupando no Brasil uma extensdo de 4.871.500 kmz2,
correspondente a 44% do territorio continental da América do Sul e 57,23% do territdrio
nacional, somado ao vasto territorio, essa regido € detentora da maior biodiversidade do
mundo (ANTONELLI et al., 2018), contendo mais de um terco de todas as espécies
conhecidas (HECKENBERGER et al., 2007).

Contudo, os processos de antropizagdo que ocorrem na regido, tais como
desmatamento, expansdo de processos de urbanizacdo em areas de floresta, exploragédo
do solo para garimpo e agropecudria, construcao de estradas, construcdo de hidrelétricas,
queimadas, etc. (FAHRIG et al., 2019; MAGIOLI et al., 2016), causam fragmentacdo da
floresta, mudangas na paisagem, mudancas no uso da terra, e, consequentemente,
mudangas no clima, nos ecossistemas e na biodiversidade e essas mudancas podem
ocasionar alteracdes nos ciclos de vida de agentes infecciosos e no risco de transmissédo
de doencas a humanos, sendo as doencas transmitidas por insetos as mais sensiveis a essas
alteracdes (AGUIRRE, 2017; PATZ et al., 2000; PATZ; HAHN, 2012).



A transmissdo de patdgenos por insetos vetores € um processo complexo que
envolve aspectos sociais, econdmicos, ecologicos e epidemioldgicos, cujo risco de
transmissao € influenciado por fatores como cobertura vegetal, uso da terra, biologia e
diversidade dos insetos, além da epidemiologia da doenca e o comportamento humano.
Doencas transmitidas por mosquitos (Diptera: Culicidae) como maléria, febre amarela e
dengue, por exemplo, apresentam periodos de transmissao diretamente relacionados com
0 regime de chuvas e a temperatura, uma vez que esses fatores influenciam as populagoes
de vetores (GITHEKO et al., 2000).

BAUCH et al., (2015) encontraram que na regido amazonica, a incidéncia de
doencas como malaria, infeccdo respiratoria aguda e diarreia tm uma correlacdo negativa
e significativa com areas de protecdo ambiental e podem ter sua incidéncia reduzida com

a restricdo de atividades de abertura de estrada e mineracao.

Na década de 1970, o aumento do numero de casos e dispersao da Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) foi favorecido pelo desmatamento e a invasao de areas de
floresta na periferia da cidade de Manaus para a construgdo de bairros novos, tais como
Sdo José Operério e Cidade Nova (DE GUERRA et al., 2015), neste ultimo, a preguica
Choloepus didactylus e o marsupial D. marsupialis foram incriminados como 0s
principais reservatorios de Leishmania guyanensis, e o vetor Lutzomyia umbratilis, o
principal vetor de LTA (BARRETT; SENRA, 1989).

A temperatura e a umidade do ar sdo fatores determinantes para a sobrevivéncia,
alimentacdo, crescimento e reproducdo de triatomineos e 0 aumento da temperatura é um
fator que modula a fisiologia e desenvolvimento desses insetos, como mostrado no vetor
Rhodnius prolixus, que teve o tempo de duracdo da sua metamorfose reduzido, desde a
eclosdo dos ovos até a fase adulta, em temperaturas de 30C, o que favorece 0 aumento do
namero de insetos, além de aumentar no nimero de formas infectivas de T. cruzi na sua
ampola retal e diminui¢do do tempo de metaciclogénese do parasita (ASIN; CATALA,
1995; TAMAYO et al., 2018).

Acdes antropicas, tais como o desmatamento e fragmentacdo do habitat podem
afetar o ciclo de transmisséo de doencas de origem vetorial, por causar perda ou aumento

na densidade populacional de algumas espécies, deslocamentos de espécies de



hospedeiros vertebrados e insetos vetores e mudancas nos riscos de transmissao das
mesmas (GOTTDENKER et al., 2012).

Na Regido Amazoénica, 0 numero de casos agudos de DC tém se espalhado e
aumentado, devido principalmente, ao desmatamento extensivo que causa 0
deslocamento de reservatorios vertebrados, adaptacdo de triatomineos a ambientes
domiciliares, além da migracdo de humanos e animais domésticos de areas endémicas
para areas ndao endémicas (COURA; MOREIRA DE CARVALHO; JUNQUEIRA,
2012).

Trabalhos realizados em &rea de assentamento rural na Amazoénia Central, tem
mostrado o aumento da diversidade e abundancia de espécies de mosquitos e
flebotomineos vetores em areas peridomiciliares semelhantes as observadas em areas de
floresta continua, indicando aumento do risco de transmissao de arbovirus e leishmanias
nessas areas (ALMEIDA et al., 2020; PEREIRA-SILVA et al., 2021; RAMOS et al.,
2014).

Pequenos mamiferos sdo importantes na manutencéo da infeccdo por T. cruzi na
natureza, entretanto, pouco se sabe sobre os reservatorios de T. cruzi na Regido
Amazonica e 0 risco que 0s mesmos podem oferecer para a transmissdo da doenca.
Trabalhos sobre diversidade de pequenos mamiferos e sua relagdo com a manutencao de
Leishmania spp. foram realizados em diferentes ambientes de Rio Pardo (ACHILLES,
2018). Neste trabalho, propomos avaliar a infeccdo por T. cruzi em pequenos mamiferos

capturados em areas silvestres e de peridomicilio na Amazo6nia Central.



2. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia de T. cruzi em pequenos mamiferos das ordens Rodentia e
Didelphimorphia capturados em diferentes paisagens de um assentamento rural na Amazonia

Central.

2. Objetivos especificos

Avaliar a infecgdo por T. cruzi em amostras teciduais de pequenos mamiferos
ndo voadores coletados no Assentamento Rural de Rio Pardo.

Avaliar a distribuicdo espacial de pequenos mamiferos infectados por T. cruzi

no Assentamento Rural de Rio Pardo.

3. METODOLOGIA



1.  Aspectos éticos

Este projeto possui autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO: N°54970-1) e do Comité de ética no uso de animais (CEUA/
Universidade do Oeste do Para - UFOPA N° 0120180002)

2. Areade Estudo

As coletas dos animais foram realizadas no Assentamento Rural de Rio Pardo
(ARRP) (S01°49°02.4” W060°19°03.6”), localizado a 65 km ao norte do municipio de
Presidente Figueiredo, a 155 km de Manaus, Amazonas, com acesso pela rodovia BR-
174.

O assentamento foi criado em 1996 pelo Instituto Nacional de Colonizacéao e
Reforma Agraria (INCRA) e conta com uma area de 27.980 hectares, caracterizado por
areas de Floresta Tropical densa; clima tropical chuvoso, umido e quente (clima
equatorial), com periodo chuvoso de dezembro a maio e periodo seco de junho a
novembro; com variagao de temperatura de 20°C a 38°C.

De acordo com o ultimo censo realizado em 2015 pelo Instituto Lednidas e Maria
Deane, no ARRP moram aproximadamente 584 pessoas, cujas principais atividades
econbmicas sdo a agricultura familiar caracterizada pelo cultivo de cupuacgu, coco,
melancia, banana, macaxeira, pimentdo, ab6bora, pepino, quiabo etc.; e pesca, caca e

criacdo de gado em pequena escala.

O extrativismo na regido do ARRP caracteriza-se principalmente pela coleta de
castanha, tucuma, dentre outras frutas nativas e pela extracdo de madeira nobre. O
desmatamento para plantio e abertura de novos ramais tem sido a principal causa de

desmatamento no ARRP ocasionando mudangas na paisagem (VILELA, 2003).

Até 0 momento tém sido abertos seis ramais: Ramal Principal, Maria Gusmao,
Samuel, Terra Preta, Novo Paraiso e Taxista, onde existem pequenas vilas e pequenas

fazendas. Atualmente esta em processo de abertura de um novo ramal.



3. Coleta de animais

Para a captura dos animais foi utilizada a metodologia de ACHILLES (2018)
brevemente descrita: foram construidos 16 transectos, de aproximadamente 500 metros
de comprimento cada um, localizados em quatro tipos de paisagens diferentes, sendo 4
transectos em paisagem de peridomicilio (composto por pequenas vilas em uma area com
um alto grau de antropizacdo), 4 em plantio (4reas com plantagdes pequenas para
subsisténcia familiar ou comercializagdo em pequena escala), 4 em floresta proxima a
plantio (areas que foram usadas para agricultura mas que estavam em processo de
recuperacdo) e 4 em floresta continua (areas de floresta primaria conservada, que nao

sofreram efeito antrépico) (Fig. 10).
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Figura 10. Mapa de coleta dos pequenos mamiferos ndo voadores das ordens Rodentia e
Didelphimorphia em Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (A) América
do Sul; (B) Amazonas; (C) Presidente Figueiredo; (D) Area de estudo e pontos de coleta;
(E) Ambiente de Floresta continua; (F) Ambiente de Floresta proxima a plantio; (G)
Ambiente de Plantio; (H) Ambiente de Peridomicilio; (I) Armadilha Sherman; (J)
Armadilha Tomahawk. (arquivo EDTA).



Em cada transecto foram selecionados 13 pontos para instalacdo de armadilhas,
distantes aproximadamente 30 metros entre elas. Em cada ponto foram instaladas duas
armadilhas, sendo uma do tipo Sherman e outra Tomahawk, instaladas de forma
intercalada no chdo e a uma altura de 1,5m do solo, totalizando assim 416 armadilhas,
208 de cada tipo e 104 em cada tipo de paisagem. Para atrair os animais, em cada
armadilha foram colocadas iscas de banana, pasta de amendoim torrada e pedacos de

algoddo umedecidos com 6leo de figado de bacalhau.

Além das armadilhas tipo Sherman e Tomahawk, na metade de 8 dos transectos
localizados em éreas de floresta foram instaladas 8 armadilhas Pitfall com cercas guia,
estruturadas com linha de 50 m de extensdo, e a cada 10m foi instalado um balde de 50

ou 100 litros de capacidade, totalizando 40 baldes.

Todos os pontos de coleta foram georreferenciados utilizando o GPS (Global
Positioning System).

Ao todo foram realizadas cinco coletas de campo (agosto, setembro e novembro
de 2016 e maio e setembro de 2017), em cada uma delas todos os pontos de coleta foram

visitados.

Os animais capturados foram identificados por caracteres morfolégicos a nivel
de espécie ou género. Cada animal foi avaliado pelo seu peso, medidas e pela presenca
de lesBes na pele, cauda e orelhas, despigmentacéo e alopecia. De cada pequeno mamifero
foi coletado sangue e, posteriormente, foi aplicada eutanésia para dissecc¢do do seu figado
e baco e armazenados em alcool absoluto a 4°C. Para este projeto foi utilizado o figado

dos animais.

Todos os animais coleados foram depositados na Cole¢do de mamiferos do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

4.  Distribuicéo espacial dos pequenos mamiferos



Todos os pontos de coleta dos pequenos mamiferos foram georreferenciados e
os dados foram plotados em um mapa tematico para visualizar a distribui¢do espacial dos
animais com base nas coordenadas geogréaficas utilizando a proje¢do EPSG: 4326 Datum
WGS 84.

5. Extragdo de DNA

O DNA total do figado foi extraido utilizando o0 método do Chelex® 100 Resin

— BioRad, uma resina quelante bastante utilizada para extracdo e purificacdo de DNA.

Para o procedimento foi retirada uma pequena por¢ao de mais ou menos 4mm?
de tecido, e colocada em microtubo individual contendo 100 pL da solugdo de Chelex
5%.

As amostras foram maceradas e incubadas a 56°C por 1 hora e depois a 94°C por
30 minutos. Apo6s a incubacdo, todas as amostras foram centrifugadas a 13000rpm por 6
minutos, tendo o sobrenadante sido transferido para um novo tubo, o DNA foi
quantificado utilizando espectrofotdometro Biodrop (Biochrom) e armazenado a -20°C.

6. Reacdo em cadeia de Polimerase (Polymerase chains reaction) - PCR

Para deteccdo de Trypanosoma cruzi foi realizada a técnica de Reacdo em
Cadeia de Polimerase, PCR, utilizando o kit GoTag® G2 DNA Polymerase (Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante. O volume final da reacéo foi de 25ul, sendo utilizado

1ul do DNA extraido de cada amostra de figado.

A PCR foi realizada  utilizando  o0s iniciadores  TcS35
(Fw5’AAATAATGTACGGGGGAGATGCAT GA3’) e TcS36 (RevS’- GGG TTC GAT
TGG GGT TGG TGT -3’) que amplificam uma regido do minicirculo do kDNA de T.
cruzi. As condic¢Oes da PCR foram: 1 ciclo (95°C x 5 minutos) / 30 ciclos (95°C x 1
minuto - 60°C x 1 minuto - 72°C x 1 minuto) / 1 ciclo (72°C x 5 minutos) (HERRERA
etal., 2015).



Para o controle positivo foi utilizado DNA de T. cruzi, cepa “Berenice”, cedido
pelo Instituto René Rachou — Fiocruz MG.

7. Analise de dados

Os dados sobre coleta e identificacdo dos pequenos mamiferos (local de coleta,
coordenadas geogréficas, infeccdo por T. cruzi) foram organizados numa base de dados

usando o programa Microsoft Excel versédo 1.5.

Para calcular a taxa de infeccdo por T. cruzi entre os pequenos mamiferos foi

utilizada a férmula:

Taxa de infeccdo (%) = NO° de amostras positivas x 100

Total de amostras processadas.

Para avaliar a diversidade de espécies de pequenos mamiferos foram calculados
0 indice de Shannon-Wiener (H"), que considera o nimero e equitabilidade de espécies,

e o indice de Rényi, que agrega os indices de Shannon-Wiener (H’) ¢ indice de Simpson

(D).

Para avaliar a uniformidade da distribuicéo dos individuos entre as espécies foi

calculado o indice de equitabilidade de Pielou (J°).

Para avaliar a riqueza de espécies de mamiferos em cada ambiente foi utilizada
a soma do numero de espécies coletadas. A abundancia foi considerada como o nimero
total de espécimes coletados em cada ambiente. A similaridade da diversidade de espécies
nos ambientes estudados foi avaliada utilizando analise de escalonamento

multidimensional ndo métrico (NMDS; do inglés Non Metric MultiDimensional Scaling).

Para avaliar a diversidade de espécies de pequenos mamiferos em funcéo da

frequéncia de individuos coletados foram realizadas curvas de rarefacdo.

Para avaliar a fidelidade e especificidade das especies aos ambientes estudados
foi utilizado o Valor de Indicacdo de Espécies (IndVal).

Para as andlises foram utilizados os softwares Microsoft Excel® 2016,
RStudio®, DIiVES 3.0 e PAST 3.0.



4.  RESULTADOS
1. Pequenos mamiferos coletados

Este trabalho faz parte de um projeto maior realizado no Assentamento Rural de
Rio Pardo, que visa estudar o efeito dos processos de antropizacdo na dindmica de
transmissdo de doencas infecciosas. No ambito deste macroprojeto, foi desenvolvida a
dissertacdo de Achilles (2018) que avaliou a presenca de Leishmania spp. no figado de
135 pequenos mamiferos coletados no ARRP.

Neste trabalho foi avaliada a infeccdo por T. cruzi em pequenos mamiferos
coletados em diferentes paisagens no ARRP. Devido a disponibilidade de tecido desses
mamiferos, para a presente dissertacdo foram utilizadas amostras de figado de 130 dos
135 animais coletados, deste nimero, haviam mamiferos das ordens Rodentia (n=80) e
Didelphimorphia (n=50), distribuidos em 13 géneros e 17 espécies (Tabela 1), além de

ter sido realizadas novas andlises ecologicas foram realizadas.

Tabela 1. Espécies de pequenos mamiferos das ordens Didelphimorphia e Rodentia
coletados no Assentamento Rural de Rio Pardo entre Agosto/ 2016 e Setembro/ 2017,

utilizando armadilhas tipo Sherman, Tomahawk e Pitfall com cercas-guia.



Ordem Espécie Ambiente
Didelphimorphia Peridomicilio Plantio Flore'sta pro Floreste Total
plantio continua

Caluromys philander 0 0 1 0 1
Didelphis marsupialis 3 3 2 5 13
Marmosops sp. 0 0 2 2 4
Marmosops parvidens 0 0 1 1 2
Marmosops pinheiroi 0 0 3 0 3
Metachirus nudicaudatus 0 0 2 1 3
Micoureus demerarae 0 1 5 4 10
Monodelphis sp. 0 0 1 0 1
Monodelphis brevicaudata 0 1 3 2 6
Philander opossum 0 1 6 0 7

Rodentia
Hylaeamys sp. 2 1 4 6 13
Isothrix pagurus 0 0 1 0 1
Neacomys sp. 0 0 28 7 35
Oecomys bicolor 0 0 0 1 1
Oecomys sp. 0 0 4 3 7
Proechimys sp. 0 3 3 5 11
Rattus rattus 12 0 0 0 12

TOTAL 17 10 66 37 13(

Riqueza 3 6 15 11

Abundancia 17 10 66 37

H’ 0,8037 1,643 2,144 2,203

J 0,7316 0,9172 0,7734 0,9189

H’ = Diversidade de Shannon-Wiener, J = Equabilidade de Pielou



No total foram coletadas 17 espécies de pequenos mamiferos. Dentro da ordem
Didelphimorphia foram coletadas 10 espécies, sendo as mais abundantes Didelphis
marsupialis (26%), Micoureus demerarae (20%), Philander opossum (14%) e
Monodelphis brevicaudata (12%). As espécies menos frequentes foram Marmosops sp.
(8%), Marmosops pinheiroi e Metachirus nudicaudatus (6% cada uma), Marmosops

parvidens (4%), Monodelphis sp. e Caluromys philander (2% cada uma).

A espécie D. marsupialis foi encontrada em todos os ambientes, e a Unica
coletada no Peridomicilio. As espécies M. brevicaudata e M. demerarae foram coletadas
em todos os ambientes exceto peridomicilio. M. nudicaudatus, M. parvidens, Marmosops
sp. foram coletados somente em ambientes de Floresta proxima a Plantio e Floresta
Continua. Monodelphis sp., M. pinheiroi e C. philander foram encontradas
exclusivamente em ambientes de Floresta préxima a Plantio, e P. opossum foi encontrada
em Plantio (14,28%) e Floresta Proxima a Plantio (85,71%).

Dentro da ordem Rodentia foram coletadas sete espécies, sendo a mais
abundante Neacomys sp. (43,75%), seguida de Hylaeamys sp. (16,25%), Rattus rattus
(15,00%), Proechimys sp. (11,75%) e Oecomys sp. (8,75%). As espécies Oecomys bicolor
e Isothrix paguros foram encontradas com uma frequéncia muito baixa (1,25% cada uma)
em ambientes de Floresta Continua e Floresta Proxima a Plantio. Hylaeamys sp. foi
encontrada em todos os ambientes. Proechimys sp. foi coletada em todos os ambientes,
exceto no peridomicilio. Oecomys sp. e Neacomys sp. s6 foram encontradas em ambientes
mais silvestres (Floresta Continua e Floresta Proxima a Plantio). Oecomys bicolor foi
coletado unicamente em ambiente de floresta, por enquanto I. paguros so foi encontrado
em ambiente de Floresta Préoxima a Plantio e R. rattus somente em Peridomicilio (Tabela
1).

Os nossos resultados mostram que ndo ha diferenga significativa quando
comparada a fauna coletada entre os ambientes analisados (PERMANOVA pseudo F=0
0.60352 p<1).

O ambiente de Floresta Proxima a Plantio foi o que apresentou maior diversidade
de espécies (15/17; 88,23%) e maior abundancia de individuos (66/130; 50,77%). E o

ambiente com menor diversidade de espécies foi Peridomicilio (3/17; 17,65%), e com



menor abundancia de espécimes foi Plantio (10/130; 7,69%). Os dados indicam uma
aparente diferenca na da fauna de mamiferos entre os ambientes, porém essa diferenca
ndo foi significativa (PERMANOVA pseudo F=0 0.60352 p<1).

A representacdo grafica do NMDS mostra a diversidade de espécies de
mamiferos nos ambientes estudados, sendo os ambientes de Floresta Continua e Floresta

Proxima a Plantio os que apresentaram composi¢do de espécies semelhantes (Fig. 11).

Figura 11. Escalonamento Multidimensional Ndo Métrico (NMDS) para os ambientes de
Peridomicilio, Plantio, Floresta Proxima a Plantio e Floresta Continua, de pequenos
mamiferos das ordens Didelphimorphia e Rodentia coletados no periodo de Agosto/ 2016
a Setembro/ 2017 no Assentamento Rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,

Amazonas, Brasil.

As curvas referentes aos ambientes de Plantio, Floresta Proxima a Plantio e
Floresta Continua tendem ao crescimento, indicando que ndo foi obtida, com essa
amostragem, toda a riqueza dessas areas e que com um esforco amostral maior,
provavelmente o nimero de espécies de mamiferos aumentaria. O que ndo € mostrado no
Peridomicilio, onde a curva esta estabilizada, o que indica que mesmo com mais coletas,

0 nimero de espécies provavelmente seria 0 mesmo ou proximo disso (Fig. 12).




Figura 12. Curvas de rarefacdo representando a riqueza acumulativa de espécies de
mamiferos das ordens Didelphimorphia e Rodentia coletados no periodo de Agosto/ 2016
a Setembro/ 2017 no Assentamento Rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,
Amazonas, Brasil coletados no Peridomicilio, Plantio, Floresta Proxima a Plantio e

Floresta Continua. Com Intervalo de confianca de 95%.

Corroborando o indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) (Tabela 1), o
indice de Rényi mostra que o ambiente de Floresta Continua apresenta maior diversidade,

seguido por floresta proxima de plantio, plantio e peridomicilio (Fig. 13).




Figura 13. Diversidade de Rényi para os ambientes Peridomicilio, Plantio, Floresta
Proxima a Plantio e Floresta Continua amostrados no Assentamento rural de Rio Pardo,
Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. Os pontos mostram os valores para cada local,

as linhas verdes tracejadas mostram os valores extremos e a linha rosa a mediana.
2.  Deteccao molecular de Trypanosoma cruzi

Para a detec¢do de T. cruzi foram utilizados fragmentos de figado dos pequenos
mamiferos e realizada a analise molecular por PCR. Das 130 amostras de DNA analisada,
4,6%, (6/130) foram positivas para T. cruzi, sendo obtido um amplicon de 330 pares de
bases (Fig. 14).

Figura 14: Produto de PCR em gel de agarose 2% mostrando os fragmentos amplificados
por PCR das seis amostras de figado positivas para T. cruzi, obtidas de pequenos
mamiferos das ordens Didelphimorphia e Rodentia coletados no periodo de Agosto/ 2016
a Setembro/ 2017 no Assentamento Rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,
Amazonas, Brasil. L = Ladder (marcador de peso molecular); C+ = controle positivo
(Berenice); 1 e 3 = Micoureus demerarae; 2 e 4 = Didelphis marsupialis; 5 e 6 =

Neacomys sp.; C- = controle negativo.

A taxa de infeccdo entre marsupiais foi de 8%, sendo as espécies infectadas
Micoureus demerarae (n=2) e Didelphis marsupialis (n=2) (Fig. 15 A). Dentre os

Rodentia, apenas o género Neacomys sp. (2/35 = 5,71%) foi positivo para T. cruzi. As



espécies positivas para T. cruzi sdo também as mais abundantes com 10 (M. demerarae),

13 (D. marsupialis) e 35 (Neacomys sp.) individuos capturados (Fig. 15 B).

Figura 15. Infeccdo por Trypanosoma cruzi em pequenos mamiferos das ordens
Didelphimorphia e Rodentia coletados no periodo de Agosto/ 2016 a Setembro/ 2017 no
Assentamento Rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (A) infeccéo

em animais da ordem Didelphimorphia; (B) infec¢cdo em animais da ordem Rodentia.

3. Distribuicdo de Trypanosoma cruzi por ambiente

Todos os animais positivos para T. cruzi foram capturados em areas de floresta
sendo 60% deles capturados no ambiente de Floresta Continua e 40% e em ambiente de

Floresta préxima a Plantio (Fig. 16).



Figura 16. Distribuicdo de pequenos mamiferos das ordens Didelphimorphia e Rodentia
infectados por T. cruzi entre os diferentes ambientes de captura: Peridomicilio, Plantio,
Floresta Proxima a Plantio e Floresta Continua, coletados no periodo de Agosto/ 2016 a
Setembro/ 2017 no Assentamento Rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas,

Brasil.

As taxas de infeccdo por T. cruzi foram de 4,5% em animais de Floresta Proxima
a Plantio (3/66) e 8,1% em animais coletados em Floresta Continua (3/37). Nao foi

observada infec¢do em animais capturados nos ambientes de Plantio e Peridomicilio.

Analisando as espécies infectadas, os dois individuos da espécie M. demerarae
foram capturados somente em ambiente de Floresta Continua, enquanto a espécie D.
marsupialis foi capturada tanto em ambiente de Floresta Continua (n=1) como em
Floresta Proximo a Plantio (n=1). Ja os dois espécimes positivos do género Neacomys sp.

foram capturados em ambiente de Floresta Proximo a Plantio (Fig. 17).



Figura 17. Distribuicdo espacial de pequenos mamiferos das ordens Didelphimorphia e
Rodentia infectados por Trypanosoma cruzi coletados no periodo de Agosto/ 2016 a
Setembro/ 2017 no Assentamento Rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas,

Brasil.




5. DISCUSSAO

Neste trabalho, no Assentamento Rural de Rio Pardo, localizado na Amazonia
Central, foram coletadas 7 de 93 (7,5%) espécies da ordem Rodentia e 11 de 65 (16,92%)
espécies de Didelphimorphia registradas para a regido amazonica. Apesar da diversidade
observada neste trabalho parecer baixa, nossos dados concordam com os obtidos por
varios autores que tem trabalhado na regido amazénica e que tem coletado em média 12
espécies dentro da ordem Rodentia (Min = 8, Max = 18) e 8 de Didelphimorphia (Min —
5, Max = 11), principalmente nos Estados do Para (ARDENTE et al., 2017; LAINSON
etal., 1979; LAMBERT; MALCOLM; ZIMMERMAN, 2006; RIBEIRO-JUNIOR et al.,
2011), Amazonas (PALMEIRIM et al., 2019), Acre (DE ABREU-JUNIOR et al., 2016),
Amapa (DA SILVA et al., 2013), e Mato Grosso (MENDES-OLIVEIRA et al., 2015) e
na Amazonia Peruana (HICE; VELAZCO, 2013). CALACA et al., (2018) encontraram
10 especies de Didelphimorha e 16 de Rodentia durante 15 anos de coleta na Floresta

Nacional Saraca-Taquera, no noroeste Paraense.

Neste trabalho s6 foram realizadas coletas no nivel do solo em uma Unica
localidade, sendo necessério realizar um esforgo de coleta maior, em diferentes estratos
(dossel e solo) e em um maior numero de areas para atingir uma diversidade de espécies
maior (Figura 11). Além disso, a coleta destes pequenos mamiferos, principalmente os
pertencentes da ordem Didelphimorphia, é bastante dependente de periodos de
reproducéo, clima, disponibilidade de recursos, etc., ao longo do ano, uma limitacdo em
relacdo ao periodo de coleta realizado.

A combinacéo de diferentes técnicas de coleta, tais como armadilhas do tipo
pitfall, Sherman, Tamahawk e armadilhas camara, usadas com iscas diferentes, instaladas
no solo e a diferentes alturas do solo, tem ajudado a otimizar as coletas e, em
consequéncia, a melhorar o conhecimento da biodiversidade local, que ainda precisa ser
melhor estuada (ARDENTE et al., 2017; GARDNER et al., 2008; PALMEIRIM et al.,
2019; UMETSU; NAXARA; PARDINI, 2006; VIEIRA; MONTEIRO-FILHO, 2003).



O ARRP esta sempre sofrendo processos de desmatamento devido a construcdo
de estradas, pastagens e plantios (VILELA, 2003). Essas mudancas na paisagem e no uso
da terra tem efeitos sobre as diferentes populagdes de organismos, tais como insetos
(ALMEIDA et al., 2020; PEREIRA-SILVA et al., 2021; RAMOS et al., 2014). As
espeécies de pequenos mamiferos ndo voadores também sédo influenciadas por mudancas
na paisagem e no habitat. Nossos dados mostram que a maior diversidade de espécies e
abundancia de individuos foi encontrada no ambiente de Floresta Proxima a Plantio,
caracterizado por ser uma area que foi desmatada, usada para agricultura, e que
atualmente esta em processo de recuperacdo. Em areas em processo de desmatamento ou
em fases iniciais de regeneracdo, a abundancia e riqueza desses animais que habitam o
dossel e o solo tendem a diminuir, enquanto os que habitam o sub-bosque tendem a ser
mais abundantes (LAMBERT; MALCOLM; ZIMMERMAN, 2006; PARDINI, 2004;
VIEIRA; MONTEIRO-FILHO, 2003). LAMBERT et al., (2006) e OROZCO et al.,
(2016) mostraram que espécies de roedores e marsupiais s&o mais abundantes em areas
perturbadas, florestas secundarias e bordas de floresta, caracterizadas por ter sub-bosques
densos, poucas arvores pequenas, emaranhados de videiras grossas, e abundante madeira
derrubada. Provavelmente o aumento das populacGes de mamiferos neste tipo de areas
esteja relacionado com aumento de recursos disponiveis, diminuicdo da pressdo de

predacdo e aumento da atividade humana.

Por outro lado, nossos resultados mostraram menor diversidade de espécies e
menor abundancia de individuos em &reas de Peridomicilio. Estas &reas séo transformadas
devido a atividades agropecuarias tais como criacdo de gado e diversidade de cultivos,
que favorecem a presenca de espécies de animais especialmente generalistas e
oportunistas (OLIFIERS; GENTILE; FISZON, 2005). Essas espécies poderao se tornar
sinantrépicas e constituir um elo de contato entre 0 homem e a natureza (SCHMIDT;
OSTFELD, 2001). Estudos conduzidos no bioma da Mata Atlantica apontam a
vulnerabilidade de pequenos roedores e marsupiais aos efeitos da fragmentacdo da
floresta, indicando a baixa tolerdncia desses animais a habitats extremamente
modificados como areas mais desmatadas e de pastagem (PAISE; VIEIRA; PRADO,
2020; PARDINI, 2004).

Outras espécies como R. rattus, estdo fortemente associadas a assentamentos
humanos (OLIFIERS at al., 2005), concordando com nossos resultados que mostram essa

espécie somente em ambiente de Peridomicilio.



As espécies D. marsupialis e Neacomys sp. sdo mais generalistas, sendo
encontradas em todos os ambientes avaliados no ARRP, o0 que sugere que as

caracteristicas do ambiente ndo sdo determinantes para sua distribuigao.

O ciclo de transmissdo de T. cruzi € complexo e envolve animais silvestres e
sinantrépicos que atuam como reservatorios. Neste trabalho avaliamos a infeccéo por T.
cruzi em pequenos mamiferos ndo voadores coletados em ambientes com diferentes graus
de antropizagdo. A taxa de infeccdo por T. cruzi entre os 130 mamiferos analisados foi de
4,6%. PINTO et al., (2006) encontraram D. marsupialis e R. rattus infectados com uma
taxa de infeccdo de 4,12% em ambientes sinantrépicos do Equador. Entretanto, R. rattus
ndo foi encontrado infectado neste trabalho, apesar de ser um reconhecido reservatorio de
T. cruzi, com taxas de infecgéo arredor de 6,2% (GALUPPO et al., 2009; LAINSON et
al., 1979; PANTI-MAY et al., 2017).

Encontramos uma maior prevaléncia de infeccdo por T. cruzi em mamiferos da
ordem Didelphimorphia, com 66,6% dos individuos infectados, comparados com a ordem
Rodentia que apresentou 33,4% de infeccdo. Outros autores também encontraram maior
prevaléncia de T. cruzi em Didelphimorphia (variando de 7,1% a 18%) do que em
Rodentia — 1,4% (BARROS et al., 2017; GURGEL-GONCALVES et al., 2004; ROCHA
etal., 2013).

Entre os animais da ordem Rodentia, apenas individuos do género Neacomys sp.
estiveram infectados com T. cruzi. Dentro dessa ordem 17 espécies tém sido registradas
como reservatorios de T. cruzi no bioma amazodnico (JANSEN; XAVIER; ROQUE,
2018), entretanto, Neacomys sp. que no Brasil alberga 5 espécies (Neacomys dubosti,
Neacomys minutus, Neacomys musseri, Neacomys paracou e Neacomys Spinosus) ndo

possui registro de infec¢do por T. cruzi na literatura.

Outras espécies da ordem Rodentia capturadas no nosso trabalho, tais como
Oecomys sp., Hylaesamys sp., O. bicolor, Proechimys sp. e R. rattus ndo foram
encontradas infectadas com T. cruzi, mas tém sido registradas como reservatorios desse
parasito em diferentes biomas do Brasil (BRANDAO et al., 2019; JANSEN; XAVIER;
ROQUE, 2018; LAINSON et al., 1979). As principais espécies que ocorrem no Brasil
sdo Neacomys dubosti, Neacomys minutus, Neacomys musseri, Neacomys paracou e

Neacomys spinosus, possuem habitos terrestres e podem ser encontrados na Amazonia e



em éareas de transicdo entre a Amazbnia e o Cerrado (BONVICINO; OLIVEIRA;
D’ANDREA, 2008).

Dentre as espécies de marsupiais coletadas somente D. marsupialis e M. demerare
estavam infectados com T. cruzi, embora, se acordo com JANSEN; XAVIER; ROQUE,
(2018), ha 17 espécies registradas como reservtorios de T. cruzi para o bioma amazonico.
Marmosa sp., M. demerarae, Marmosa paraguayana, Marmosa murina, Marmosa
domestica, Marmosops incanus, M. parvidens, Thylamys macrurus, G. agilis, M. cf.
touan sdo conhecidos reservatdrios de tripanossomatideos (POVIL; LAZAR,;
BONVICINO, 2017). Desses, M. parvidens, M. brevicaudata e M. demerarae, foram
capturados neste trabalho, porém, a ocorréncia de infeccdo por T. cruzi foi registrada
apenas para M. demerarae. espécie também regstrada infectada com T. cruzi (Tcl) por
JANSEN et al., (2018) no bioma Amazo6nico. RODRIGUES et al., (2019) detectaram M.

demerarae infectada om Trypanosoma cascavelli no bioma da Mata Atlantica.

O D. marsupialis, espécie de marsupial encontrado infectado, € um dos mais
antigos hospedeiros de T. cruzi nas Américas (SCHOFIELD, 2000). Observamos que 0s
individuos infectados desta espécie se limitavam ao ambiente de floresta, porém varios
trabalhos apontam esse marsupial como reservatorio sinantropico de T. cruzi
(CANTILLO-BARRAZA et al., 2015, 2020). E importante enfatizar que D. marsupialis
€ uma espécie bastante adaptada a ambientes antropizados e que desempenha um
importante papel como reservatério e transmissor de patdgenos entre 0os ambientes de
floresta e peridomicilio (BEZERRA-SANTOS et al., 2021; ZECCA et al., 2020), sendo
incriminado como principal reservatério de Leishmania braziliensis guyanensis
causadora de Leishmaniose Tegumentar Americana na cidade de Manaus, Amazonas por
ARIAS; NAIFF, (1981).

D. marsupialis é a espécie hospedeira de T. cruzi predominante em areas Urbana,
Peri-urbana e Rural das cidades de Manaus e Coari, Amazonas, apresentando 96.5% de
individuos infectados (MAGALHAES et al., 2021)

Encontramos T. cruzi infectando pequenos mamiferos que circulam apenas em
ambientes de Floresta Continua e Floresta Proxima a Plantio. D. marsupialis, que estava
distribuido em todos os ambientes estudados, s6 estava infectado nos ambientes de

floresta. Estes resultados divergem com os de ROQUE et al., (2013) que encontrou D.



marsupialis apenas em areas de maior perturbacdo ambiental porém ndo foi detectada

infeccédo por T. cruzi

N&o observamos infec¢do por T. cruzi em animais capturados em areas mais
antropizadas como peridomicilio e Plantio, diferente de VAZ et al., (2007), que
analisando os efeitos da fragmentacéo da floresta sobre o ciclo de transmisséo de T. cruzi,
encontrou maior prevaléncia de infeccdo entre pequenos mamiferos capturados em
ambientes fragmentados, do que em floresta continua. Essa divergéncia pode ser
explicada pelo fato de o ciclo do T. cruzi ser complexo e envolver diversos fatores para
que haja a transmisséo do parasito em determinado ambiente, sendo alguns destes fatores
a fragmentacdo da floresta, alteragcdes no clima e alteracdes na ecologia de reservatorios

e vetores.

O desmatamento, a reducdo dos reservatorios silvestres, a proliferacdo de
mamiferos oportunistas e generalistas (roedores e marsupiais) nos ambientes
antropizados, a introducdo da luz elétrica, a procura por alimentos por animais que saem
das florestas para os ambientes proximos aos domicilios, sdo fatores que contribuem para

0 aumento do risco de transmissao de T. cruzi aos humanos.

Nossos resultados mostram que D. marsupiais, M. demerarae e Neacomys sp.
atuam como reservatorios silvestres de T. cruzi em Rio Pardo e que o risco de transmissao
envolvendo essas espécies estd em areas florestais. Embora ndo tenhamos encontrado
mamiferos infectados nos ambientes peridomiciliares, a circulacdo de espécies
generalistas ou oportunistas, reconhecidas como reservatorios em outras regides, pode

oferecer risco para a transmissdo do parasito nas areas antropizadas.



6.

CONCLUSOES

- A composicao de espécies de pequenos mamiferos ndo voadores presentes no ARRP

é semelhante a encontrada em outras regifes da Amazonia.

- O desmatamento afeta a composi¢do de espécies de pequenos mamiferos no ARRP,

diminuindo a diversidade e espécies que circulam em ambientes sinantropicos.

- A presenca de mamiferos infectados somente em ambientes de floresta indica que

esses animais oferecem risco de transmissdo em ciclos silvestres.

- Marsupiais desempenham um papel fundamental na manutencédo do ciclo silvestre

de T. cruzi no ARRP e apresentam maior prevaléncia de infeccdo do que Rodentia.

- As espécies D. marsupiais, M. demerarae e Neacomys sp. possivelmente atuam
como reservatorios silvestres de T. cruzi em Rio Pardo e o risco de transmissao

envolvendo essas espécies estd em areas florestais.

- Embora ndo tenhamos encontrado mamiferos infectados, a circulagdo em ambientes
peridomiciliares de espécies generalistas ou oportunistas, reconhecidas como
reservatorios de T. cruzi em outras regides, pode oferecer risco para a transmissao do

parasito nas areas antropizadas.
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