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RESUMO

LEITE, B. H. S. Diversidade de parasitas do género Trypanosoma em
morcegos capturados na éarea de influéncia da UHE Belo Monte -
Altamira/Paré [Diversity of parasites of Trypanosoma genus in bats captured in the
area of influence of hydroeletric of Belo Monte - Altamira/Pard]. 2015. 47 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

O género Trypanosoma compreende flagelados capazes de infectar varias espécies
de mamiferos e € transmitida por varios grupos de invertebrados. A ordem
Chiroptera pode ser infectada pelos subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum,
Megatrypanum e Trypanozoon. Neste estudo, foi possivel descrever a diversidade
de tripanossomas de morcegos, inferindo as relacbes filogenéticas entre os
tripanossomas e 0s morcegos capturados na area de influéncia da Hidrelétrica de
Belo Monte, localizada na Amazénia Brasileira. Tripanossomas de morcegos foram
isolados por hemocultura, e a filogenia molecular foi baseada na subunidade menor
do gene ribossomico (SSU rDNA) e de glicosomal-3-fosfato desidrogenase
(gGAPDH). A caracterizacdo morfoldgica incluiu microscopia eletronica de luz e de
varredura. Além das espécies ja descritas, T. cruzi e T. cruzi marinkellei, foi possivel
identificar uma espécie ndo classificada, Trypanosoma sp., identificado em um
morcego da espécie Pteronotus parnellii. Arvores filogenéticas usando combinado
SSU rDNA e conjuntos de dados em cluster gGAPDH, confirmaram que esta espécie
de tripanossoma de morcego, era muito divergente de outras espécies de
tripanossomas. Através do posicionamento filogenético, foi possivel classificar os
tripanossomas deste morcego como uma espécie nao classificada. Os
tripanossomas isolados de morcegos na area de influéncia da Hidrelétrica de Belo
Monte foram identificados através de andlise filogenética como T. cruzi marinkellei,
T. cruzi (TCI e TCbat) e em Pteronotus parnellii uma espécie ndo classificada e
posicionada no Clado T. cruzi. Os dados obtidos neste estudo atentam para a
diversidade subestimada de parasitas que infectam morcegos nos diferentes biomas

brasileiros.

Palavras-chave: Trypanosoma. Morcegos. Hidrelétrica.



ABSTRACT

LEITE, B. H. S. Diversity of parasites of Trypanosoma genus in bats captured
in the area of influence of hydroeletric of Belo Monte - Altamira/Para
[Diversidade de parasitas do género Trypanosoma em morcegos capturados na
area de influéncia da UHE Belo Monte — Altamira/Pard]. 2015. 47 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

The Trypanosoma comprises flagellates able to infect several mammalian species
and is transmitted by several groups of invertebrates. The order Chiroptera can be
infected by the subgenera Herpetosoma, Schizotrypanum, Megatrypanum and
Trypanozoon. In this study, we described the diversity of bats trypanosomes,
inferring the phylogenetic relationships among the trypanosomes from bats caught
Belo Monte Hydroeletric area (Brazilian Amazonia). Trypanosomes from bats were
isolated by haemoculture, and the molecular phylogeny based on small subunit rDNA
(SSU rDNA) and glycosomal-3-phosphate dehydrogenase (gGAPDH) gene
sequences. Morphological characterization included light and scanning electron
microscopy. Besides the species already described, T. cruzi and T. cruzi marinkellei,
were identify an unclassified species, Trypanosoma sp., identify into a bat species
Pteronotus parnelliii. Phylogenetic trees using combined SSU rDNA and gGAPDH
data sets clustered the trypanosomes of bats, which were highly divergent from other
trypanosome species. The phylogenetic position made it possible to classify the
trypanosomes from bats as a separate species. The bat trypanosomes isolates in
Belo Monte Hydroeletric area were identified by phylogenetic analysis like as T. cruzi
marinkellei, T. cruzi (TCI and TCbat) and into a bat species Pteronotus parnellii was
identified a species unclassified. The diversity of bat trypanosomes in Brazil is
underestimated and new studies should be conducted in brazilian biomes.

Keywords: Trypanosoma. Bat. Hidroeletric.
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1 INTRODUCAO GERAL

O filo Euglenozoa é formado pelas ordens Diplonemida, Euglenida e
Kinetoplastida (CAVALIER-SMITH, 1993). Protozoarios flagelados estdo inseridos
na ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963). Esta ordem é subdividida nas
subordens Bodonina, que inclui os parasitas e espécies de vida livre, e
Trypanosomatina, onde seus representantes sdo todos parasitas, pertencentes a
familia Trypanosomatidae (SLEIGH, 1989).

A familia Trypanosomatidae apresenta 12 géneros identificados através de
parametros morfolégicos, ciclo de vida e hospedeiro, que estdo diretamente ligados
a protozoarios monoxénicos de insetos, sendo eles, Angomonas, Herpetomonas,
Strigomonas,  Crithidia, Sergeia, Blastocrithia, Leptomonas, Wallaceina,
Rynchoidomonas, e Blechomonas. Phytomonas em plantas e os demais géneros
estdo relacionados com espécies heteroxénicas (Leishmania, Trypanosoma, e
Endotrypanum) (WALLACE, 1966; VICKERMAN, 1976; PODLIPAEV, 1990;
CAMARGO, 1998; SVOBODOVA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2011; VOTYPKA et
al., 2013).

Durante o ciclo de vida, as espécies de tripanossomas podem apresentar as
formas amastigotas, epimastigotas, tripomastigotas e promastigotas. Estas
diferencas formas variam de acordo com a presenca ou auséncia de flagelo livre,
membrana ondulante, e a posicao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo (HOARE,
1972; WALLACE, 1979; VICKERMAN, 1994).

Hoare (1964) separou a o género Trypanosoma em suas secc¢oes, Salivaria e
Stercoraria, considerando o desenvolvimento no hospedeiro intermediario e das

diferentes maneiras que o vetor utiliza para eliminar suas formas infectantes.

As espécies que desenvolvem-se no tubo digestivo e glandulas salivares do
inseto vetor, excluindo a espécie T. vivax nas Ameéricas, pertencem a Sec¢ao
Salivaria. Formas tripomastigotas metaciclicas sao transmitidas pela picada do
vetor. Os subgéneros Trypanozoon (T. brucei), Duttonella (espécie - tipo T. vivax),

Nannomonas (T. congolense), Pycnomonas (T. suis), que incluem os tripanossomas
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africanos patogénicos para mamiferos, estdo inseridos nesta Seccdo. Duas
espécies, T. evansi e T. vivax, sdo as Unicas a ocorrerem fora do continente
Africano, pois se adaptaram a transmissdo mecéanica. Ja a espécie T. equiperdum
apresenta transmissdo direta e é considerada doenca venérea (HOARE, 1972;
HAMILTON; GIBSON; STEVENS, 2007; STEVENS et al., 2008).

Entretanto, as espécies que tem o desenvolvimento exclusivo no tubo
digestivo do vetor e transmitindo suas formas tripomastigotas atraves das fezes do
inseto, pertencem a Seccdo Stercoraria. Esta Seccdo apresenta os subgéneros
Megatrypanum (T. theileri), Herpetosoma (T. lewisi) e Schizotrypanum (espécie-tipo
T. cruzi) (HOARE, 1972). Apesar dos tripanossomas desta Sec¢do apresentarem
consideravel distribuicdo geografica, algumas espécies tem ocorréncia apenas nas
Américas, como T. cruzi (Schizotrypanum) e T. rangeli (Herpetosoma) (HOARE,
1972; GUHL; VALLEJO, 2003; VALLEJO; GUHL; SCHAUB, 2009). Exceto T. cruzi e
casos pontuais de infeccdo de humanos por T. lewisi-‘like” e T. rangeli, as espécies
desta Seccdo nao infectam o homem e ndo sdo patogénicas para seus hospedeiros
vertebrados (SARATAPHAN et al., 2007).

As espécies do subgénero Schizotrypanum ndo sdo possiveis de serem
identificadas através de sua morfologia. Outra caracteristica das espécies deste
subgénero, é que elas sdo parasitas exclusivas de morcegos, com excecao da
espécie T. cruzi que é capaz de parasitar diferentes mamiferos. Morcegos sao
encontrados infectados nos diferentes continentes (Africa, Europa, Asia e Américas),
e no Brasil, sdo descritas infeccbes de morcegos por diferentes subgéneros de
tripanossomas (Herpetosoma, Schizotrypanum e Megatrypanum) (HOARE, 1972,
MOLINEUX, 1991).

O estudo de evolucao dos tripanossomatideos foi evoluindo com o passar dos
anos, e estudos moleculares foram fundamentais para o encontro de novas
descobertas (BAKER, 1963; HOARE; 1972). Inicialmente, acreditava-se no
parasitismo de um grupo (LAKE et al., 1988; FERNANDES et al., 1993), porém mais
conhecimento e novas espécies foram identificadas através de analises agrupadas,
gue envolveram a evolucdo das espécies de Trypanosoma e Leishmania (MASLOV
et al., 1996; CROAN et al., 1997; LUKES et al., 1997; HAAG et al., 1998; STEVENS
et al., 1998, 1999a, 1999b).
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Outros estudos também avancaram através do tempo, e a ideia de
parafiletismo do género Trypanosoma foi substituida pelo monofiletismo (STEVENS,
1999). A partir deste fato, novos agrupamentos dentro do género Trypanosoma
foram evidenciados (STEVENS et al., 2001; VIOLA et al., 2009a; DESCHAMPS et
al., 2011).

Estudos mais recentes apresentam os tripanossomas divididos em clados
(HAMILTON et al., 2004; FERREIRA et al., 2008; VIOLA et al., 2009a).

O Clado T. avium / T. corvi apresenta tripanossomas de aves (VOTYPKA et
al.,, 2012). Tripanossomas identificados nas ordens Lagomorpha, Rodentia e
Insetivora foram agrupados no clado T. lewisi. (HAMILTON et al.,, 2005b;
SARATAPHAN et al.,, 2007; MAIA DA SILVA et al.,, 2010). O clado aquatico foi
subdividido em dois subclados (isolados de ornitorrinco e peixes) (JAKES et al.,
2001a; HAMILTON et al., 2007; FERREIRA et al., 2008). Um clado composto por
tripanossomas de cobras de lagartos foi classificado como squamata (HAMILTON et
al., 2007; FERREIRA et al., 2008; VIOLA et al., 2009a). Um clado que compreende
tripanossomas de mamiferos ungulados da ordem Artiodatila, bovideos domésticos,
silvestres e cervideos, identificado como clado T. theileri (RODRIGUES et al., 2006;
HAMILTON et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010a). Tripanossomas de macaco da
Malésia, de um marsupial Australiano, anuros e sanguessugas terrestres da familia
Haemadipsidae, também da Australia, foram inseridos no clado T. cyclops
(WEINMAN, 1972; HAMILTON et al., 2005a).

O Clado T. brucei apresenta tripanossomas de mamiferos africanos
relacionados as moscas tsetsé (STEVENS et al., 2001; HAMILTON et al., 2008; VAN
DEN BOSSCHE et al., 2010). Tripanossomas de crocodilianos nas Américas e Africa
foram inseridos no clado T. grayi (VIOLA et al., 2009b).

Espécies do subgénero Schizotrypanum (T. cruzi) e tripanossomas exclusivos
de morcegos do novo e velho mundo (T. dionisii, T.c. marinkellei, T. erneyi, T.
livingstonei, entre outros) formam o clado T. cruzi. Isolados de ratos, canguru da
Australia e macaco sul americano sdo representantes do clado T. conorhini
(CHAGAS, 1908), enquanto isolados de koala e marsupiais australianos formam o
clado dos Tripanosomas australianos (THOMPSON et al., 2014). Isolados de Tapirus

terrestris compdem o clado T. terrestris (ACOSTA et al., 2013).
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Insetos vetores sdo capazes de transmitir a espécie Trypanosoma cruzi,
causador da doenca de Chagas. A espécie de T. cruzi pertence ao subgénero
Schizotrypanum. As espécies presentes neste subgénero estdo relacionadas a
quiropteros, sendo excecdes as espécies T. dionisii e T. cruzi marinkellei, por serem
generalistas (BAKER et al., 1978 MARINKELLE, 1976; PINTO; DA COSTA BENTO,
1986; MOLYNEUX, 1991; FABIA'N, 1991; CAVAZZANA et al.,, 2003; MAIA DA
SILVA et al., 2009). Trypanosoma cruzi tem distribuicdo entre as Américas do Sul e
Norte, e infecta grande parte das espécies de mamiferos (GAUNT; MILES, 2000).
Na fase do ciclo silvestre e doméstico da espécie T. cruzi estdo presentes 0s
mamiferos e triatomineos, e no ciclo doméstico cées, gatos, gambas e roedores
(YEO et al., 2005; GURTLER et al., 2007; MARCILI et al., 2009).

A espécie Trypanosoma cruzi agrupa populagdes com grande
heterogeneidade, apresentando diferencas em suas caracteristicas bioldgicas,
clinicas, patoldgicas, moleculares e bioquimicas (MILES et al., 2003; BUSCAGLIA,;
DI NOIA, 2003; ZINGALES et al.,, 2012). Diferentes marcadores moleculares
registraram a grande variabilidade genética suportando a divisdo em seis grupos de
cepas de T. cruzi (Tcl -TcVI) (ZINGALES et al., 2009; 2012; TIBAYRENC; AYALA,
2013) e o gendtipo classificado como Tcbat (MARCILI et al., 2009a). Verificando o
relacionamento entre as espécies, é possivel afirmar que T. cruzi € mais relacionado
a T. cruzi marinkellei do que a T. dionisii. Diferencas de hospedeiros, patogenicidade
e vetores diferenciam estas trés espécies, enquanto os recursos morfologicos,
gendmicos, bioldgicos, e protedmicos sao semelhantes (STEVENS et al.,1999;
MARCILI et al., 2009a; CAVAZZANA et al., 2010).

A ordem Chiroptera, que é composta por duas subordens (Megachiroptera e
Microchiroptera), apresenta dezoito familias de morcegos, pertencentes a 202
géneros e 1.120 espécies (SIMMONS, 2005). No Brasil existem apenas espécies da
subordem Microchiroptera (FENTON, 1992), subordem esta que apresenta 17
familias e 930 espécies distribuidas pelo mundo (SIMMONS, 2005). O Brasil
apresenta o registro de nove familias, 64 géneros e 167 espécies (REIS et al.,
2006).

A doenca de Chagas tem grande relevancia meédica, pois morcegos

infectados por T. cruzi sao registrados em diferentes locais e ambientes, como por
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exemplo, edificios e galinheiros, e esta plasticidade aumenta a possibilidade destes
terem contato com triatomineos que sdo capazes de disseminar a doenca
(BARRETO et al., 1974; THOMAS et al., 2007).

Os quirdpteros apresentam mais de 30 espécies de tripanossomas
distribuidos entre os subgéneros Trypanozoon, Megatrypanum, Herpetosoma e
Schizotrypanum (HOARE, 1972; MARINKELLE, 1977; MOLYNEUX, 1991; SILVA-
ITURRIZA et al., 2013). Foi registrado em um morcego africano, uma nova espécie
de tripanossoma pertencente ao subgénero Schyzotrypanum, Trypanosoma erneyi
(LIMA et al., 2012).

O empreendimento UHE Belo Monte esta inserido em uma regido de floresta
Amazonica, bioma este que apresenta maior extensdo e biodiversidade do Brasil
(PIRES; PRANCE, 1985). Apesar de apresentar alto grau de degradacao ambiental,
esta regido apresenta grande rigueza em relacdo a sua quiropterofauna. Entre as
espécies de morcegos registrados na Amazobnia Brasileira, pelo menos 46
apresentam ocorréncia restrita neste bioma. O estado do Par4 apresenta o maior
namero de espécies registradas (120) (BERNARD et al., 2011).
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2 DIVERSIDADE DE TRIPANOSSOMAS DE MORCEGOS NA AREA DE
INFLUENCIA DA HIDRELETRICA DE BELO MONTE NA AMAZONIA
BRASILEIRA

2.1 INTRODUCAO

O género Trypanosoma compreende flagelados capazes de infectar varias
espécies de mamiferos e é transmitida por varios grupos de invertebrados. Na
ordem Chiroptera, foram descritas mais de 30 espécies de tripanossomas,
pertencentes aos subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum, Megatrypanum e
Trypanozoon (HOARE, 1972; MARINKELLE, 1976; MOLYNEUX, 1991; SILVA et al.,
2013).

A maioria das descricbes das espécies de tripanossomas de morcegos sao
baseados em caracteres morfolégicos e origem do hospedeiro e nao foram incluidos
em estudos evolutivos. Estudos filogenéticos em tripanossomas de morcegos sao
escassos e apenas T. dionisi, T. vespertilionis, Trypanosoma sp. bat (isolado na
Africa) e T. cruzi marinkellei foram incluidos em &rvores genéticas (STEVENS,
RAMBAUT, 2001; STEVENS, GIBSON, 1999; HAMILTON; GIBSON; STEVENS,
2007). Recentemente, T. erneyii e T. livingstonei, espécies identificadas em
morcegos africanos, foram descritas e posicionadas em arvores filogenéticas (LIMA
et al., 2012; LIMA et al., 2013).

No Brasil, estudos realizados identificaram T. cruzi, T. cruzi marinkellei e T.
dionisii (MARCILI et al., 2009a; CAVAZZANA et al., 2010; MARCILI et al., 2013).
Populacdes de Trypanosoma cruzi estao divididas em seis grupos (TCl para TCVI) e
Tcbat (MARCILI et al., 2009; ZINNGALES et al., 2009), e apenas TCIl e Tcbat sao
encontrados em morcegos. O grupo TCI esta restrito aos morcegos amazonicos e
Tcbat em hospedeiros do Pantanal e Mata Atlantica (CAVAZZANA et al., 2010;
MARCILI et al., 2009). Trypanosoma dionisii foi detectado em morcegos das familias
Phyllostomidae, Vespertilionidae, Noctilionidae e Molossidae em todos os biomas

analisados entre o norte e o sul do Brasil, enquanto T. cruzi marinkellei foi
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encontrado em espécies das familias Phyllostomidae e Vespertilionidae no nordeste,
sudeste, e Brasil central, e T. cruzi em quatro familias (Phyllostomidae,
Vespertilionidae, Noctilionidae e Thryropteridae) de morcegos na Amazobnia,
Pantanal e Mata Atlantica (MARCILI et al.,, 2009a; MARCILI et al., 2013). No
subgénero Herpetosoma, uma nova linhagem T. rangeli (Lineage E) tem sido

descrita em morcegos do Pantanal (MAIA et al., 2009).

Mudancas antropogénicas causadas pelo homem geram instabilidade no
ambiente e ajustes sdo necessarios por parte das comunidades de animais
silvestres para enfrentar esta nova situacao (SILVA, 2005). As mudancas ambientais
podem reduzir a diversidade, densidade populacional ou o deslocamento de
algumas espécies (SILVA, 2005). Tais mudancas ecoldogicas podem afetar a
prevaléncia de doencas infecciosas entre as espécies, causando mudancas na
dindmica de transmissdo do ciclo silvestre de parasitas e facilitando o seu
surgimento ou reaparecimento (KESSING; HOLT; OSTEFELD, 2006).

No presente estudo, foi possivel inferir relacdes filogenéticas entre os
tripanossomas de morcegos capturados area de influéncia da Hidrelétrica de Belo
Monte localizada na Amazénia Brasileira, com base em sequéncias de genes SSU
rDNA e gGAPDH. Foram identificadas T. cruzi, T. cruzi marinkellei, e uma espécie
nao classificada em Pteronotus parnelliii, através do posicionamento filogenético e
dados morfoldgicos, incluindo microscopia Optica, e eletrénica de varredura e

transmissao.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Areade estudo e captura dos morcegos

A regido do baixo-médio Rio Xingu estd inserida em areas de floresta
Amazobnica, um bioma de grande extenséo e biodiversidade da América do Sul e
também do Brasil (Figura 1). A Amazdnia é um mosaico de ambientes florestais de
clima super-umido, com alta quantidade de chuvas distribuidas ao longo do ano,

incluindo as florestas de "terra firme" que ficam permanentemente ou sazonalmente
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inundadas para ambientes com maiores regimes de seca, incluindo as savanas,
campos e campinaranas (PIRES; PRANCE, 1985). As areas de amostragem estao
localizadas na éarea de influéncia da UHE Belo Monte, sendo elas: pedrais
localizados no leito e margens do Rio Xingu, parcelas dos transectos dos modulos
RAPELD e cavernas.

Os pedrais utilizados por morcegos, localizados nas margens e leito do rio
Xingu, foram inspecionados duas vezes por ano (pico da seca e do pico de cheia)
para a coleta de sangue de morcegos capturados. Foram realizadas buscas ativa
com o auxilio de pucéas, redes e armadilha harp trap colocados nas saidas dos
abrigos por trés dias consecutivos em cada um dos quatro pedrais pré-selecionados:
Pedra do Navio, S6ssego, Cachoeira da Mucura e Barra do Vento. Amostras de
sangue de morcegos capturados nas parcelas dos moédulos RAPELD foram
coletadas semestralmente, durante os periodos de chuva e seca, através da
instalacdo de 10 redes nas primeiras parcelas de cada transecto, em cada madulo.
Foram realizadas campanhas semestrais, durante os periodos de seca e chuva, em
cavernas previamente selecionadas, para coleta de sangue de morcegos que
utilizam essas cavernas como abrigo. Foram amostradas quatro cavernas, sendo
elas: Cama de Vara, Pedra da Cachoeira, Kararab e Leonardo da Vinci. A
amostragem nas cavernas foi realizada com a ajuda de pucas, armadilha harp trap e
redes de neblina colocadas na entrada de cada caverna. Os morcegos capturados
foram anestesiados e amostras de sangue foram coletadas por meio de puncéo
cardiaca. Os animais foram identificados com chaves de identificacdo e descricbes
originais das espécies (VIZOTTO; TADDEI, 1973). Alguns exemplares de espécies
de animais cuja identificacdo nao foi possivel em campo foram eutanasiados, fixados

e depositados no Museu de Zoologia da Universidade de Séo Paulo.
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Figura 1 - Mapa da area da Hidrelétrica de Belo Monte. Origem geografica dos morcegos capturados
na area de influéncia da Hidrelétrica de Belo Monte, Estado do Para, Brasil

00TN
1

Fonts: NESA, 2014; IBGE. 2007.

Fonte: (LEITE, B. H. S., 2015).

2.2.2 Isolamento de tripanossomas de morcegos

Para isolar os tripanossomos de morcegos, amostras de sangue foram
coletadas por puncéo cardiaca e inoculadas em tubos vacutainer contendo um meio
bifasico que consiste em 15% de glébulos vermelhos de ovinos com 4% de base de
agar sangue, recoberta por meio liquido LIT suplementado com 20% FBS (MARCILI
et al., 2013). A cultura foi incubada a 28 °C e cultivada em monocamadas de células
de inseto (SF9) com meio TC100 suplementado com 10% FBS para a preparacao
de ADN, e os isolados foram criopreservados na Colecdo Brasileira de
Tripanossomatideos (CBT), no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de S&o Paulo,

Brasil.
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2.2.3 Caracterizacdo morfologica

Foram realizados esfregacos a partir de culturas em meio LIT nas fases
logaritmicas e estacionéarios, e do isolado CBT 68 foram fixados em metanol e

corados com Giemsa para microscopia de luz.

Para a microscopia eletrdnica de varredura, tripanossomas do isolado CBT 68
em monocamadas de células SF9 e meio TC100 foram fixados de acordo com
Karnovsky (ACOSTA et al., 2013). As amostras foram analisadas e fotografadas em
um Philips CM 100 TEM, no Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias,
UNESP, campus de Rio Claro, Rio Claro, SP, Brasil.

2.2.4 Anélise Molecular e Filogenética

Amostras de DNA de cultura de tripanossomas foram extraidas utilizando o
método fenol-cloroféormio, e uma amostra de hemocultura positiva de Pteronotus
parnellii (BMC 1069) e contaminados com fungos foram purificados utilizando o
Sistema Clean-Up DNA Wizard (Promega). Genes marcadores SSU rDNA e
gGAPDH foram amplificados por reacdo em cadeia com polimerase convencional
(PCR), para o comprimento total, tal como descrito anteriormente (FERREIRA, et al.,
2008; VIOLA et al., 2008; LIMA et al., 2012). A regido de barcode dos
tripanossomatideos foi usada para isolados do subgénero Schizotrypanum
(MARCILI et al., 2009; LIMA et al., 2012; MARCILI et al., 2013). Os produtos da PCR
de tamanho esperado foram purificados e sequenciados em sequenciador
automatico (Applied Biosystems / PerkinElmer, modelo ABI Prism 310 Genética,
Foster City, Califérnia), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Todas
estas sequéncias foram recuperadas a partir do GenBank (nimero de acesso: SSU
rDNA/gGAPDH): Herpetomonas samuelpessoai (U01016/AF047494), H. megaseliae
(U01014/DQ092547), H. muscarum (L18872/DQ092548), Phytomonas sp.
(AF016322/AF047496), Leishmania major (AF303938/AF047497), L. tarentolae
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(M84225/DQ092549), Crithidia fasciculata (YO0055/AF053739), Leptomonas sp. Nfm
(AF153043/AF339451), L. peterhoffi (AF153039/AF322390), Wallaceina brevicula
(AF153045/AF316620), Trypanosoma rotatorium (AJ009161/AJ620256), T. mega
(AJO09157/AJ620253), T. fallisi (AF119806/AJ620254), T. binneyi
(AJ132351/AJ620266), Trypanosoma sp. K&A (AJ009167/AJ620252), T. granulosum
(AJ620551/AJ620246), Trypanosoma  sp. CLAR (AJ620555/AJ620251),
Trypanosoma sp. Gecko (AJ620548/AJ620259), T. varani (AJ005279/AJ-620261), T.
cascavelli (EU095837/FJ236511), T. grayi (AJ620546/AJ620258), T. terena
(EU596252/EU596256), T. ralphi (EU596253/EU596257), T. ralphi
(EU596254/EU596258), T. vivax (U22316/AF053744), T. brucei rhodesiense
(AJ009142/AJ620284), T. evansi (AJO09154/AF053743), T. simiae
(AJO09162/AJ620293), T. congolense (U22318/AJ620291), T. sp. AAT
(AJ620557/AJ620264), T. avium rook (U39578/AJ620262),T. avium chaffinch
(AJO09140/AJ620263), Trypanosoma sp. D30 (AJ009165/AJ620279), T. theileri
(AJO09164/AJ620282), T. cyclops (AJ131958/AJ620265), Trypanosoma Sp.
TL.AQ.22 (AJ620574/AJ620280), Trypanosoma sp. ABF (AJ620564/AJ620278),
Trypanosoma sp. H25 (AJ009168/AJ620276), T. livingstonei (KF192979/KF1929580,
T. livingstonei (KF192980/KF192959), T. livingstonei (KF192984/KF192969), T.
erneyi  (JNO40987/JN040964), T. erneyi (IJNO40988/JN040965), T. dionisii
(AJO09151/AJ620271), T. cruzi marinkellei (AJO09150/AJ620270), T. cruzi
(AJ009147/X52898), T. cruzi (AJO09149/AJ620269), T. rangeli
(AJO09160/AF053742), T. rangeli (minasense) (AJ012413/AJ620274), T.
vespertilionis  (AJ009166/AJ620283), T. conorhini  (AJ012411/AJ620267),
Trypanosoma sp. D15 (IJN315381/JN3153950), Trypanosoma sp. D17
(JN315382/JN315396), Trypanosoma sp. D64 (JN315383/JN315397), Trypanosoma
sp. F4 (AJ620547/AJ620260), T. pestanai (AJO09159/AJ620275), Trypanosoma sp.
AAP (AJ620558/AJ620277), T. lewisi (AJO09156/AJ620272), Trypanosoma sp. R1
(AJ620568/AJ620281), T. microti (AJO09158/AJ620273), Trypanosoma sp KG1
(AB281091/FJ649492), T. gilletti (GU966588/GU966587), T. copemani
(GU966588/GU966585) e T. copemani (AJ620588/GU966586).

As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias previamente
determinadas para outras espécies de tripanossomatideos disponiveis no GenBank,

utilizando ClustalX (Thompson et al., 1997), e foram ajustadas manualmente usando
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GeneDoc (NICHOLAS; NICHOLAS; DEERFIELD, 1997). O alinhamento 1
compreende as sequéncias SSU rDNA completo e gGAPDH que foram
concatenados com os 2901 caracteres obtendo o posicionamento do isolado de
Pteronotus parnellii; Alinhamento 2 compreende sequéncias V7V8 SSU rDNA,
tripanossomatideos barcode, com 869 caracteres obtidos para posicionamento dos
outros isolados obtidos a partir do clado de T. cruzi. Estes alinhamentos foram
utilizados para construir uma arvore filogenética usando maxima parcimonia,
conforme implementado no PAUP versado 4.0b10 (SWOFFORD, 2002) com 500
replicatas, a partir de adicdo de arvores por etapas aleatorias (com sequéncias
aleatérias de adicdo) e TBR. Foi realizada Analise Bayesiana utilizando MrBayes
v3.1.2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), com quatro Markov cadeia corridas
independentes para 1.000.000 MCMC geragfes, amostrando uma arvore a cada
100th geragdes. O primeiro quarto das arvores representou burn-in, e as arvores

restantes foram utilizados para calcular a probabilidade Bayesiana posterior.

2.3 RESULTADOS

Foram capturados 157 morcegos pertencentes a 6 familias (Emballonuridae,
Furipteridae, Mormoopidae, Natalidae, Phyllostomidae e Vespertilionidae) e 34
espécies (Quadro 1). O maior numero de individuos capturados pertencia a familia
Phyllostomidae com 102 individuos (Quadro 1).

A prevaléncia de tripanossomas presentes nos morcegos, avaliada através de
hemocultura, foi de 5,7% (9). Foram obtidas nove hemoculturas positivas, mas
apenas sete isolados, pertencentes as familias dos morcegos Phyllostomidae e

Mormoopidae foram estabelecidas e criopreservadas em CBT (Quadro 2).



Quadro 1 - Espécies de morcegos capturados e positividade através de hemocultura
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Hospedairos Mo. de individuos
Crdermn Familia ZEnero Espetie Examinados/Positives Total®
HE
Chiropiera Emballorunidas Peropteryx kappleyi 411 0
macrofis 411 0
Eaccopteryx bikineata 110 0
leptura 110 0
Furipieridas Furipterus horens 10 0
Mormoogpidae Pteronotus pamellil 252 1
Hatalidaz Nataiuz espiffosantensis 21 0
Phyllostornidae Ancura geofroyi 1640 0
Ancira caudifer 10 0
Carolliz ap. " 1
brevicauda 110 0
perzpicillata 191 1
Chrofopfsrus | suivs 21 1
Cesmodus roiundus 121 0
Ciphyila ecaudata 21 0
Fhossophaga | ap. an 0
Liomycteris spurelli 19/0 0
Lonchophylla | thomasi 110 0
Lomchorhina alrita i 0
Lophostoma Silvicolm 3 0
Micronyctenz | sp. " 1
Phyllostomus | slomgatus " 1
Platyrhinus brachycephalus an 0
Incarum 110 0
Rhinophyila pumilic 110 0
fizcheras 110 0
Trachops cimhasus 2M 0
Trinyctens nicefor 110 0
Lirodema magnirostrum 10 0
bilchatum 110 0
Vamprum Epecirum 21 ]
Vampyrodes caracciol 1M 1
Vesperflionidae | Myolis ap. ain 0
migricans ain 0
Total 5] 23 24 1574 7

Fonte: (LEITE, B. H. S., 2015).

a Total de isolados estabelecidos e criopreservados na Colegéo Brasileira de Tripanossomatideos (CBT).
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Quadro 2 - Isolados, hospedeiros e nimeros de acesso das sequencias de SSU rDNA e gGAPDH
determinados neste estudo e utilizados nas analises filogenéticas

Mimero de
Ezpécie Cadigo Hospedeiro S5U rDNA BCESE0
gGAPDH

Trypanosoma sp. CBT 63 Freronotus paneli KRE53210 KRE563217F

BMC 1069 Preronotus parnedi KRE53211 KRE53218
T. cruzf marinkedef CBT 48 Micronycreris 2p. KRE53212
CBT 53 Chrotoprerns aunius KRE653213
CBT 93 Fhytostomus elongatus KRE53214
Trypanosoma cruzf CBT 86 Carolia perspiciiatta KRE653215
CBT 92 Vampyrodes caracciol KRE653216

Fonte: (LEITE, B. H. S., 2015).

Os isolados de morcegos da familia Phyllostomidae apresentaram morfologia
das formas de cultura e do comportamento biolégico em culturas semelhantes ao
subgénero Schizotrypanum. A morfologia e comportamento do CBT 68 e BMC 1069

identificados na espécie Pteronutus parnellii foram distintos dos outros isolados.

Hemoculturas de P. parnellii positivaram em 8 dias e, em seguida, parasitas
comecaram a morrer. Para evitar a morte dos parasitas, foram transferidos para as
monocamadas de células de mamiferos (Vero) e células de inseto (Sf9). As células
de insetos levaram ao crescimento em células SF9 e TC-100 media com 10% FBS e
isolamento (CBT 68) e a hemocultura positiva (BMC 1069) ndo conseguiu se
recuperar em células SF9 e foram perdidas. Entretanto, massa de parasitas foi
preservada para realizacdo de estudo molecular, mas nédo foi possivel verificar a

invasao de células de inseto e de mamifero.

Na cultura estacionaria do CBT 68, depois de 8 dias apds a inoculacdo em
células SF9, flagelados grandes e finos apresentaram um cinetoplasto posterior
assemelhando-se a formas de cultura tripomastigota metaciclicos, mas essas formas

eram muito raras em células monocamadas.

Formas epimastigotas apresentaram um longo flagelo livre com motilidade.
Morfologicamente eram grandes e largos e exibia um grande cinetoplasto

arredondado posicionado proximo ao nucleo (Figura 2a-e). Formas de cultura
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tripomastigotas metaciclicos foram representados por tripanossomas grandes e finos
(Figura 2b). O flagelo era quase o tamanho do corpo do tripomastigota. O
Trypanosoma sp. ndo apresentou formas amastigotas ou epimastigotas em culturas
axénicas ou células em monocamada. N&o foram feitos esfregacos das amostras
coletadas de morcegos, ndo sendo possivel detectar e descrever a morfologia dos
tripomastigotas de Trypanosoma sp. A microscopia eletronica de varredura realizada
nas culturas de Trypanosoma sp. apresentou formas epimastigotas organizadas em
rosetas ligadas pela regido flagelar (Figura 2-F). As formas epimastigotas eram
longas e largas (Figura 2g-i) e nas formas tripomastigotas nao foram detectadas em

diferentes preparacdes analisadas.

Figura 2 - Fotomicrografias de microscopia e microscopia eletrdnica de varredura de luz de formas
de cultura de uma espécie ndo classificada, Trypanosoma sp. Morfologia das formas de
cultura Giemsa-stained (a-e), formas epimastigotas (a,c-e) e formas trypomastigotas (b).
Formas epimastigotas em rossetas (f) separadas (g-i). N, nucleo; K, kinetoplasto; F, flagelo

® ®
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Fonte: (LEITE, B. H. S., 2015).
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RelagOes filogenéticas com base na V7V8 SSUrDNA (regido barcode) foram
inferidas por meio de maxima parcimdnia e analise Bayesiana e topologias
congruentes foram geradas para tripanossomas Schizotrypanum (Figura 3). O
subgénero Schizotrypanum é um grupo monofilético (100% de bootstrap e 1%
probabilidade a posteriori) e inclui as espécies T. dionisii, T. erneyi, T. c. marinkellei
e T. cruzi. Os isolados obtidos neste estudo foram incluidos em dois ramos
monofiléticos: trés isolados (CBT 48, CBT 53 e CBT 93) foram agrupados com a
cepa de referéncia (B7) de T. c. marinkellei (100% de bootstrap e 1,0% de
probabilidade Bayesiana a posteriori) (Figura 3); Dois isolados foram identificados no
ramo de T. cruzi, o CBT 92 coletado da espécie Vampyrodes caraccioli foi agrupado
com isolados de TCl e CBT 86 (Carollia sp.) com o grupo TCBat. Este estudo é o

primeiro relato do TCBat no bioma Amazonico Brasileiro.
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Figura 3 - Posicionamento filogenético de tripanossomas de morcegos presentes na area de
influéncia da Hidrelétrica de Belo Monte na Amazonia Brasileira. Arvore filogenética
inferida por maxima parciménia e métodos de Bayesiana de sequéncias V7V8 SSU
rDNA de 53 isolados de tripanossomas (869 caracteres e 66 sitios informativos) do
subgénero Schizotrypanum

T. rangeli [EU867803]

| TCC 1293 [UN040987]
T emneyi | 156 1294 IN040988]
100/1.0 | TCC 1932 [JN040990]

CBT 93
CBT 3 [JX845151]
CBT 7 [JX845154]
100/1.0 Tem B7 [AJ009150]
TCC 420 [FJ001636]
CBT 67 [KF557752]
T. cruzi marinkellei CBT 48
CBT 53
100/1.0
Y [AF301912] |
100/1.0 ||CLBR [AF245383] || TC II
Peru [X53917]
T cruzi José Julio [AY491761] ‘ TCIV
e TCC 463 [EU755224] |
TCC 186 [FJ001630] H
90/0.99 | Nrcl3 [AF228685] TC VNI
95/1.0 TCC 863 [FJ549376]
MT 3663 [AF288660] | TC |I|
100/1.0 TCC 129 [FJ555652]
TCC 793 [FJ001634]
100/1.0 TCC 480 [EU867804]
TCC 949 [FJ001627] | TC bat
100/1.0
CBT 86
TCC 947 [FJ001626]
100/1.0 G [AF239981]
CBT 92
100/1.0 | [| | TCC 417 [FJ001631]
TCC 507 [Fj001632]
TCC 640 [Fj001633]
TCC 642 [Fj001624]
gé [AJ009152]
T. dionisii (AJ009151]
100/1.0 TCC 495 [FJ001667]

TCC 1087 [FJ001661]
CBT 64 [KF557747]
CBT 65 [KF557748]

Fonte: (LEITE, B. H. S., 2015).
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As sequéncias SSU rDNA e gGAPDH obtidas a partir de isolados da espécie
Pteronotus parnellii foram submetidos a analise BLAST apresentando que esses
isolados estavam mais proximos (98% de similaridade) para Trypanosoma sp. H25
de Kangaroo. Filogenia inferida por meio de andlises de parcim6nia e Bayesiana em
concatenados SSU rDNA e genes gGAPDH geraram arvores com topologias
idénticas e corroboraram com as relacdes filogenéticas previamente descritas para
outras espécies e clados de tripanossoma, com clados bem-suportados para
tripanossomas (Figura 4). Sequéncias de Trypanosoma sp. foram isoladas e
amostras primarias foram idénticas para ambos os genes sendo agrupados no clado
T.cruzi e mais proximo de marsupiais australianos, incluindo Trypanosoma sp. H25
(5,7% de divergéncia) e bem suportado (100% de bootstrap e 1,0 probabilidade

posterior Bayesiana) no clado T. cruzi (9,58% de divergéncia).
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Figura 4 - Arvore filogenética de uma espécie néo classificada, Trypanosoma sp., de tripanossomas
de morcegos capturados na area de influéncia da Hidrelétrica de Belo Monte na Amazonia
Brasileira. Arvore filogenética baseada em sequéncias dos genes SSU rDNA e gGAPDH
concatenados de 60 isolados de tripanossomas e tripanossomatideos como outgroup
(2901 caracteres e 253 parsimony-informative sites), em cada foi usado maxima
parcimfnia e métodos Bayesiana. NUmeros séo valores de suporte para 0s principais
ramos (bootstrap/ probabilidade posterior; 500 réplicas)
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Fonte: (LEITE, B. H. S., 2015).

T. grayi clade
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2.4 DISCUSSAO/ CONCLUSAO

Morcegos de diferentes familias, espécies e habitos alimentares tem sido
infectados na Africa, Europa, Asia, Austrélia e nas Américas por tripanossomas da
Secao Stercoraria (subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum e Megatrypanum) e
Salivaria (Trypanozoon). Uma espécie de tripanossoma pode infectar mais de uma
espécie de morcego, morcegos normalmente tem infeccdo mista com mais de uma
espécie de tripanossoma. Embora a ocorréncia de tripanossomas em morcegos seja
muito comum, a maioria das espécies descritas ndo foi cultivada e os relatos séo
baseados apenas em dados morfoldégicos e hospedeiro de origem. Assim, a
diversidade dos tripanossomas de morcegos pode estar sub ou superestimado.

As infec¢cdes mais comuns sdo causadas por espécies dos subgéneros
Megatrypanum e Schizotrypanum, e morcegos insetivoros sdo frequentamente os
mais infectados (HOARE, 1972; MARINKELLE, 1976; MOLYNEUX, 1991;). Estudos
genéticos de tripanossomas de morcegos sdo escassos e apenas T. Dionisi, T.
vespertilionis, T. sp bat (isoladas na Africa) e T. cruzi marinkellei foram incluidos em
arvores genéticas (STEVENS; RAMBAUT, 2001; HAMILTON; GIBSON; STEVENS,
2007).

Desde a ultima revisao de tripanossomas de mamiferos, algumas espécies de
tripanossomas de morcegos foram descritas e incluidas em estudos filogenéticos. T.
desterrensis em Santa Catarina, Brasil (GRISARD; CAMPBELL, 2003), T. erneyi
(LIMA et al., 2013) e T. livingstonei (LIMA et al., 2014) na Africa.

Varios estudos conduzidos no Brasil posicionaram filogeneticamente
tripanossomas de morcegos de diferentes regides e biomas, e identificaram o T.
cruzi (TClI e Tcbat), T. cruzi e T. marinkellei dionisii (MARCILI et al., 2009;
CAVAZZANA et al., 2010; ACOSTA et al., 2014). Estudos recentes tem apresentado
uma clara associacdo entre a evolugdo dos morcegos e tripanossomas infectando
estes hospedeiros. TChat foi inicialmente identificado em morcegos no sudeste do
Brasil (Marcili et al., 2009). Posteriormente estudos no Panama encontraram esta
linhagem também em morcegos (PINTO et al., 2012; RAMIREZ et al., 2013) e foi

recentemente confirmado este infectando humanos na Colémbia. Neste estudo, foi
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isolado pela primeira vez TCbat em morcegos capturados na Amazonia, bioma que
anteriormente foram registradas espécies de T. cruzi, T. marinkellei e T. dionisii
(CAVAZZANA et al., 2010; MARCILI et al.,, 2013; ACOSTA et al.,, 2014). Neste
estudo, foi possivel também identificar T. cruzi marinkellei e T. cruzi (TCI), mas estas
espécies ja sdo descritas para este bioma (CAVAZZANA et al., 2010; MARCILI et al.,
2013).

Pteronotus parnellii € uma espécie de morcego frugivoro que normalmente
gue normalmente ocorre em cavernas do México ao Brasil, e pertence a subfamilia
Moormopidae (ELISENBERG; REDFORD, 1999). Esta espécie tem sido relatada
sendo parasitada por T. cruzi no México (VILLEGAS; SANTILLAN, 2001) e
individuos nédo identificados de tripanossomas capturados na Amazonia
(CAVAZZANA et al., 2010).

Estudo realizado no estado de Rondbnia no ano de 2005 isolou um
tripanossoma nao classificado de Pteronotus parnelli que possui morfologia similar, e
foi posicionado proximo a Trypanosoma sp. Bat em uma filogenia baseada somente
na regiao V7V8 SSUrDNA (Cavazzana Jr., 2005). Entretanto, as sequencias obtidas
neste estudo ndo foram depositadas no GenBank ou qualquer outro banco de dados
para sequencias de nucleotideos, impossibilitando a comparacdo dos isolados do
estado de Ronddnia com os obtidos nestes estudo. Além disso, a tese de doutorado
do Dr. Cavazzana (Cavazzana Jr., 2005) ndo apresenta uma descricao formal dos
isolados/espécie obtidos de Pteronotus parnellii em Ronddnia.

Os primeiros registros de morcegos na América do Sul,sdo morcegos da
familia Phyllostomidae no periodo do Eoceno-Oligoceno (~30 ma). No entanto, a
origem desses animais € controversa. Estudos paleontolégicos indicam que esses
grupos vieram da América do Norte ou, de acordo com as Ultimas teorias, do
continente Africano (ELISENBERG; REDFORD, 1999; MIYAMOTO; GOODMAN,
2000; COX, 2000; MURPHY et al., 2001; NILSSON et al., 2004; POUX et al., 2006).

Hipoteses baseadas em analises filogenéticas e biogeograficas sugerem que
a Africa é o centro de origem das familias de morcegos atuais, com sua origem no
Cretaceo (~ 65 ma). Dois cenarios podem explicar a dispersdao dos morcegos que
ocorreu no Eoceno (45 ma): dispersédo através do Norte da Eurasia, Beringia e

América, ou através de intervalos das ilhas transatlanticas (SIMMONS, 2005; EICK;
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JACOBS; MATTHEE, 2005). A recente descricdo de espécies do clado T. cruzi em

morcegos na Africa corrobora com a histéria biogeogréafica dos morcegos.

A crescente demanda por energia elétrica no Brasil € devido aos resultados
de crescimento econdmico e da implementacéo de projetos hidroelétricos. Devido ao
sistema fluvial do Brasil, a energia hidroelétrica tem destaque na matriz energética
do pais, como uma das formas mais exploradas. A construcdo de hidrelétricas
geram impactos ambientais inevitaveis, e o reservatorio criado pela barragem
transforma o ambiente terrestre, através da remocao da vegetacdo, e 0 ambiente
aquético (SILVA, 2005; ALHO et al., 2011). A remocao da vegetacao e da formacao
do lago gera a perda de habitats, fazendo com que os animais silvestres se
desloguem de suas areas naturais, permitindo o aparecimento ou favorecimento de
espécies exoticas, pragas, emergéncia ou reemergéncia de doencas (ALHO et al.,
2000).

Os morcegos neotropicais sdo excelentes indicadores da qualidade dos
diferentes ecossistemas (MEDELLIN; EQUIHUA; AMIN, 2000; WILLIG et al., 2007).
No Panama, a fragmentacdo do habitat tem aumentado a prevaléncia de parasitas
Trypanosoma em Artibeus jamaicensis, quando comparado 0s morcegos capturados
em fragmentos e areas de floresta continua (COTTONTAIL; WELLINGHAUSEN,;
KALKO, 2009). No entanto, ndo existem estudos que demonstram a existéncia de
impactos decorrentes da implantacdo de hidrelétrica em comunidades de morcegos

ou em hemoparasitos associados a esses hospedeiros.

Os estudos de levantamento e monitoramento de fauna que sdo solicitados
para a construcdo de usinas hidrelétricas sdo grandes oportunidades para a
obtencdo de amostras de espécies de dificil captura. Os morcegos amostrados
neste estudo foram apenas uma pequena parcela do total de espécimes capturados
e monitorados ao longo do projeto de monitoramento, pois a maioria dos animais

amostrados foi identificado, marcado e liberado de volta para a natureza.

A ocorréncia de T. cruzi na area da UHE Belo Monte atenta ao risco de
migracdo da populacdo humana necessaria para as obras da barragem e as novas
cidades que crescem nas imediacfes destes empreendimentos, porém esta ja é
uma zoonose ja conhecida para a regidao Amazonica. Por outro lado, o registro de

uma espécie ainda nao classificada, Trypanosoma sp., alerta ndo sé a grande
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biodiversidade parasitaria ainda desconhecida para a comunidade cientifica, a
necessidade do entendimento das relagfes filogenéticas do género Trypanosoma,
mas também o surgimento de novos parasitas que podem infectar os seres

humanos em condi¢des clinicas e patoldgicas também desconhecidas.
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