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RESUMO

RODRIGUES, L. P. Investigacdo da presenca de Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi em
pequenos mamiferos silvestres no municipio de Botucatu, Sdo Paulo. Botucatu, 2022. 71 p.
Dissertacdo (Mestrado em Animais Selvagens) Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (FMVZ — UNESP).

Problemas ecoldgicos envolvendo a destruicdo da fauna e da flora sdo consequéncias da
crescente urbanizacdo, promovendo maior contato com animais sinantrépicos, possibilitando a
emergéncia ou reemergéncia de zoonoses como leishmanioses e doenca de Chagas. O papel
dos mamiferos silvestres como potenciais reservatorios tem sido discutido. Espécies silvestres
de ordens distintas como gambaés (Didelphis spp.) e roedores ja se apresentam como potenciais
reservatorios de Leishmania spp. € Trypanosoma cruzi. O presente estudo teve como objetivo
diagnosticar pequenos mamiferos com protozoarios causadores das leishmanioses e/ou doenca
de Chagas, por meio de técnicas moleculares. O estudo foi desenvolvido em Botucatu, Séo
Paulo e foram amostrados fragmentos de vegetacdo natural nas Fazendas Experimentais
Edgéardia e Lageado. Para captura dos animais de vida livre foram utilizadas armadilhas de
interceptacdo e queda, Shermans e Tomahawks, além de animais resgatados em domicilios e
cedidos pela Vigilancia Ambiental em Saude (VAS) de Botucatu. Foram capturados 51
individuos de seis géneros em campo (Didelphis albiventris e Gracilinanus microtarsus,
Akodon sp., Juliomys ossitenius, Juliomys pictipes, Necromys lasiurus, Oecomys catherinae,
Oligoryzomys nigripes) e 65 cedidos pela VAS (Didelphis albiventris, Guerlinguetus aestuans
e Lutreolina crasicaudata), totalizando 115 animais pertencentes as ordens Didelmorphia e
Rodentia. Os animais foram identificados, tiveram material biol6gico coletado, e ap6s 0s
procedimentos, encaminhados para a soltura em locais adequados. A partir do material coletado
foi realizada a extracdo de DNA e PCRs empregando primers especificos previamente
avaliados em testes de sensibilidade a deteccdo dos patdgenos. Todas as amostras obtiveram
resultados negativos para a presenca de DNA dos agentes causadores de leishmanioses e doenca
de Chagas, os primers se mostraram para detec¢édo destes patdgenos. Ainda que os resultados
obtidos neste trabalho ndo tenham identificado a presencga destes protozoarios nas amostras
analisadas, os pequenos mamiferos foram relatados como reservatérios destes parasitas e a

atencdo para com esses animais deve se manter sempre ativa.

Palavras chave: zoonoses, reservatorio, pequenos mamiferos, leishmaniose, doenga de

Chagas.



ABSTRACT

RODRIGUES, L. P. Investigation of the presence of Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi
in small wild mammals in Botucatu, Sdo Paulo. Botucatu, 2022. 71 p. Dissertation (Master in
Wild Animals) Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, S&o
Paulo State University (FMVZ — UNESP).

Ecological problems involving the destruction of fauna and flora are consequences of increasing
urbanization, promoting more significant contact with synanthropic animals, and enabling the
emergence or reemergence of zoonoses such as leishmaniasis and Chagas disease. The role of
wild mammals as potential reservoirs has been discussed. Wild species of different orders such
as skunks (Didelphis spp.) and rodents are already potential reservoirs of Leishmania spp. and
Trypanosoma cruzi. The present study aimed to diagnose small mammals with protozoa that
cause leishmaniasis and/or Chagas disease, using molecular techniques. The study was carried
out in Botucatu, Sdo Paulo, and samples were collected in fragments of natural vegetation at
the Edgardia and Lageado Experimental Farms. To capture the free-living animals, traps and
pitfalls, Shermans and Tomahawks were used, in addition to animals rescued from homes and
provided by the Environmental Health Surveillance (VAS) of Botucatu. Fifty-one individuals
of six genera were captured in the field (Didelphis albiventris and Gracilinanus microtarsus,
Akodon sp., Juliomys ossitenius, Juliomys pictipes, Necromys lasiurus, Oecomys catherinae,
Oligoryzomys nigripes) and 64 provided by VAS (Didelphis albiventris, Guerlinguetus
aestuans and Lutreolina crasicaudata), totalling 115 animals belonging to the Didelmorphia
and Rodentia orders. The animals were identified, had biological material collected, and after
the procedures, they were released in appropriate places. DNA extraction and PCRs were
performed using specific primers that underwent sensitivity tests from the collected material.
All samples obtained negative results for the presence of DNA of the causative agents of
leishmaniasis and Chagas disease, the primers were shown to detect these pathogens. Although
the results obtained in this work did not identify the presence of these protozoa in the analyzed
samples, small mammals were reported as reservoirs of these parasites and attention to these

animals must always remain active.

Keywords: zoonoses, reservoir, small mammals, leishmaniasis, Chagas disease.
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EDG 2 — Parcela dois da Fazenda Experimental Lageado

FEE — Fazenda Experimental Edgardia

FEL — Fazenda Experimental Lageado

ha — Hectares

kKDNA — DNA do cinetoplasto
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CAPITULO |
1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Zoonoses e Trypanosomatidae

Problemas ecoldgicos envolvendo a destruicdo da fauna e da flora sdo consequéncias da
crescente urbanizacdo, promovendo maior contato com animais sinantrépicos, possibilitando a
emergéncia ou reemergéncia de zoonoses causadas por diferentes agentes etioldgicos
(FEITOSA et al., 2020). As zoonoses sdo enfermidades que acometem os animais vertebrados,
incluindo os seres humanos (COLVILLE; BERRYHILL, 2007) com ocorréncia global. Essas
doencas incluem uma ampla diversidade de vetores e de agentes patolégicos, como fungos,
virus, bactérias, protozoérios e helmintos, (GUILLAUMOT, 2005; HAN; KRAMER, DRAKE,
2016) e geram impactos na saude unica mundial (FEITOSA et al., 2020).

Nesse contexto, destaca-se aimportancia do conceito de Satde Unica (One Health), que
busca discutir os aspectos indissociaveis da satde humana, animal e ambiental. Essa abordagem
sugere que as condi¢des sanitérias dos seres humanos estdo relacionadas com a satide animal e,
ambas as populac6es, afetam o ambiente no qual coexistem e sdo igualmente afetadas pelo
mesmo (LIMONGI; OLIVEIRA, 2020). Essa percepcdo ampla das situacdes de saude tem
possibilitado a adocdo de medidas mais efetivas de salde-adoecimento e cuidado.

Diante disso, a familia Trypanosomatidae € um grupo que relne espécies de
protozoarios de diversos géneros de interesse médico, veterinario e agricola. Esses
microrganismos sdo capazes de infectar um grande niumero de vertebrados e invertebrados (que
agem como vetores) (PODLIPAEYV, 2001). Os géneros Trypanosoma e Leishmania séo os mais
conhecidos dessa familia e causam diversas doencas (HOARE, 1972) nas quais 0S mecanismos
de interacdo parasita-hospedeiro-ambiente sdo complexos e carecem estudos (COOPER et al.,
2017).

1.2  Leishmania spp. e as leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses ocasionadas por protozoarios do género Leishmania
Ross 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que sdo transmitidas aos mamiferos silvestres,
domeésticos e a0 homem por meio da picada de fémeas de dipteros chamados flebotomineos
(Psychodidae: Phlebotominae) (GALATI; OVALLOS, 2012; MCINTYRE et al., 2017;
QUARESMA,; 2011) e faz parte do grupo de doencas tropicais negligenciadas (DTNSs)
(BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021).
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Os flebotomineos sdo insetos conhecidos popularmente como “mosquito-palha” e
geralmente se deslocam por apenas alguns metros, durante o crepusculo ou a noite. Os
criadouros naturais incluem diversos microhabitats, mas a maioria das espécies estao associadas
a ambientes naturais como florestas e cavernas. De maneira geral, se adaptam bem a locais
umidos, escuros e ricos em matéria organica (MARCONDES, 2011). Ao se alimentarem de um
reservatorio vertebrado parasitado os flebotomineos sdo infectados. Por meio do repasto
sanguineo eles ingerem sangue e tecido contendo macréfagos com amastigotas, que se

diferenciam em promastigotas no sistema digestivo do vetor (AZAMI-CONESA et al., 2021).

Estas doencas apresentam uma heterogeneidade epidemioldgica e clinica atribuida a
diversidade de espécies de parasitas, vetores e hospedeiros vertebrados envolvidos
(QUARESMA, 2011). A maioria dos humanos e animais infectados pelo parasita nao
desenvolvem sintomas mas, quando presente, a doenca pode seguir trés formas clinicas basicas
em humanos: cutanea, mucocutanea e visceral enquanto que, em animais, sdo observadas
apenas as formas cutanea e/ou visceral (AZAMI-CONESA et al., 2021).

Historicamente, as leishmanioses tem sido difundidas em climas tropicais em varios
continentes, incluindo Europa, Africa, Asia e Américas (MAXFIELD; CRANE, 2021). Até o
ano de 2018, 92 paises foram considerados endémicos ou ja haviam reportado casos de

leishmanioses dos tipos cutanea e/ou visceral (OMS, 2020).

1.2.1 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma enfermidade infecciosa, ndo contagiosa, que
produz Ulceras na pele e mucosas. Existe uma variedade de protozoarios envolvidas nos casos
de LT no Brasil, dentre essas, as mais importantes sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Estima-se que, anualmente ocorram um milhdo de novos casos de LT no mundo (OMS
2020). No continente americano ha registros de casos de LT desde os Estados Unidos até a
Argentina, com excecio do Chile e Uruguai (RODRIGUEZ; DIAZ; PEREZ, 2013).

Todas as regides do Brasil possuem registros de casos de LT devido as caracteristicas
especificas de ocupacéo de territdrios e de ecossistemas que propiciam a existéncia de habitats
e ambientes onde localizam-se diferentes vetores e hospedeiros do parasita. No entanto,
ambientes florestais antropizados associados ao desmatamento e a urbanizacdo préximas as
florestas apresentam casos mais frequentes da doenga, favorecendo o desenvolvimento do ciclo
peridomiciliar das leishmanioses (NEGRAO; FERREIRA, 2014).
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Estima-se que de 72.000 a 120.000 pessoas sejam afetadas no Brasil anualmente. E no
estado de S&o Paulo foram notificados 4.388 casos entre 0s anos de 2007 a 2018, além de 221
casos no ano de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). N&o foram encontrados dados do

contexto municipal de LT na cidade de Botucatu

Os roedores silvestres sdo considerados 0s principais reservatorios da espécies de
Leishmania causadoras da LT (AZAMI-CONESA et al., 2021).

1.2.2 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral é uma doenca de evolugdo crbnica, com acometimento
sistémico e, quando ndo tratada de forma adequada, pode levar a 6bito em até 90% dos casos.
Em humanos, apenas uma parcela dos individuos infectados desenvolve a enfermidade. Estima-
se que ocorram anualmente 30.000 novos casos de LV (OMS 2020). No Brasil o agente
etioldgico da LV é a Leishmania (Leishmania) infantum (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O Brasil é o pais com maior ocorréncia de LV na América Latina, tendo em média 90%
dos casos registrados no continente. O primeiro caso foi descrito em 1913 no Mato Grosso. No
ano de 1934, 41 casos foram identificados em laminas de viscerotomias praticadas post-mortem
em pacientes da regido Norte e Nordeste. A partir deste momento, a enfermidade vem sendo
descrita em varios municipios brasileiros, incluindo mudancgas importantes no padrdo de
transmissdo. Anualmente sdo registrados em média cerca de 3.500 casos (2,0 casos/100.000
habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A evolucao da leishmaniose visceral no estado de Sdo Paulo vem ocorrendo de maneira
concomitante ao desmatamento associado as fronteiras agricolas no centro-oeste do estado
(MORETTI; FERREIRA, 2011). Até a década de 90, o estado de S&o Paulo era considerado
livre de casos autoctones de LV, onde 0s vetores estavam presentes apenas em areas rurais de
alguns municipios (PAULA et al., 2020). Todavia, esse cenario vem se modificando e, até o
ano de 2018, o vetor Lutzomyia longipalpis foi detectado em 201 municipios do estado
(SUCEN, 2018). De acordo com o Ministério da Saude, foram registrados 72 casos de LV em
humanos no ano de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

No municipio de Botucatu ndo foram identificados casos positivos autoctones de LV
(COIRO et al., 2014) e o vetor Lutzomyia longipalpis ndo foi encontrado nos levantamentos
entomoldgicos realizados pela SUCEN até o ano de 2018. Entretanto, ha registros do vetor em

cidades préximas como Agudos, Bauru e Barra Bonita e recentemente (SUCEN, 2018).
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O cédo doméstico (Canis lupus familiaris) atua como importante reservatorio de L. (L.)
infantum, sendo a principal fonte de infecgéo para 0os humanos em ambientes urbanos. Estima-
se que, para cada caso humano relatado, exista em média 200 cdes infectados (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

Um estudo empregando anticorpos anti-Leishmania (Leishmania) infantum foi
realizado em mamiferos silvestres de vida livre pertencentes a 38 especies na regido de
Botucatu. O resultado mostrou anticorpos nas espécies Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-
branco), Lepus europaeus (lebre europeia), Sphiggurus villosus (ourigo-cacheiro), Nasua nasua
(quati), Eira barbara (irara) e Galictis (furdo). Ja os gambas ndo foram soropositivos nesse
estudo, porém a possibilidade infeccdo nesses animais ndo deve ser descartada (PAIZ et al.,
2015).



20

1.3 Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana, conhecida como doenca de Chagas também é uma
doenca tropical negligenciada (DTN), causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021). E
considerada um problema de saude com implicacdes socioecondmicas em paises da América
Latina, devido a mortalidade precoce, altos custos com assisténcia médica e previdenciéria,
além da perda de anos de vida por incapacidade (SIMOES et al., 2018; WHO, 2002).

A enfermidade apresenta uma fase aguda, que pode ser sintomatica e uma fase cronica
que se manifesta de diferentes formas. A transmissdo ocorre de diversas maneiras, com
destaque para a vetorial, devido ao contato com as fezes dos “barbeiros” (ordem, subfamilia
Triatominae) contaminadas (GURGEL-GONCALVES et al., 2012; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020). Além disso, pode ser transmitida via oral, por ingestdo de alimentos
contaminados, ou ainda transfusdo de sangue infectado, transmisséo vertical, transplante de
6rgéos e acidentes de laboratério (GUHL; RAMIREZ, 2021) .

Anteriormente, essa doenca era considerada um problema de satde publica apenas na
América Latina contudo, se expandiu para areas nao endémicas como Canada, EUA e paises
da Europa (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014). Atualmente estima-se que sete milhdes
de pessoas estejam infectadas pelo protozoario em todo o mundo e 75 milhdes de pessoas

correm risco de contrair a infecgdo. (WHO, 2022).

Os primeiros dados entomologicos e soroldgicos sobre a doenca no Brasil foram
realizados entre os anos de 1975 a 1983 trazendo informaces sobre as areas endémicas da
enfermidade e priorizando esses locais para as acfes de controle (SILVEIRA, REZENDE,
1994). Por meio de programas de controle vetorial e melhoria nas condi¢fes de moradia, houve
uma diminuicdo na incidéncia da doenca. No entanto, no Nordeste, 0 nUmero de casos ainda é
alarmante, tendo em vista que essa regido possui uma grande quantidade de vetores secundarios
(ARRAIS et al., 2019; COSTA et al., 2018).

Atualmente a transmissdo oral tem se mostrado uma importante via de infeccdo no
Brasil, e esta frequentemente envolvida nos casos agudos de DC registrados no pais nos ultimos
anos, com destaque para a regido amazénica (MARTINS-MELO; CASTRO; WERNECK,
2021; SANTOS et al., 2020). Isso ocorre dado ao elevado consumo de alimentos contaminados
e ndo pasteurizados, como produtos naturais de palma acai (Euterpe oleracea) e bacaba
(Oenocarpus bacaba) (SANTOS et al., 2020).
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No estado de S&o Paulo, entre os anos de 1985 e 2006, foram registrados em média
40.000 6bitos por DC (SANTO, 2009). Até 2019, a Superintendéncia de Controle de Endemias
(SUCEN), foi o orgao responsavel pela investigacdo da presenca dos vetores associados as
infeccdes por T. cruzi em ambiente intradomiciliar (DE CARVALHO et al., 2011). Atualmente
existem fatores que geram preocupacgdo quanto a possivel reemergéncia da transmissao vetorial
no estado: o frequente encontro de marsupiais (Didelphis spp.) (TEODORO et al., 2019) e
triatomineos (Panstrogylus megistus) (RIMOLDI et al., 2016).

Existem registros disponiveis sobre paciente positivos que realizam ou realizaram
acompanhamento médico ambulatério de Doencas Tropicais do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu. A maioria dos casos esta associada a provaveis picos de
transmisséo entre 1950 e 1970, no entanto, até o ano de 2018, novos pacientes foram acometidos
(NUNES, 2020). Acredita-se que pessoas que foram infectadas até o ano de 1983 tém
conhecimento de como contrairam a doenga (DE GODOY’; MEIRA, 2007).

Cachorros e gatos também foram diagnosticados como positivos para T. cruzi
(LUCHEIS et al., 2005; LUCIANO et al., 2009; TRONCARELLI et al., 2009; ELOY, 2010;),
0 que poderia indicar um novo ciclo de transmissdo em que algum vetor secundario possa estar
envolvido, mesmo que nédo tenha sido detectado em residéncias, criando um estado de alerta
para a vigilancia da doenca na cidade (LUCHEIS et al., 2005). Os dados sobre DC em Botucatu
referem-se a seres humanos e cachorros, sem informacdes sobre a participagdo de mamiferos

silvestres como reservatorios.

1.4 Pequenos mamiferos como reservatério de Leishmania e Trypanosoma

Os pequenos mamiferos sdo os responsaveis pela formagdo do grupo ecol6gico mais
diversificado e que compdem a maior parte da riqueza de mamiferos brasileiros. No Brasil
existem, em média, 240 espécies de pequenos mamiferos (REIS et al., 2006). No entanto, esse
namero pode ser subestimado, devido as grandes divergéncias taxondmicas e as descobertas de
novas espécies que vem ocorrendo ao longo dos anos (WEKSLER et al., 2020).

Esses animais apresentam caracteristicas bem definidas, como tamanho reduzido, alta
taxa metabdlica e uso de territorios de pequena dimensédo, além de diversas estratégias de
forrageamento (COROMINAS, 2004), sendo capazes de responder de maneira efetiva as
modificagdes ambientais (PARDINI et al., 2005; NICOLA, 2009). Em contrapartida, existem
algumas espécies generalistas que séo favorecidas pelo desmatamento e também vetores de
doengas humanas (DONALISIO et al., 2008; UMETSU; PARDINI, 2007).
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O papel de mamiferos silvestres como potenciais reservatérios tem sido discutido em
relatos ocasionais de manifestacGes clinicas de leishmaniose em espécies silvestres de ordens
distintas (DIAZ-SAEZ et al., 2014). Algumas espécies ainda apresentam poucos estudos no
entanto, o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), gambas (Didelphis spp. e D. marsupialis) e
roedores (Akodon cursor, Necromys lasiurus, Rattus rattus, entre outros) ja se apresentam como
potenciais reservatorios de Leishmania sp. e tem sido descritos em areas de transmissdo nas
Américas (ACHILLES, 2018; ROQUE; JANSEN, 2014).

Os marsupiais sdo os mamiferos com relatos mais frequentes de infecgdo por T. cruzi
em todos os biomas (BARROS et al., 2017). Os gambas s&o reconhecidos como reservatorios
e podem ter um papel importante no ciclo de transmissdo (ROQUE et al., 2008). Sabe-se que
estes animais podem se infectar com T. cruzi por via oral pois sdo onivoros e se alimentam tanto
de triatomineos quanto de outros pequenos mamiferos que podem estar infectados. (JANSEN;
XAVIER,; ROQUE, 2018).

A propagacdo das leishmanioses e DC ocorre de areas florestadas para areas
antropizadas e/ou periurbanas pela adaptacéo do vetor por meio do processo de sinantropizagédo
(GUERRA et al., 2015; REIS et al., 2013). Os animais silvestres infectados servem como
reservatorio e como fonte dos protozoarios para 0s vetores, contribuindo para a manutencao e
ciclo de transmissdo dos patdgenos aos seres humanos.

Partindo deste pressuposto, roedores e marsupiais sinantropicos assumem um papel
importante como hospedeiros, tendo em vista a facilidade de adaptacdo de algumas espécies
aos ambientes peridomiciliares (KHLYAP; WARSHAVSKY, 2010) e por serem considerados
reservatorios de relevantes parasitas zoonoticos (HAN et al., 2015; HAN, KRAMER; DRAKE,
2016).

Ainda que o conhecimento sobre a infecgdo por protozoarios do género Leishmania e
Trypanosoma tenha crescido ao longo dos anos, por ora ha escassez de informacdes sobre a
participacdo efetiva das diferentes espécies de protozoarios e mamiferos envolvidos na
transmisséo dessas doencas (PAIZ, 2018). Entre os fatores que contribuem para essas lacunas
de informacdes sobre o tema podemos citar as dificuldades referentes ao estudo da relacdo
parasita-hospedeiro em mamiferos silvestres e ao isolamento e identificacdo das espécies de
parasitas nesses animais (ROQUE; JANSEN, 2014).
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1.5  Biologia molecular como ferramenta de diagnostico

Uma das metodologias aplicadas rotineiramente na biologia molecular, a técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), passou a ser utilizada como método alternativo no
diagnostico de doencas infecciosas, em consequéncia da sua alta capacidade de detectar
microrganismos patogénicos com alta sensibilidade e especificidade (HOFMANN; GRIOT,
CHAIGNAT et al., 2008). Desta forma, torna-se uma ferramenta de diagndstico valiosa para a
deteccdo e monitoramento de doencas infecciosas em animais, empregando diferentes amostras

biolégicas com baixas quantidade de DNA como leite, sangue, fezes, secreces e tecidos.

Outra vantagem da técnica PCR é que ndo € necessario encontrar patdgenos viaveis nas
amostras bioldgicas, o que facilita o diagnéstico de doencas complexas e a identificacdo de
microrganismos patogénicos que possuem alto potencial zoonotico e com crescimento in vitro
lento e fastigioso. Em vista disso, a técnica PCR é recomendada e prescrita pela Organizagdo
de Salde Animal como método de diagndstico de diversas doengas infecciosas (HAAS;
TORRES, 2016).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi investigar a infeccdo por Leishmania spp. e
Trypanosoma cruzi em pequenos mamiferos provenientes de diferentes fragmentos de
vegetacdo e também animais resgatados de domicilios pela Vigilancia Ambiental em Sadde do

municipio de Botucatu, estado de S&o Paulo.

2.2 Objetivos especificos
e Conhecer a fauna de pequenos mamiferos sinantrépicos resgatados pela Vigilancia
Ambiental em Salde, assim como dados referentes as informacdes do local de resgate
e estado geral de saude;
e Caracterizar a comunidade de pequenos mamiferos nos fragmentos de vegetacdo
natural das Fazendas Experimentais Edgardia e Lageado;
e Investigar, por meio de técnicas moleculares, a presenca de DNA de Leishmania spp.

e/ou Trypanosoma cruzi em pequenos mamiferos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Locais de estudo

3.1.1 Fazendas Experimentais Edgardia e Lageado

O estudo dos animais de vida livre foi desenvolvido na Fazenda Experimental Edgardia
(FEE) (22°47°30” a 22°50°00” S/ 48°26°15” a 48°22’30”) (Figura 1) e na Fazenda
Experimental Lageado (FEL) (22°51°2.12” S, 48°25°54.44” W) (Figura 2), localizadas no
municipio de Botucatu-SP e pertencentes ao Campus da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP/FCA).

A FEE faz parte da bacia do Rio Capivara e possui cinco fragmentos de vegetacédo
natural com uma area aproximada de 1.152 ha, que engloba areas de floresta estacional
semidecidual e transi¢bes entre a floresta e cerraddo (JORGE; SARTORI, 2002). Na FEE
existem fragmentos de remanescentes florestais conservados e que passaram por distdrbios em
intensidade e frequéncia distintas, como a extracdo de espécies de valor madeireiro, entrada de
gado e a passagem de fogo (JORGE; SARTORI, 2002).

Jaa FEL conta com uma area de 904 ha e possui um mosaico fitofisionémico demarcado
pelo histérico de desmatamento registrado desde o século XIX e pelas periddicas atividades
agrondmicas desenvolvidas na é&rea. E considerada um patrimdnio histérico e cultural da
UNESP, por acompanhar intensamente a expansao da cafeicultura no século passado e passou
de uma Estacdo Experimental de Café a um espaco destinado ao ensino superior, onde hoje
abriga a sede da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA) (ANTONINI, 1998).

Dois fragmentos de vegetacdo natural foram selecionados em cada Fazenda, nomeados
Edgardia(EDG) e Lageado (LAG), com duas parcelas de amostragem em cada fragmento:
Fazenda Edgéardial (EDG 1), Fazenda Edgardia2 (EDG 2), Fazenda Lageado 1 (LAG 1),
Fazenda Lageado 2 (LAG 2). As parcelas receberam um conjunto de armadilha de interceptacéo

e queda e dois transectos de armadilhas do tipo Sherman e Tomahawk.

O clima da regido de Botucatu é do tipo Cfa, temperado (mesotérmico). Apresenta dois
periodos bem demarcados ao longo do ano, periodo seco e frio (abril a agosto) e quente e
chuvoso (setembro a marco) (DA CUNHA; MARTINS, 2009).
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Fazenda Experimental Edigardia (FEE) ; Legend

Campus da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesguita Filho"(UNESP/FCA) Edigardia 1
B Edigardia 2

Figura 1. Mapa da Fazenda Experimental Edgardia, destacando as parcelas amostradas: Fazenda Edgardia 1
(EDG 1), Fazenda Edgardia 2 (EDG 2).

Fazenda Experimental Lageado (FEL) S | Legend

Campus da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filha" (UNESP/FCA) . @ Fazenda Lageado 1
Fazenda Lageado 2

Godgle Earth

Image @ Mencar Teck P > ‘l o o 4 r £ 0 ft

Figura 2. Mapa da Fazenda Experimental Lageado, destacando as parcelas amostradas: Fazenda Lageado 1
(LAG 1), Fazenda Lageado 2 (LAG 2).
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3.1.2 Vigilancia Ambiental em Sadde (VAS)
A Vigilancia Ambiental em Saldde (VAS) pertence a Secretaria de Satde do municipio

de Botucatu, Sdo Paulo sendo o 6rgéo responsavel pela retirada de animais silvestres que, por

ventura adentram domicilios na cidade.

3.2 Captura de pequenos mamiferos

Os animais de vida livre foram capturados por meio de armadilhas de interceptacéo e
queda (AlQ) e armadilhas do tipo gaiola. Os animais de areas peridomiciliares foram capturados
pela VAS e encaminhados ao Laboratorio de Genética Animal do Departamento de Ciéncias
Quimicas e Bioldgicas do Instituto de Biociéncias, UNESP — campus de Botucatu. Todos 0s
animais foram pesados, medidos, identificados, fotografados e tiveram material biol6gico
coletado. Além disso, cada animal recebeu dois brincos com numerag6es individuais. Os
espéecimes cedidos pela VAS tiveram seus enderecos de resgate registrados. Apoés a realizacédo
dos procedimentos, os animais de vida livre foram soltos no mesmo local de captura, e os
animais resgatados pela VAS foram soltos em locais determinados pelo 6rgdo. As armadilhas
ficaram abertas por seis dias (cinco noites) consecutivos por campanha durante a realizacdo do

estudo, sendo vistoriadas diariamente no periodo em que estiveram abertas.

Quatro campanhas de campo foram realizadas, sendo estas nos meses de novembro e
dezembro de 2021 e abril e maio de 2022. As amostras dos animais resgatados pela VAS foram
coletadas no periodo de julho a novembro de 2021. Os espécimes que, por ventura, vieram a
Obito encontram-se armazenados e serdo destinados a colecédo bioldgica do Centro de Medicina
e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS) pertencente a Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ/UNESP). Os protocolos envolvendo a captura e manejo dos animais foram
aprovados pelo CEUA (0055/2021) e SISBIO (78287-1).

3.3 Armadilhas de interceptacéo e queda
As armadilhas de interceptacao e queda sdo formadas por baldes de pléasticos, enterrados
no solo a uma determinada distancia um do outro e ligados por uma cerca-guia (Figura 3a).
Quando um animal encontra a cerca, normalmente ele caminha até defrontar-se com o
recipiente enterrado, no qual acaba caindo (CECHIN; MARTINS, 2000).

Cada uma das areas selecionadas receberam um conjunto de armadilha de queda
disposto no interior de cada parcela. Cada conjunto foi composto por seis baldes de 65 litros
com 10 m de distancia um do outro, formando uma linha. Os baldes foram furados no fundo

para evitar o acumulo de agua e placas de isopor foram colocadas no interior de cada um para
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proteger os animais de possiveis afogamentos em dias chuvosos, aléem de um recipiente com

agua, para manter a umidade e resguardar os animais quanto ao dessecamento.

3.4 Armadilhas do tipo gaiola

Foram utilizadas armadilhas do tipo Sherman (23 cm x 7,5 cm x 8,5 cm) e Tomahawk
(34 cm x 13cm x 12cm) (Figuras 3b e 3c). Cada transecto de armadilha tem 120 m de
comprimento e seis estacOes de armadilhas, totalizando 12 armadilhas por linha. Foram
montadas duas linhas por parcela, distribuidas de maneira semelhantes aos baldes citados
anteriormente. Uma Sherman e uma Tomahawk foi colocada em cada estacdo. Em locais com
presenca de arvores e/ou arbustos, uma das armadilhas foi colocada de forma alternada no alto
(até 1,5 m do chédo). As armadilhas receberam iscas para atrair 0s animais, sendo compostas por
uma mistura de pacoca, banana e fuba (UMETSU; PARDINI, 2007).

Figura 3. Armadilhas utilizadas para a captura de pequenos mamiferos. (a): Armadilha de interceptacdo e queda;

(b): Sherman e (c): Tomahawk.
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3.5 Coleta de material bioldgico

Para coleta de amostras bioldgicas, todos os animais foram submetidos a contencao
fisica manual, passando por uma breve avaliacdo das condicGes gerais de saide com o intuito
de verificar a presenca de lesdes cutaneas. O volume total de sangue colhido por animal variou
de 100 a 200 pL. A coleta foi feita por venopuncao a partir da veia caudal nos marsupiais (PAIZ,
2018) (Figura 4b) e da veia facial dos roedores por meio de gotejamento (Figura 4a). Animais
que por ventura vieram a ébito tiveram fragmentos de figado, bacgo, pele de orelha e pele de

cauda coletados.

Figura 4. Coleta de sangue. (a): coleta por gotejamento a partir da veia facial em roedores; (b): coleta por

venopungao a partir da veia caudal em marsupiais.

3.6 Analises moleculares

3.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA total das amostras obtidas foi realizada pela técnica de

fenol/cloroférmio, segundo protocolo descrito em Sambrook e Russel (2001), com
modificacOes (Anexo 1). Para a quantificacdo do DNA extraido, utilizamos o espectrofotdmetro
(NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer — Termo Fisher Scientific), por meio de absorbancia
a 260-280mm. A qualidade do material foi avaliada pela técnica de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com Gel Red (Uniscience) (0,1 uL/10 mL), imerso em tampdo TAE 1X

(Tris-Acido Acético — EDTA) e visualizados em digitalizador de imagens sob luz ultravioleta.
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3.6.2 Deteccdo de Leishmania spp.

Foram realizadas ReacOes em Cadeia da Polimerase (PCRs) em termociclador
Eppendorf® Mastercycler® Nexus X2 para a deteccdo da presenca de fragmentos de DNA de
Leishmania spp. nas amostras de sangue, fragmentos de figado, baco, pele de orelha e de cauda
dos animais capturados. As reac¢des foram realizadas com um volume final de 50uL, contendo:
20uL de 2,0x Taqg DNA Polymerase Master Mix (Class Five PCR Master Mix), 0,5uL de cada
primer, 1uL. de DNA gendémico (50ng/uL) e 28uL de agua ultrapura.

Cada ensaio foi composto por 10 ng de DNA de L. (Leishmania) amazonenses
(MHOM/BR/71973/M2269); L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV); L. (L.) major
(MHOM/IL/1980/FRIEDLIN) e L. (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) como

controles positivos, além de agua ultrapura como controle negativo.

Foram empregados primers especificos de segmentos de DNA dos genes codificadores
de proteinas de choque térmico de 70kD (HSP70) de Leishmania HSP70F
(AGGTGAAGGCGACGAACG) e HSP70R (CGCTTGTCCATCTTTGCGTC)
(FOLGUEIRA et al., 2007) que amplificam uma sequéncia de aproximadamente 330 pb,
seguindo o seguinte perfil térmico: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 40
ciclos a 94 °C por 1 minuto, 59 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e extensdo final a 72 °C

por 10 minutos.

3.6.3 Deteccdo de Trypanosoma cruzi

Assim como para a deteccdo de Leishmania spp., foram realizadas PCRs com 0s
mesmos volumes e concentracdes descritos acima para detectar a presenca de DNA de T. cruzi
nas amostras de sangue, figado e coracdo coletadas. Cada ensaio foi composto por 10 ng de de

DNA extraido de cultivo in vitro da cepa CL Brener de T. cruzi e 4gua ultrapura como controle

negativo.
0] conjunto de primers empregado foi 0 121
(AAAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA) e 122

(GGTTCGATTGGGGTTGGGTAATATA) (VIRREIRA et al., 2003) que amplificam uma
sequéncia de 330 pb do DNA do cinetoplasto (KkDNA) do protozoéario, seguindo o seguinte
perfil térmico: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 33 ciclos a 94 °C por 1

minuto, 59 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e extensdo final a 72 °C por 10 minutos.
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3.6.4 Teste de sensibilidade dos primers

A sensibilidade dos conjuntos dos primers utilizados para a deteccdo de Leishmania
brasiliensis e T. cruzi foi estimada pela avaliacdo da amplificacdo do DNA extraido de ambos
0s protozoarios. As amostras foram diluidas em série na solucdo de DNA (Tabela 1)
(VIRREIRA et al., 2003) e foram feitas PCRs em duplicatas com 0os mesmos volumes,
concentragdes e perfis térmicos citados anteriormente.

Tabela 1. Avaliacao da sensibilidade dos conjuntos de primers na deteccdo dos
patdégenos em diferentes dilui¢des.

Diluigdes a b C d e f g
Quantidade

de DNA por 1 0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 0,000001
diluicéo (ng)

3.6.5 Visualizacdo dos produtos amplificados na PCR

A identificacdo dos produtos amplificados nas reacdes foi realizada por meio da técnica
de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com Gel Red® (Uniscience) imerso em
tampdo TAE 1X (Tris-Acido Acético — EDTA) corrido a 90 v por 2 horas. Os géis foram
visualizados no transiluminador (Benchtop UV Transilluminator, Cambridge, Reino Unido)
com o software UVP® VisionWorksLS™ (LifeScience Software) comparados a um padréo de

peso molecular de um 1 Kb Plus.

3.7 Analise de dados

A identificacdo dos roedores foi feita empregando o Guia de Roedores do Brasil
(BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008) e com auxilio de pranchas de identificacdo
para pequenos mamiferos (ROSSI, 2011) a nivel de espécie e, quando néo era possivel, a nivel
de género. Ja, os marsupiais, foram identificados a nivel de espécie pelo Guia de Marsupiais do
Brasil: guia de identificagdo com base em caracteres morfologicos e cranianos (FARIA;
LANES; BONVICINO, 2019).

A estrutura da comunidade foi avaliada segundo a abundancia (nimero de individuos)
e riqueza (numero de espécies). Tambem foram analisados os de indices de diversidade:
Shannon (atribui maior peso as espécies raras), Simpson (pouco influenciado por espécies raras)
e de equabilidade (MAGURRAN, 1988). A curva de acumulag&o de espécies foi utilizada para

observar se houve suficiéncia amostral na caracterizacéo de pequenos mamiferos na FEE e FEL.
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4 RESULTADOS

4.1 Animais provenientes da Vigilancia Ambiental em Saude

Foram selecionados aleatoriamente 65 animais resgatados pela VAS no periodo de julho
anovembro de 2021(Tabela 1). Desses, 63 animais pertencem a ordem Didelphimorphia, sendo
62 individuos da espécie Didelphis albiventris (gambéa-de-orelha-branca) e um individuo da
espécie Lutreolina crasicaudata (cuica-da-cauda-grossa), além de dois animais pertencentes a

ordem Rodentia e da espécie Guerlinguetus aestuans (caxinguelé) (Figura 5).

Tabela 2. Espécies de pequenos mamiferos ndo-voadores cedidos pela VAS.

Ordem Espécie NUmero de animais
Didelphimorphia Didelphis albiventris 62
Lutreolina crasicaudata 1
Rodentia Guerlinguetus aestuans 2

Figura 5. Animais resgatados pela Vigilancia Ambiental em Salde. (a) e (b): Didelphis albiventris; (c) e (d):

Lutreolina crasicaudata; (€): Guerlinguetus aestuans.
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Dos 62 Didelphis albiventris capturados, havia 23 machos e 39 fémeas. Do total de
fémeas, 13 carregavam filhotes no marsapio, sete eram lactantes, 12 ndo apresentavam
caracteristicas reprodutivas e sete eram filhotes. O espécime L. crasicaudata era um macho

filhote e, dos G. ingram, uma fémea e um macho, ambos filhotes.

Dos 65 animais resgatados pela VAS, 31 foram retirados de areas urbanizadas do
municipio de Botucatu, mesmo em locais sem a presenca de fragmentos de vegetacao natural
(Figura 6). Os animais foram capturados em diferentes localidades apresentando maiores
incidéncias nos bairros Vila Maria e Jardim Dona Nicota de Barros com 12 e seis animais
respectivamente (Anexo 2).

Googie Earth

By e ® T2 Max oy Pochemiog s

Figura 6 . Local de resgate dos animais retirados pela VAS no municipio de Botucatu e cedidos ao presente estudo.

Das espécies amostradas, apenas a espécie D. albiventris apresentou lesdes, totalizando
19 animais lesionados (Tabela 3). As lesGes foram observadas na cauda (8), na boca (2) e no
focinho (5) e, alguns animais, apresentaram mais de um tipo de ferimento, como cauda e
focinho (3) e cauda, focinho e boca (1).



Tabela 3. Les6es apresentadas por individuos da espécie Didelphis albiventris.

Tipo de lesdo

NUmero de animais lesionados

Boca
Cauda
Focinho
Cauda e focinho
Cauda, focinho e boca

= W o100

4.2  Animais capturados em campo
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Foram capturados 51 individuos de seis géneros, sendo duas espécies de marsupiais

pertencentes a familia Didelphidae (Didelphis albiventris e Gracilinanus microtarsus) (Figura

7) e seis espécies de roedores pertencentes a familia Cricetidae (Akodon sp., Juliomys

ossitenius, Juliomys pictipes, Necromys lasiurus, Oecomys catherinae, Oligoryzomys nigripes)

(Figura 8).

Oligoryzomys nigripes e Juliomys pictipes estiveram presentes em todos as parcelas

amostradas, sendo Oligoryzomys nigripes a espécie mais abundante. Didelphis albiventris,

Necromys lasiurus e Oecomys catherinae estiveram presentes em ambos os fragmentos nas

parcelas EDG 2 e LAG 1. Alguns animais tiveram captura restrita apenas a um fragmento

amostrado entre eles, um roedor do género Akodon sp. presente nas parcelas LAG 1 e 2, além

de um marsupial pertencente a espécie Gracilinanus microtarsus presente na parcela LAG 1 e

Juliomys ossitenius na parcela EDG 1. (Tabela 4).

Tabela 4. Espécies de pequenos mamiferos ndo-voadores registrados nas Fazendas

Experimentais Edgardia e Lageado.

Ordem Espécie

Rodentia Akodon sp.
Juliomys ossitenius
Juliomys pictipes
Necromys lasiurus

Oecomys catherinae

Oligoryzomys
nigripes
Didelphimorphia  Didelphis albiventris

Gracilinanus
microtarsus

Fragmento amostrado

EDG 1

EDG 2

X X X X X

LAG1

X

X X X X X X

LAG 2

X

X

NUmero
de
animais
2

1
7
6
3




Figura 7. Marsupiais capturados nas parcelas amostradas. (a) e (b): Didelphis albiventris; (c) e (d):
Gracilinanus microtarsus.

Figura 8. Roedores capturados nas parcelas amostradas. (a): Akodon sp. (b): Necromys lasiurus; (c) e (d):

Oligoryzomys nigripes; (f): Juliomys ossitenius.
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A abundancia e riqueza de espécies foram maiores no fragmento LAG (Figura 9). Os
indices de diversidade de Simpson e Shannon apontaram uma maior diversidade para a Fazenda
Lageado bem como as espécies deste fragmento se distribuiram de maneira mais uniforme de

acordo com indice de equabilidade (Figura 10).

Riqueza e abundancia de espécies

45
40
35
30
25
20
15
10
]
0
Riqueza Abundancia
B EDG mLAG

Figura 9. Riqueza e abundancia de espécies das Fazendas Experimentais Edgardia (azul) e Lageado (laranja).

indices de diversidade

1,6
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1
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B EDG WLAG

Figura 10. indices de diversidade e equabilidade na Fazendas Experimentais Edgardia (azul) e Lageado

(laranja).



37

A curva de acumulagéo de espécies (Figura 11) demonstrou que a partir do 24° dia de
amostragem o numero de espécies registradas manteve uma tendéncia levemente ascendente,

no entanto, ndo atingiu a assintota.

Curva de acumulagao de espécies

Figura 11. Curva de acumulacéo de espécies ou curva do coletor.

4.3  Analises moleculares

Ao todo 115, animais tiveram amostras bioldgicas de sangue e/ou tecidos coletadas
(fragmentos de figado, baco, pele de orelha e pele de cauda), compreendendo 207 amostras,
destas, 111 eram provenientes de sangue e 96 de tecidos, sendo as Ultimas oriundas de tecidos
de 24 animais. As amostras apresentaram concentracdo de DNA superiores a 10 ng/uL e relagédo
260/280 entre 1,6 e 2,1, indicando serem satisfatorias para as analises moleculares propostas.

Todas as amostras obtiveram diagndstico negativo para a presenca dos agentes
causadores de leishmanioses (Figura 12) e doenca de Chagas (Figura 13) tanto no sangue,

guanto nos demais tecidos avaliados.

Em relacdo a sensibilidade dos primers e, consequentemente, uma validagdo de nossas
analises para Leishmania brasiliensis houve amplificacdo do fragmento desejado até a diluigdo
de 0,001 ng de DNA (Figura 14). Ja, para T. cruzi, o conjunto de primers se mostrou ainda mais

sensivel, amplificando o fragmento desejado até a diluigdo de 0,000001 ng (Figura 15).
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1500 pb
500 pb
Fragmento
300 pb de interesse
(330 pb)

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da PCR para um fragmento do gene HSP70. Coluna
1: Ladder 1Kb Plus (marcador de peso molecular); Coluna 2: controle negativo; Coluna 3: Amostra de DNA de
Leishmania (Leishmania) amazonensis; Coluna 4: Amostra de DNA de L. (L.) infantum; Coluna 5: Amostra de
DNA de L. (L.) major; Coluna 6: Amostra de DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis. As setas verdes indicam

os valores do peso molecular e a seta vermelha indica o tamanho dos amplicons (330 pb).

1500 pb

500 pb Fragmento
de interesse

300 pb (330 pb)

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da PCR para um fragmento de KDNA de
Trypanosoma cruzi. Coluna 1: Ladder 1Kb Plus (marcador de peso molecular); Coluna 2: controle negativo;

Coluna 3: Amostra de DNA de T. cruzi. As setas verdes indicam os valores do peso molecular e a seta vermelha
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da PCR para um fragmento do gene HSP70 em
diferentes concentrac@es de DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis. Coluna 1: Ladder 1Kb Plus (marcador
de peso molecular); Colunas 2 a 7: Amostra de DNA de L. (V.) braziliensis nas concentrac¢fes de 1; 0,1; 0,01;
0,001; 0,0001; 0,00001; 0,00001 ng respectivamente. As setas verdes indicam os valores do peso molecular e a

seta vermelha indica o tamanho dos amplicons (330 pb).

1 2

1500 pb Ly
Lol
-
500 pb -
e
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(330 pb)

Rt

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da PCR para um fragmento de KDNA de Trypanosoma cruzi
em diferentes concentragfes de DNA deste protozoario. Coluna 1: Ladder 1Kb Plus (marcador de peso
molecular); Colunas 2 a 7: Amostra de DNA de T. cruzi nas concentracdes de 1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001;
0,00001; 0,00001 ng respectivamente. As setas verdes indicam os valores do peso molecular e a seta vermelha

indica o tamanho dos amplicons (330 pb).
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5 DISCUSSAO

As areas de incidéncia dos gambas podem ser explicadas pelo fato desses marsupiais
serem considerados animais sinantrépicos sendo que a espécie D. albiventris € altamente
adaptavel as variagdes ambientais, estando presente nos grandes biomas brasileiros, incluindo
a Mata Atlantica e o Cerrado. Por apresentarem uma dieta ampla e variada (onivoros), isso
facilita sua aproximacdo com animais de outras espécies e até mesmo com humanos
(FERNANDES et al., 2020).

A espécie L. crassicaudata é pouco estudada (CARDIA et al., 2016), com escassas
informacBes sobre zoonoses, no entanto, assim como os D. albiventris, esses animais tém
buscado alimento e abrigo em &reas urbanas, como consequéncia da destruicdo do seu habitat,
compondo a fauna de animais sinantrépicos das cidades (ROSSI et al., 2006).

As espécies capturadas em campo coincidem com as listas de espécies de roedores e
marsupiais existentes para a regido de Botucatu (HEIRAS, 2008; LEIVA, 2010), com excecéo
do género Juliomys, que foi catalogado em cidades proximas (MARTIN et al., 2012). E também
corroboram com espécies encontradas em areas de Mata Atlantica e Cerrado como as Fazendas
Experimentais Lageado e Edgardia (ROSSI, 2011).

Os roedores do género Akodon (rato da mata) ndo foram identificados a nivel de espécie
devido a dificuldade de comprovacdo empregando apenas caracteres morfolégicos externos,
sendo necessario realizar analises de cariétipos e/ou moleculares para sua correta identificacdo
(ROSSI, 2011). S&o encontrados em formages florestais abertas e em campos de altitude ao
longo da Mata Atlantica, semelhantes ao Fragmento Lageado. E onivoro, mas com certa
preferéncia por insetos (FINOTTI; SANTOS; CERQUEIRA, 2012), fato este que pode ser

importante no ciclo de transmisséo de zoonoses.

A espécie Oligoryzomys nigripes (rato do arroz) foi a mais abundante nesse estudo (n=
28). Esses animais sdo comuns e amplamente distribuidos, capazes de usar florestadas e areas
abertas, além de ocuparem habitats alterados e ndo serem afetados pela fragmentacéo (ROSSI,
2011). S&o frugivoros-granivoros, mas podem se alimentar de insetos. (PINOTTI; NAXARA,;
PARDINI, 2011).

Necromys lasiurus (rato do capim) habitam regiGes de Cerrado e Cerraddo, porém

também estéo presentes em regides de ecétono entre Cerrado e Mata Atlantica. Essa espécie €
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majoritariamente associada a ambientes abertos (COSTA et al., 2019). Todavia, neste estudo,
foi capturado em interior de mata com baixa densidade (n= 6). S&o considerados onivoros mas,
foi encontrado com maior frequéncia em seu conteudo estomacal material vegetal
(TALAMONI et al., 2008).

Juliomys e J. pictipes sdo espécies semelhantes sendo que, a primeira habita ambientes
florestados, ndo ocorre em areas abertas ou ambientes modificados e sdo afetadas pela
fragmentacdo de habitat alem de escassas informacdes na literatura. A espécie J. pictipes €
predominantemente florestal, porém encontram-se registros em &reas abertas e € mais
amplamente distribuida que J. ossitenuis, tendo preferéncias por matas maduras, podendo ser
um indicador de estagios de regeneracdo (GATTO-ALMEIDA et al., 2016; ROSSI, 2011).

A especie Oecomys catherinae distribui-se ao longo da Mata Atléantica, Cerrado e
Caatinga, no entanto os limites de ocorréncia ndo sdo bem documentados (WILSON; REEDER,
2006). Esses animais se alimentam de frutos e sementes, mas ndo foram encontrados dados

especificos sobre a dieta desta espécie (ROSSI, 2011).

Gracilinanus microtarsus (cuica graciosa) predomina em ambientes florestados,
ocorrendo ocasionalmente em areas abertas de agricultura, sendo favorecida pela fragmentacéo
de habitat (ROSSI, 2011). Essa espécie é considerada insetivora-onivora, com preferéncia para
o consumo de artropodes (MARTINS et al., 2006).

Os atributos ecoldgicos analisados indicaram que a comunidade de pequenos mamiferos
do fragmento Lageado pode ser mais estruturada, mesmo que os fragmentos amostrados sejam
préximos fisicamente, tendo em vista que a estrutura da vegetacdo e a complexidade de habitat
afeta a composicdo das espécies (HANNIBAL et al., 2020), justificando assim as diferencas

aqui observadas.

Apesar da curva de acumulacdo de espécies (Figura 11) ter demonstrado uma tendéncia
levemente ascendente a partir do 24° dia, ndo atingiu a assintota, indicando que novas

amostragens devem ser realizadas por, possivelmente, existirem outras espécies nessas areas.

Ha relatos sobre a importancia dos marsupiais e roedores no ciclo selvagem das
leishmanioses (ACHILLES, 2018; PAIZ, 2018; DIAZ-SAEZ et al., 2014; ROQUE; JANSEN,
2014). No entanto, ndo foi encontrado DNA de Leishmania spp. nas amostras analisadas,

mesmo em animais que apresentaram lesdes de pele.
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As lesdes aqui encontradas ndo correspondem aos padres encontrados em animais
acometidos pela infeccdo, tendo como referéncia os cées, tendo em vista que a as manifestacoes
clinicas da leishmaniose visceral em animais silvestres € pouco conhecida, sobretudo quando
se trata de pequenos mamiferos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Tendo em vista que o municipio de Botucatu ndo é considerado uma area endémica
para leishmaniose visceral, que ndo ha registros da presenca do Lutzomyia longipalpis
(SUCEN, 2018) e que os dados disponiveis na literatura sobre investigacdo da doenca também
indicam resultados negativos para cdes e gatos da cidade, 0s nossos resultados corroboram com

0 cenério epidemioldgico municipal.

Né&o foram encontrados registros referentes a leishmaniose tegumentar no municipio de
Botucatu em humanos e/ou animas. Mas sabe-se que as espécies de roedores capturadas neste
estudo ja foram reconhecidos como reservatorios importantes das espécies de Leishmania
envolvidos no ciclo da doenga (AZAMI-CONESA et al., 2021).

Os marsupiais apresentam relatos frequentes de infecgéo por T. cruzi (BARROS et al.,
2017). J4, gambas, incluindo a espécie D. albiventris, foram reconhecidos como reservatorios
de T. cruzi e podem ter um papel importante no ciclo de transmissdo (ROQUE et al., 2008).
Uma cepa de T. cruzi foi isolada em um roedor do género Guerlinguetus, no estado de Sé&o
Paulo, sendo capaz de produzir infec¢bes graves em camundongos, com muitas formas
amastigotas no coracdo e facilmente transmitida por triatomineos, mostrando que o0s
caxinguelés sdo hospedeiros naturais do parasita (RIBEIRO; BARRETTO, 1972).

Dos géneros capturados em campo, os roedores Akodon, Oligoryzomys, Necromys,
Oecomys e Oligoryzomys e os marsupiais D. albiventris e G. microtarsus ja foram
comprovadamente reconhecidos como reservatérios de Trypanosoma e Leishmania
(BERBIGIER et al., 2021; BRANDAO et al., 2019; FERNANDEZ et al., 2018; FERREIRA et
al., 2015).

Apesar de existirem dados que comprovam infec¢Ges por T. cruzi em marsupiais e
roedores, os resultados do presente trabalho demostraram ndo haver DNA deste parasita nas
amostras analisadas. Além dos casos relatados anteriormente, outras pesquisas utilizando
metodologia semelhante ao nosso estudo e empregando o0 mesmo conjunto de primers
mostraram resultados positivos, reforcando a eficacia das técnicas moleculares como
ferramenta de diagnostico (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2022; ZAPPAROL I et al., 2022;
(DUMONTEIL et al., 2021).
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Ainda que o resultado para T. cruzi tenha sido negativo nas amostras analisadas, este
achado ndo exclui a possibilidade da existéncia de um ciclo domiciliar. Isto porque devemos
considerar que existem pacientes positivos para DC (NUNES, 2020); presenca de vetores
secundarios com a possibilidade de transmissdo reconhecida; amostras positivas de T. cruzi
terem sido encontradas em amostras de agai na regido (ZAPPAROLI et al., 2022), sendo estas
capazes de infectar camundongos; além da presenca gambés em todas as regides do municipio
e relatos de cachorros e gatos positivos (ELOY, 2010; LUCHEIS et al., 2005; LUCIANO et al.,
2009; TRONCARELLI et al., 2009).

Ressaltamos ainda a confiabilidade dos resultados moleculares de diagnéstico tanto para
Leishmania spp. como para T. cruzi aqui obtidos visto a sensibilidade de deteccdo da presenca

de DNA dos protozoarios observados nos testes de diluicdo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Por meio deste estudo foi possivel descrever a comunidade de pequenos mamiferos de
vida livre das Fazendas Experimentais Edgardia e Lageado e a distribuicdo de pequenos
mamiferos sinantrépicos no municipio de Botucatu.

e Os resultados negativos da presenca de DNA de Leishmania spp. nos animais
capturados corroboram com os dados referentes a auséncia de casos autoctones de
leishmaniose visceral no municipio de Botucatu.

e Ainda que os resultados obtidos neste trabalho ndo tenham identificado a presenca de
Trypanosoma cruzi nos possiveis hospedeiros, a literatura mostra 0s marsupiais
didelfideos como reservatorios naturais deste parasita e a atencdo para com esses
animais deve se manter sempre ativa.

e Este é o primeiro estudo que investiga Leishmania spp. e T. cruzi. em roedores silvestres
em Botucatu, SP, contribuindo para o conhecimento atual ndo s6 nos aspectos
relacionados a vigilancia ambiental e ao controle de endemias no municipio, mas

também aos aspectos ecoldgicos.
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ABSTRACT

The Trypanosoma and Leishmania genera are protozoa of the Trypanosoma tidae family and
cause several diseases. The role of wild mammals as potential reservoirs has been discussed.
Wild species of different orders such as rodents and marsupials have already presented
themselves as potential reservoirs of Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi. The aim of the
presente study was to investigate small mammals as a reservoir of Leishmania spp. and T. cruzi.
The study was carried out in Botucatu, Sdo Paulo, and animals were captured in fragments of
natural vegetation at the Edgardia and Lageado Experimental Farms, as well as synanthropic
animals provided by the Environmental Health Surveillance (VAS) of Botucatu, were
evaluated. Altogether 115 individuals of 10 species of the Didelmorphia and Rodentia orders
were captured and had blood and/or liver samples collected. From the collected material, DNA
extraction and Polymerase Chain Reactions were performed using specific primers. All
analyzed samples obtained negative results for the presence of DNA in the evaluated protozoa.
Although the results obtained in this work did not identify the presence of these pathogens in
the analyzed samples, small mammals were reported as reservoirs of these parasites and

attention to these animals must always remain active.
Keywords: zoonoses, reservoir, small mammals, Leishmaniasis, Chagas disease.
RESUMO

Os géneros Trypanosoma e Leishmania sdo protozoarios da familia Trypanosoma tidae e
causam diversas doencas. O papel dos mamiferos silvestres como potenciais reservatorios tem
sido discutido. Espécies silvestres de ordens distintas como roedores e marsupiais ja se
apresentaram como potenciais reservatdrios de Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi. A
presente pesquisa teve por objetivo investigar pequenos mamiferos como reservatorio de
Leishmania spp. e T. cruzi. O estudo foi desenvolvido em Botucatu, Sdo Paulo e foram
avaliados animais capturados em fragmentos de vegetacdo natural nas Fazendas Experimentais
Edgéardia e Lageado além de animais sinantropicos cedidos pela Vigilancia Ambiental em
Saude (VAS) de Botucatu. Ao todo 115 individuos de 10 espécies das ordens Didelmorphia e
Rodentia foram capturados e tiveram amostras de sangue e/ou figado coletadas. A partir do
material coletado foi realizada a extracdo de DNA e ReacGes em Cadeia da Polimerase
utilizando primers especificos. Todas as amostras analisadas obtiveram resultados negativos
para a presenca de DNA dos protozoarios avaliados. Ainda que os resultados obtidos neste

trabalho ndo tenham identificado a presenga destes patdgenos nas amostras analisadas, 0s
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pequenos mamiferos foram relatados como reservatorios destes parasitas e a atengdo para com

esses animais deve se manter sempre ativa.
Palavras chave: zoonoses, reservatério, pequenos mamiferos, leishmaniose, doenca de Chagas.

INTRODUCTION

Ecological problems that cause consequences for the fauna and the growing importance
of urbanization, promoting greater contact with synanthropic animals, with emergence or
reemergence due to etiological differences (FEITOOSA et al., 202). Zoonoses are diseases that
affect vertebrate animals, including humans (COLVILLE; BERRYHILL, 2007) with global

occurrence and unique global health impacts.

The Trypanosomatidae family is a group that brings together species of protozoa of
different genera of medical, veterinary and agricultural interest. These microorganisms are
capable of infecting a large number of vertebrates and invertebrates (PODLIEV, 20). The
genera Trypanosoma and Leishmania are the best known of this family and cause several
diseases (HOARE, 1972) in which the mechanisms of parasite-environment interaction are
complex and lack studies (COOPER et al., 2017).

Leishmania sis are zoonoses caused by protozoa of the genus Leishmania which are
transmitted to wild and domestic mammals and to humans through the bite of female dipterans
called sandflies (Psychodidae: Phlebotominae) (GALATI; OVALLOS; 2012; MCINTYRE et
al., 2017)), and is part of the group of neglected tropical diseases (BRINDHA; BALAMURALLI;
CHANDA, 2021). These diseases present an epidemiological and clinical heterogeneity,
attributed to the diversity of species of parasites, vectors and vertebrate hosts involved
(QUARESMA, 2011).

Chagas disease is a neglected tropical disease, as well as Leishmania sis, being caused
by the protozoan Trypanosoma cruzi (BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021). It is
considered a public health problem with socioeconomic implications in Latin American
countries due to early mortality and high medical and social security costs (SIMOES et al.,
2018; WHO, 2002). Transmission can occur in several ways, especially vectorial, due to contact
with contaminated feces of “barbers” (order Diptera, subfamily Triatominae) (GURGEL-
GONCALVES et al., 2012; MINISTRY OF HEALTH, 2020). In addition, it can be transmitted

orally, by ingestion of contaminated food or transfusion of infected blood.
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The role of wild mammals as potential reservoirs has been discussed where there are
occasional reports of clinical manifestations of Leishmania sis in wild species of different
orders (DIAZ-SAEZ et al., 2014). Some species still have few studies, however the crab-eating
fox (Cerdocyon thous), skunks (Didelphis spp. and D. marsupialis) and rodents (Akodon
cursor, Necromys lasiurus, Rattus rattus, among others) are already potential reservoirs of
Leishmania spp. and has been described in transmission areas in the Americas (ACHILLES,
2018; ROQUE; JANSEN, 2014).

Marsupials are the mammals with the most frequent reports of T. cruzi infection in all
biomes (BARROS et al., 2017). Opossums are recognized as reservoirs and may play an
important role in the transmission cycle (ROQUE et al., 2008). It is known that these animals
can be infected with T. cruzi orally because they are omnivorous and feed on both triatomines
and other small mammals that may be infected. (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018).

The spread of Leishmania sis and Chagas disease occurs from forested areas to
anthropized and/or peri-urban areas by adapting the vector through the process of
synanthropization (GUERRA et al., 2015; REIS et al., 2013). Infected wild animals serve as a
reservoir and as a source of protozoa for vectors, contributing to the maintenance and

transmission cycle of pathogens to humans.

Although knowledge about infection by protozoa of the genus Leishmania and
Trypanosoma has grown over the years, for now there is a lack of information on the effective
participation of different species of protozoa and mammals involved in disease transmission
(PAIZ, 2018). Among the factors that contribute to this lack of information on the subject, we
can mention the difficulties related to the study of the parasite-host relationship in wild
mammals and the isolation and identification of parasite species in these animals (ROQUE;
JANSEN, 2014).

The aim of the present study was to investigate infection by Leishmania spp. and
Trypanosoma cruzi in small mammals from different vegetation fragments and also animals
removed from households by the Environmental Health Surveillance in the city of Botucatu,

state of Sdo Paulo.
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MATERIAL AND METHODS

The study of free-living animals was carried out at the Edgardia Experimental Farm
(FEE) (22°47'30” to 22°50'00”S/ 48°26'15” to 48°22'30) and at the Experimental Farm
Lageado (FEL) (22°51'2.12”S, 48°25'54.44”W) located in the city of Botucatu-SP and
belonging to the Campus of the Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP/FCA). Two fragments of natural vegetation were selected in each farm, named
Edgéardia (EDG) and Lageado (LAG).

Free-living animals were captured using pitfall traps (CECHIN; MARTINS, 2000) and
cage-type traps containing food attractant made from a mixture of cornmeal, banana and pacgoca
(UMETSU; PARDINI, 2007). Animals from peridomiciliary areas were captured by the
Environmental Health Surveillance of the city of Botucatu and sent to the Animal Genetics
Laboratory of the Chemical and Biological Sciences Department of the Biosciences Institute,

UNESP — Botucatu campus.

Four field campaigns were carried out in November and December 2021 and April and
May 2022. Samples of animals rescued by VAS were collected from July to November 2021.
Protocols involving the capture and handling of animals were approved by CEUA (0055/2021)
and SISBIO (78287-1). All animals were weighed, measured, identified, photographed and had
biological material collected. In addition, each animal received two earrings with individual

numbers.

To collect biological samples, all specimens were submitted to manual physical
restraint, undergoing a brief assessment of general health conditions. The total volume of blood
collected per animal ranged from 100 to 200 pL. The collection was performed by venipuncture
from the caudal vein in marsupials (PAIZ, 2018) and from the facial vein of rodents by drip.

Animals that eventually died had liver fragments collected.

Total DNA extraction from the obtained samples was performed using the
phenol/chloroform technique, according to the protocol described in Sambrook and Russell
(2001), with modifications and quantified using the spectrophotometer (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer — Fisher Scientific Term) by means of absorbance at 260-280mm. The
quality of the material was evaluated by the technique of electrophoresis in 1.5% agarose gel,
stained with Gel Red (Uniscience) (0.1uL/10mL), immersed in 1X TAE buffer (Tris-Acetic

Acid — EDTA) and visualized in an image scanner, under ultraviolet light. 52
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Polymerase Chain Reactions (PCRs) were performed in an Eppendorf® Mastercycler®
Nexus X2 thermocycler to detect the presence of Leishmania spp. in samples from captured
animals. The reactions were performed with a final volume of 50ul, containing: 20ul of 2.0x
Taq DNA Polymerase Master Mix (Class Five PCR Master Mix), 0.5ul of each primer, 1ul of

genomic DNA (50ng/ul) and 28l of ultrapure water as a negative control.

Each assay consisted of 10 ng of DNA from L. (L) amazonenses
(MHOM/BR/71973/M2269); L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV); L. (L.) major
(MHOM/IL/1980/FRIEDLIN) and L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) as positive
controls, in addition to ultrapure water. Specific primers from DNA segments of the genes
encoding 70kD heat shock proteins from Leishmania HSP70F
(AGGTGAAGGCGACGAACG-3) and HSP70R (CGCTTGTCCATCTTTGCGTC)
(FOLGUEIRA et al., 2007) were used, following the following thermal profile: initial
denaturation at 94°C for 5 minutes, followed by 40 cycles at 94°C for 1 minute, 59°C for 1

minute, 72°C for 1 minute and final extension at 72°C for 10 minutes.

As for the detection of Leishmania spp., PCRs were performed with the same volumes
and concentrations described above to detect the presence of T. cruzi DNA in the collected
samples. Each assay consisted of 10 ng of DNA extracted from in vitro culture of the CL Brener
strain of T. cruzi and ultrapure water as a negative control. The primer set used was 121
(AAAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA) and 122
(GGTTCGATTGGGGTTGGGTAATATA) (VIRREIRA et al., 2003), which amplify a 330 bp
sequence of the protozoan kinetoplast DNA, following the following thermal profile: initial
denaturation at 94°C for 5 minutes, followed by 33 cycles at 94°C for 1 minute, 59°C for 1
minute, 72°C for 1 minute and final extension at 72°C for 10 minutes.

The identification of products amplified in the reactions was performed by
electrophoresis in a 1.5% agarose gel stained with Gel Red® (Uniscience) immersed in 1X TAE
buffer (Tris-Acetic Acid - EDTA) run at 90v for 2 hours. Gels were visualized on the
transilluminator (Benchtop UV Transilluminator, Cambridge, UK) with UVP®
VisionWorksLS™ software (LifeScience Software) and compared to a molecular weight

standard (ladder1Kb Plus). The size of the fragments averaged 330 base pairs for both protozoa.

The sensitivity of the primer sets used for the detection of Leishmania brasiliensis and
T. cruzi was estimated by evaluating the amplification of DNA extracted from both protozoa.
The samples were serially diluted in the DNA solution (1; 0.1; 0.01; 0.001; 0.0001; 0.00001;
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0.00001 ng) (VIRREIRA et al., 2003) and PCRs were performed in duplicates with the same

volumes, concentrations and thermal profiles mentioned above.

The identification of rodents was carried out using the Brazilian Rodent Guide
(BONVICINO; OLIVEIRA; D'ANDREA, 2008) and with the aid of identification boards for
small mammals (ROSSI, 2011) at the species level and, when it was not possible, at the gender
level. Marsupials, on the other hand, were identified at species level by the Guia de Marsupiais
do Brasil: identification guide based on morphological and cranial characters (FARIA; LANES;
BONVICINO; 2019).

RESULTS AND DISCUSSION

Sixty-five animals rescued by the VAS from July to November 2021 were randomly
selected. Of these, 63 animals belong to the order Didelphimorphia, being 62 individuals of the
species Didelphis albiventris (white-eared possum) and one individual of the species Lutreolina
crasicaudata (Thick-tailed cuica), in addition to two animals belonging to the order Rodentia

and the species Guerlinguetus aestuans (caxinguelé).

At the end of the four field campaigns, 51 individuals of six genera were captured, being
two species of marsupials belonging to the family Didelphidae (Didelphis albiventris and
Gracilinanus microtarsus) and six species of rodents belonging to the family Cricetidae
(Akodon sp., Juliomys ossitenius, Juliomys pictipes, Necromys lasiurus, Oecomys catherinae,

Oligoryzomys nigripes).

A total of 115 animals had biological samples of blood and/or tissues collected
(fragments of liver, spleen, ear skin and tail skin), comprising 207 samples, of which 111 were
from blood and 96 from tissues, the last being from tissues of 24 animals. The samples showed
DNA concentration above 10 ng/uL and a 260/280 ratio between 1.6 and 2.1, indicating that

they are satisfactory for the proposed molecular analyses.

All samples obtained a negative diagnosis for the presence of the causative agents of
Leishmania sis (Figure 1a) and Chagas disease (1b) both in the blood and in the other tissues

evaluated.

Regarding the sensitivity of the primers and, consequently, a validation of our analyzes
for Leishmania brasiliensis, there was amplification of the desired fragment up to a dilution of
0.001 ng of DNA (Figure 2a). For T. cruzi, the set of primers was even more sensitive,

amplifying the desired fragment up to a dilution of 0.000001 ng (Figure 2b).
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There are reports on the importance of marsupials and rodents in the wild cycle of
Leishmania sis (ACHILLES, 2018; PAIZ, 2018; DIAZ-SAEZ et al., 2014; ROQUE; JANSEN,
2014). However, no DNA from Leishmania spp. in the analyzed samples. Considering that the
municipality of Botucatu is not considered an endemic area, that there are no records of the
presence of Lutzomyia longipalpis (SUCEN, 2018) and that the data available in the literature
on investigation of the disease also indicate negative results for dogs and cats in the city, our

results corroborate the municipal epidemiological scenario.

Although there are data that prove infections by T. cruzi in marsupials and rodents, the
results of the present work showed that there was no DNA of this parasite in the analyzed
samples. In addition to the cases reported previously, other studies using a methodology similar
to our study and using the same set of primers and containing positive results, reinforcing the
effectiveness of molecular techniques as a diagnostic tool (MARTINEZ-HERNANDEZ et al.,
2022; ZAPPAROLI et al., 2022; DUMONTEIL et al., 2021).

Although the result for T. cruzi was negative in the analyzed samples, this finding does not
exclude the possibility of the existence of a household cycle. This is because we must consider
that there are positive patients for Chagas disease (NUNES, 2020); presence of secondary
vectors with the possibility of transmission recognized; positive samples of T. cruzi have been
found in acai samples in the region (ZAPPAROLI et al., 2022), which are capable of infecting
mice; in addition to the presence of skunks in all regions of the municipality and reports of
positive dogs and cats (ELOY, 2010; LUCHEIS et al., 2005; LUCIANO et al., 2009;
TRONCARELLI et al., 2009).

This is the first study to investigate Leishmania spp. and T. cruzi. in wild rodents in
Botucatu, SP, contributing to current knowledge not only in aspects related to environmental

surveillance and control of endemic diseases in the city, but also in ecological aspects.

We also emphasize the reliability of molecular diagnostic results for both Leishmania
spp. as for T. cruzi obtained here given the sensitivity of detection of the presence of DNA of

the protozoa observed in the dilution tests.
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Figure 1. (a) 1.5% PCR agarose gel electrophoresis for a fragment of the HSP70 gene. Column
1: Ladder 1Kb Plus (molecular weight marker); Column 2: negative control; Column 3:
Leishmania (Leishmania) amazonensis DNA sample.; Column 4: DNA sample from L. (L.)
infantum; Column 5: DNA sample from L. (L.) major; Column 6: Leishmania (Viannia)

braziliensis DNA sample. The red arrow indicates the size of the amplicons (330 bp).

(b). 1.5% PCR agarose gel electrophoresis for a Trypanosoma cruzi KDNA fragment. Column
1: Ladder 1Kb Plus (molecular weight marker); Column 2: negative control; Column 3: T. cruzi

DNA sample. The red arrow indicates the size of the amplicons (330 bp).
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Figura 2
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Figure 2. (a) 1.5% PCR agarose gel electrophoresis for an HSP70 gene fragment at different
concentrations of Leishmania (Viannia) braziliensis DNA.; Column 1: Ladder 1Kb Plus
(molecular weight marker); Columns 2 to 7: DNA sample from L. (V.) braziliensis at
concentrations of 1; 0.1; 0.01; 0.001; 0.0001; 0.00001; 0.00001 ng respectively. The red arrow

indicates the size of the amplicons (330 bp).

(b) 1.5% PCR agarose gel electrophoresis for a Trypanosoma cruzi KDNA fragment at different
concentrations of this protozoan DNA. Column 1: Ladder 1Kb Plus (molecular weight marker);
Columns 2 to 7: T. cruzi DNA sample at concentrations of 1; 0.1; 0.01; 0.001; 0.0001; 0.00001;
0.00001 ng respectively. The red arrow indicates the size of the amplicons (330 bp).
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Extracdo de DNA — sangue fenol/cloroférmio

© 0k~ w N

9.

Colocar o sangue (100 a 200 pL) em um tubo de 2 mL, adicionar as solugdes de
digestdo: 300 pL de TNE 1x; 30 pL TRIS HCI pH 8 a 1m; 0.8 pL SDS 25%.
Adicionar 20 pL de Proteinase K.

Deixar o tubo em banho seco em 37°C overnight (ou 55°C por duas horas).

Adicionar 338 pL de fenol/cloroférmico isoamilico na proporgdo 25:24:1.

Levar ao vortex por 15 segundos e centrifugar por 10 min a 12000 rpm.

Retirar sobrenadante e transferir para tubo limpo, adicionar dois volumes de etanol
absoluto (observar a quantidade da amostra e multiplicar por 2. Inverter tubo até a
precipitacdo do DNA.

Centrifugar por 30 min a 12000 rpm. Descartar sobrenadante.

Adicionar 500 pL de etanol 70%. Centrifugar por 10 min a 12000 rpm. Descartar
sobrenadante.

Deixar secar e eluir em H2O ultraputa (60 a 80 pL).

10. Armazenar a -20°C.
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Anexo 2. Lista de enderecos dos animais capturados e cedidos pela VAS

Espécie Enderego Bairro
ch_ielphl_s Rua Doutor Rodrigues do Lago, 441 Centro
albiventris
qulelphl_s Rua Doutor Rodrigues do Lago, 441 Centro
albiventris
ch_ielphl_s Rua das Camélias, 403 Convivio
albiventris
qulelphl_s Rua Carlos Guadanini, 2235 Jardim do Mirante
albiventris
ch_jelphl_s Rua Alameda Antonio Sartor, 246 Parque das Cascatas
albiventris
qulelphl_s Rua Cruz Pereira, 112 Vila dos Lavradores
albiventris
qulelphl_s Rua das Costas, 613 Vila Sdo Lucio
albiventris
ch_jelphl_s Rua Doutor Costa Leite, 1346 Centro
albiventris
ch_jelphl_s Ana Maria Galdino Simonazzi, 349 Jardim Santa Cecilia
albiventris
ch_jelphl_s Ana Maria Galdino Simonazzi, 349 Jardim Santa Cecilia
albiventris
ch_jelphl_s Rua das Costas, 613 Vila Sdo Lucio
albiventris
Didelphis CAIO INDUSCAR, Rod Marechal Distrito Industrial
albiventris Rondon, Km 252
Du_:ielphl_s Galvéo Severino, 494 Vila Casa Branca
albiventris
Du_:ielphl_s Av Geraldo Lima, 95 (Chacara Canaad) Recanto Arvore Grande
albiventris
Du_:lelphl_s Rua Otavio da Silva Teles, 61 Jardim Dona Nicota
albiventris
Du_:lelphl_s Rua Maria Rosa Santiago, 41 Jardim Central
albiventris
Du_:ielphl_s Rua Angelo Milanezi, 304 Vila Maria
albiventris
Didelphis Rua Veiga Russo, s/ nimero (Escola Jardim Dona Nicota de
albiventris Estadual José Pedretti Neto Barros
Dl(_JIeIphl_s Ana Maria Galdino Simonazzi, 349 Jardim Santa Cecilia
albiventris
Dl(_jelphl_s Rua das Rosas, 892 Park ReS|_d(_enC|aI
albiventris Convivio
Dl(_JIeIphl_s Rua Antonio Ingacio, 129 Jardim Dona Nicota
albiventris
D|(_jelph|_s Rua Antonio Ingacio, 129 Jardim Dona Nicota
albiventris
Didelphis

albiventris

Alameda Antonio Sartor, 246

Pargue das Cascatas
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ch_ielphl_s Rua Francisco Caricati, 788 Recanto Azul

albiventris

qulelphl_s Rua Antonio Ingacio, 129 Jardim Dona Nicota

albiventris

qulelphl_s Rua Carvalho de Barros, 99 Jardim Dona Nicota de

albiventris Barros

ch_ielphl_s Rua Padre Euclides, 202 Vila Maria

albiventris

qulelphl_s Rua Tenente Jodo Francisco, 72 Vila dos Lavradores

albiventris

ch_jelphl_s Av. Doutor Vital Brasil, 124 Vila Sao Lucio

albiventris

qulelphl_s Avenida Sao Paulo, 254 Jardim Centenario

albiventris

Didelphis Avenida Professor Mario Rubens

albiventris Guimarédes Montenegro, S/N (HC Jardim Sao Jose
UNESP)

Du_:ielphl_s Rua Petrarca Bacchi, 256 Vila Maria

albiventris

Du_:ielphl_s Rua Angelo Milanezi, 581 Vila Maria

albiventris

Du_]lelphl_s Mario Sartori, 246 Parque das Cascatas

albiventris

D|(_J|elph|_s Rua Gustavo Teixeira Assumpcao, 178 Vila Maria

albiventris

D'(.jEIph'.s Adeodato Faconti, 190 Jardim Brasil

albiventris

D|(_jelph|_s Rua Doutor Rodrigues Lago, 475 Centro

albiventris

D|(_jelph|_s Comendador Miguel Losso, 199 Vila Sonia

albiventris

D|(_jelph|_s Alameda Antonio Sartor, 246 Parque das Cascatas

albiventris

D|(_jelph|_s Rua Caetano Vidoto, 231, CRAS Oeste Vila Formosa (Rubido)

albiventris

D|(_jelph|_s Rua Padre Euclides, 578 Vila Maria

albiventris

Du_:ielphl_s Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486 Jardim Paraiso

albiventris

D|(_:|elph|_s Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486 Jardim Paraiso

albiventris

D|(_:|elph|_s Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486 Jardim Paraiso

albiventris

D|(_:|elph|_s Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486 Jardim Paraiso

albiventris

D|(_3Ielph|_s Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486 Jardim Paraiso

albiventris

Didelphis

albiventris

Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486

Jardim Paraiso
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ch_ielphl_s Rua Doutor José Barbosa de Barros, 1486 Jardim Paraiso

albiventris

qulelphl_s Rua Padre Euclides, 578 Vila Maria

albiventris

qulelphl_s Rua Doutor Antonio Amaral César, 83 Vila Maria

albiventris

qulelphl_s Rua Doutor Antonio Amaral César, 83 Vila Maria

albiventris

qulelphl_s Rua Doutor Antonio Amaral César, 83 Vila Maria

albiventris

D|c_jelph|_s Rua Doutor Antonio Amaral César, 83 Vila Maria

albiventris

qulelphl_s Rua Nelo Cariola, 383 Vila Sao Lucio

albiventris

D|(_jelph|_s Benjamin Constant, 161 Vila Jahu

albiventris

ch_jelphl_s Benjamin Constant, 162 Vila Jahu

albiventris

ch_jelphl_s Benjamin Constant, 163 Vila Jahu

albiventris

ch_jelphl_s Major Maetus, 7 (Secretaria da Saude) Vila dos Lavradores

albiventris

Du_:ielphl_s Avenida Rafael Serra, 311 Vila Eny

albiventris

Didelphis Avenida Professor Méario Rubens

albiventris Guimardes Montenegro, S/N (HC Jardim Sdo José
UNESP)

D|(_jelph|_s Rua Jodo Thomas de Almeida, 37 Vila Rodrigues

albiventris

D|(_jelph|_s Rua Petrarca Bacchi, 870 Vila Maria

albiventris

Lutreolina Jardim Botucatu - Rubido

Gereone Rubim, 236

crassicaudata Junior
Guerlinguetus Rodovia Gastdo Dal Farra, km 3, Sitio o
x Demetria
aestuans Terras de Sido
Guerlinguetus Rodovia Gastdo Dal Farra, km 3, Sitio o
Demeétria

aestuans

Terras de Sido
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