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ALVES-PALMEIRA, A.R.O. Analise espacial e detec¢do molecular de Leishmania spp. e
Trypanosoma spp. em animais silvestres mortos por atropelamento no estado de Santa
Catarina, Brasil. 2018. 92p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2018.

A familia Trypanosomatidae é constituida por diversas espécies de protozodrios que causam
doengas em humanos e outros animais. Destacam-se os protozoarios Leishmania spp.
causadores das leishmanioses e Trypanosoma spp. causadores da doenca de Chagas. O cao
domeéstico é considerado o principal reservatério da leishmaniose no meio urbano, porém o
homem e animais silvestres também podem ser infectados atuando como reservatérios de
tripanossomatideos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de Leishmania spp.
e Trypanosoma spp. em amostras provenientes de animais silvestres atropelados,
procedentes do estado de Santa Catarina pela técnica molecular de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), a fim de mapear e identificar areas de risco para a infec¢do humana. Foram
coletadas 1063 amostras de tecido pulmao, figado, baco, pele e coracdo de 297 animais
silvestres.  Utilizou-se primers LITST/L5.85 e LITSV/L5.8SR para triagem da familia
Trypanosomatidae, onde 12 amostras de sete roedores foram positivas. Na pesquisa de L.
infantum e T. cruzi foram utilizados primers especificos, LCS1/LCS3 e TCZ1/TCZ2
respectivamente, sendo todas as amostras foram negativas. O sequenciamento foi realizado
a partir das amostras positivas e nove amostras apresentaram similaridade entre 79% a 100%
com Trypanosoma brucei (GenBank KX700175.1), Trypanosoma brucei gambiense (GenBank
XM_011780373.1), Trypanosoma vivax (GenBank HE573020.1), Trypanosoma rangeli
(GenBank KJ742907.1) e com o género Trypanosoma. Os animais foram, Oxymycterus sp. (rato
do brejo), Scapteromys sp. (rato d’ agua), Nectomys squamipes (rato d’ agua) e dois
Oligoryzomys sp. (rato do mato). Verifica-se que a localizagdo dos animais positivos foi
proxima as atividades de industria, comércio e lazer, permitindo o contato entre animais e
homem, facilitando a manutencdo de agentes infecciosos de carater zoonético. Os resultados
aqui obtidos mostram a problematica da larga ocorréncia de animais silvestres atropelados
em nossas estradas, ao mesmo tempo em que enfatiza sobre o aproveitamento deste

importante recurso biolégico para o estudo da ocorréncia ambiental de patégenos.

Palavras-chave: Leishmania, Trypanosoma, animais silvestres, PCR.



ALVES-PALMEIRA, A.R.O. Spatial analysis and molecular detection the Leishmania spp. and
Trypanosoma spp. in road-killed wild animals in Santa Catarina State, Brazil. 2018. 92p.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2018.

The family Trypanosomatidae consists several species of protozoans that cause diseases in
humans and other animals. Leishmania spp. is responsible to cause leishmaniasis diseases and
Trypanosoma cruzi cause Chagas disease. The domestic dog is considered the main reservoir
of leishmaniasis, although wild animals can also be acting as reservoirs of trypanosomatids.
The objective of the present study was to evaluate the occurrence of the Leishmania spp. and
Trypanosoma spp in samples from wild animals from Santa Catarina State, using the molecular
technique Polymerase Chain Reaction (PCR), in order to map and identify risk areas for human
infection. A total of 1,063 tissue samples of lung, liver, spleen, skin and heart of 297 wild
animals. Primers (LITST / L5.8S and LITSV / L5.8SR) were used for screening of
Trypanosomatidae family, with samples from seven rodents were positive. In the research of
L. infantum and T. cruzi specific primers were used, where all the samples were used, LCS1 /
LCS3 and TCZ1 / TCZ2 respectively, all of which were negative. Sequencing was performed
from the positive samples and nine samples from five animals showed similarity between 79%
to 100% with Trypanosoma brucei (GenBank KX700175.1), Trypanosoma brucei gambiense
(GenBank XM_011780373.1), Trypanosoma vivax (GenBank HE573020.1), Trypanosoma
rangeli (GenBank KJ742907.1) and the genus Trypanosoma spp. The animals were,
Oxymycterus sp. (marsh rat), Scapteromys sp. (water rat), Nectomys squamipes (water rat)
and two Oligoryzomys sp. (bush rat). It is found that the location of the positive animals were
near to the activities of industry, market and recreation, allowing the contact between animals
and man, facilitating the maintenance of agents of infectious zoonotic diseases. The results
obtained here show the problem of the frequent occurrence of road-killed wild animals in our
roads, while emphasizing the use of this important biological resource to study the

environmental occurrence of pathogens. It is found that the location of the positive animals.

Key word: Leishmania, Trypanosoma, wild animals, PCR
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1.1. Revisdo da literatura

1.1.1. One Health

As Doencas emergentes e reemergentes, sdo as principais consequéncias da desordem
nas condi¢des climaticas, ambientais e agao humana. (1,2). Estudos apontam que a mudancga
climdtica resultara em 250 mil mortes por ano, no periodo de 2030 a 2050 (3). Alguns fatores
favorecem a circulagdo e transmissdo de agentes infecciosos, tais como urbanizacdo,
exploracdo excessiva dos recursos naturais, sinantropismo e outros (4, 5). Além disso,
influenciam a vida silvestre com humanos e animais domeésticos, aumentando assim a
transmissao de zoonoses (6, 7, 8, 9).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) define zoonoses como doencas ou infecgdes
naturalmente transmissiveis entre animais e seres humanos, cuja transmissao possa ocorrer
de animais para humanos, ou de humanos para os animais (10). Sendo assim, a compreensao
de que os animais silvestres podem ser fontes de infecgao tanto para a populagdo humana,
guanto para as outras populacdes de animais selvagens e para os animais domésticos, é de
extrema importancia para se garantir a salde do ecossistema e, consequentemente, a saude
animal e humana. Estima-se que existam pelo menos 144 doencas humanas derivadas de
patdgenos dos animais selvagens, como por exemplo, a raiva, leptospirose, tuberculose, febre
do oeste do Nilo, influenza aviaria, leishmanioses, dentre outras (11).

O conceito One Health esta sendo muito utilizado em estudos epidemioldgicos, pois
trata-se da unido da saude humana, animal e ambiental, para prevenir e controlar as doencas
que acomentem os seres vivos de modo geral. (12, 13,14).

O crescimento urbano tem gerado a degradacdo do bioma e em muitas regides a
presenca de fragmentos florestais se tornaram pequenas ilhas de vegetacdo nos grandes
centros urbanos. Neste contexto, o melhoramento do saneamento bdsico, saude publica e
educacdo ambiental, algumas vezes, ndo acompanham o rapido crescimento populacional,
proporcionando o aparecimento e/ou reaparecimento de diversas zoonoses (15).

Como decorréncia dessas interacdes pode suceder zoonoses com expansao epidémica
em animais vulneraveis e 0 aumento da sua disseminacdo geografica (16). Além disso, algumas
zoonoses podem causar lesdes graves em determinadas espécies de animais selvagens,

representando um risco para a conservacdo da fauna (17). A expansdo urbana acarretou ndo
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so a perda de habitat para as espécies selvagens, mas também, obrigou-as a ocuparem areas
modificadas e a adaptarem-se a presenca de espécies domésticas e ao homem (18, 19, 20,

21).

1.1.2. Atropelamento de animais e conservagao ambiental

As estradas sdo outros fatores que afetam a fauna pelas alteracdes do comportamento
animal e modificagcdes nos padrdes de movimentagdao (aumento da area de vida, sucesso
reprodutivo, no ponto de fuga e nas estratégias de predacdo), alteracdes do estado fisioldgico,
introducdo de espécies exodticas, disseminacdo de doengas, fragmentacdo do habitat e
isolamento populacional, degradacdo da qualidade da agua, problemas devido ao explosivo
crescimento econodmico das regides, e perda de individuos por colisdes com veiculos (22). Os
alimentos que caem na estrada, atraem muitos animais, principalmente os de pequeno porte,
ocasionando o atropelamento destes (23). Desta forma, as rodovias deveriam ser permeadveis
ao movimento de animais, e formas de evitar os atropelamentos e facilitar o cruzamento
deveriam fazer parte do planejamento da construcdo ou expansao de estradas (24).

Estimativas baseadas nos estudos disponiveis demonstram que mais de 450 milhdes
de animais silvestres sdo mortos anualmente em 1,7 milhdes de quildometros de estradas
existentes em todo o Brasil (25). Deste nimero, 390 milhdes sdo sapos, serpentes, aves e
mamiferos de pequeno porte, 55 milhGes sdo animais como lebres, gambads, macacos, jibdias,
jabuti entre outros e cinco milhdes sao animais de grande porte, tais como ongas, lobo-guara,
tamandua-bandeira, lontras, canideos e outros felideos de varias espécies (26).

O uso de animais silvestres atropelados em pesquisas no Brasil estd em crescimento,
tanto quanto o impacto gerado na fauna e flora (25-9, 30, 31, 32), como em estudos
Epidemiolégicos na identificacdo de microorganismos (33-9, 40). Diversos fatores sustentam
a importancia da existéncia de um monitoramento de doencas de animais silvestres, dentre
eles a possibilidade de elucidar as formas de transmissdo das doencas infecciosas que os
acometem, hoje na sua maioria desconhecidas, e de prever o impacto ecoldgico que possam
causar (40). Os estudos com animais atropelados vao ao encontro das atuais discussdes sobre
bioética, que priorizam métodos alternativos para o uso de animais em pesquisas, sem a
necessidade de eutandsia (41).

A fauna silvestre pode representar uma grande fonte de informacdes em locais que
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jamais foram estudados. Além de possuir grande capacidade de suporte e qualidade
ambiental, s3o considerados como o6timos indicadores da qualidade ambiental, pois
demonstram por meio dos agentes que os albergam os desequilibrios do ambiente aos quais
estdo expostos (5).

As técnicas moleculares sdo ferramentas importantes na identificacdo de agentes
infecciosos em animais silvestres atropelados. No estado de S3o Paulo, na identificacdo de
Paracoccidioides brasiliensis (42, 43) e fungos importantes para a saude publica (41). Em um
estudo realizado com primatas ndo humano em Madri, para identificar Leishmania infantum
(44), do mesmo modo na Espanha, na identificacdo de Leishmania sp. em carnivoros silvestres
(45). A deteccao molecular de Leishmania infantum em Cerdocyon thous (46), Toxoplasma
gondii (47). No estado de Santa Catarina, foi possivel a deteccdo molecular de fungos como
Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus penicillioides e Cryptococcus spp. em amostras de

animais silvestres atropelados (48).

1.1.3. Tripanossomatideos

A ordem Kinetoplastida caracteriza-se pela presen¢a do cinetoplasto, uma regiao
especializada da Unica mitocondria destes organismos, constituida por moléculas circulares
de DNA concatenadas, localizadas na base do flagelo e que contém o DNA mitocondrial (kDNA)
(49). Dentro dessa ordem, destaca-se a familia Trypanosomatidae, que é constituida por
protozoadrios uniflagelados pertencentes ao reino Protozoa e filo Sarcomastigophora (50, 51).
Podem ser parasitas monoxénicos ou heteroxénicos e, de acordo com as formas apresentadas
durante o desenvolvimento, estdo distribuidos em 11 géneros: sete géneros compreendem
protozodrios monoxénicos parasitas de insetos (Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia,
Leptomonas, Rynchoidomonas, Angomonas e Strigomonas); quatro géneros albergam
espécies heteroxénicas (Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum e Phytomonas) ocorrendo
alternancia de ciclos entre hospedeiros invertebrados como artropodes hematdfagos e
vertebrados como animais domésticos e silvestres, e a Ultima espécie os ciclos ocorrem

alternando entre invertebrados, insetos fitéfagos e um hospedeiro vegetal (52, 53, 54, 55).

1.1.4. Leishmanioses
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As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises ao redor do mundo, cuja estimativa é
de 20.000 a 30.000 mortes por ano (56). Sao consideradas pela Organizagao Mundial da
Saude, como uma das seis doencas de maior importancia em Sadde Publica e estdo entre as
doengas mais negligenciadas do mundo, afetando em particular populagées mais pobres.
Entre as protozooses ocupam o segundo lugar, sendo superadas, apenas, pela malaria (57).

Estd associada a fatores sociais (nutricdo, extrativismo) e os ambientais
(desmatamentos, construcdo de barragens, urbanizacdo, migracdo e mudancas climdticas)
(58). O género Leishmania é subdividido em dois sub-géneros: Leishmania (L.) e Viannia (V.).
De acordo com as diferentes formas clinicas encontradas em humanos, a doenca é
classicamente dividida em dois grandes grupos: leishmaniose visceral (LV), com acometimento
das visceras e leishmaniose tegumentar (LT), podendo ser esta ultima subdividida em
leishmaniose cutanea, muco-cutanea, cutdnea difusa e disseminada (59).

Considerando as diferentes manifestagdes clinicas em humanos, as principais espécies
de Leishmania podem ser classificadas em trés complexos: o complexo L. donovani, que
compreende L. (L.) donovani e L (L.) infantum, responsaveis pela doenca visceral; o complexo
L. mexicana que inclui L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.) enrietti, e sdo responsaveis
pela doenca em sua forma cutanea; e o complexo L. braziliensis que abrange as espécies L.
(V.) braziliensis, L. (V.) equatoriensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) lindenbergi e L. (V.) shawi, responsaveis pela doenca em
sua forma mucosa ou mucocutanea (60). Apesar da discordancia entre pesquisadores,
semelhancas verificadas por meio de estudos moleculares sugerem que L. chagasi e L.
infantum sejam a mesma espécie, o que motivou (61). Alguns estudos apontaram
semelhancas entre L. chagasi e L. infantum, sugerindo que sejam da mesma espécie, de tal
modo que alguns autores denominaram L. infantum o agente etiolégico da Leishmaniose
visceral também nas Américas (61).

A leishmaniose tem uma vasta distribuicdo global, com prevaléncia de 12 milhdes de
pessoas acometidas anualmente, sendo 200 a 400 mil casos de leishmaniose visceral e 700
mil a 1.2 milhdes de pessoas acometidas com leishmaniose tegumentar (59). Os casos LV em
humano estdo presentes em 12 paises, sendo que em 2015, dos 3.456 casos de LV, 96% sao
relatados no Brasil (60).

A LV é a forma mais grave da doenga em humanos, quando ndo recebe tratamento

adequado pode ser fatal, pois acomete érgaos internos, tais como figado e bago (62). Tem se
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observado uma mudanca no perfil epidemioldgico da doenca, devido a mudancgas antrépicas,
levando a adaptacdo dos vetores as areas suburbanas e urbanas (63). Ela resulta de uma
infeccao sistémica do figado, baco e medula éssea, caracterizando-se por episddios febris,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e perda de peso (49).
Entretanto, apds a infeccdo muitos casos permanecem assintomaticos ou associados a
sintomas que eventualmente resolvem-se espontaneamente (64). A LV é também
considerada emergente em individuos portadores da infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e outras doencgas imunossupressoras, tornando-se uma das doengas mais
importantes da atualidade (65).

A LT também conhecida como Ulcera de Bauru, Nariz de Tapir ou Botdo do Oriente,
possui diferentes padrdes de transmissao, sendo uma doenca de alta complexidade, o que
acaba dificultando o seu controle (66). De cardter praticamente cosmopolita uma vez que
ocorre em todos os paises das regides tropicais e subtropicais, exceto na Nova Zelandia e
algumas llhas do Pacifico. No Brasil, estd descrita em varios municipios de todas as unidades
federadas (UF), sendo que o numero de casos novos no Brasil é de 30.000 casos/ano (67).

Nos primdrdios, esta ocorria somente entre animais silvestres e posteriormente o
homem passou a fazer parte do ciclo de transmissdao como hospedeiro acidental. Fato mais
atual refere-se a transmissao em ambiente rural ou mesmo periurbano em decorréncia,
principalmente, da adaptacdo do vetor ao peridomicilio. Sendo assim, sdo descritas a
existéncia de trés perfis epidemioldgicos (66).

a) Silvestre: no qual ocorre a transmissdo entre os animais silvestres, em dreas
florestais (vegetacdo primaria), sendo considerada uma zoonose de animais silvestres;

b) Ocupacional ou lazer: a transmissao esta associada a exploracdo desordenada dos
ambientes naturais e derrubada de matas para, por exemplo, constru¢cdo de estradas e
hidrelétricas, extracdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecudrias, e

ecoturismo (antropozoonose) (Figura 1).
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Figura 1- Casa construida em area da floresta amazonica para extrativismo de borracha. Fonte: Manual e
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana / Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em

Saude, 2010.

c) Rural ou periurbana: no qual ocorrem em areas de colonizacdo (zoonose de matas
residuais) ou periurbana, em que houve adaptacdo do vetor ao peridomicilio (zoonose de

matas residuais e/ou antropozoonose) (Figura 2).

Figura 2- Assentamento Rio Piorini, na Regido Norte do Brasil. Fonte: Manual de Vigilancia da

Leishmaniose Tegumentar Americana / Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Sadde, 2010.

De acordo com Ministério da Saude, todas as regides do pais apresentam casos
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confirmados de LT em humanos e LV em varias regides (68, 69).

O estado de Santa Catarina é uma regidao endémica para Leishmaniose visceral canina
(LVC), com um total de 147 casos da doenca entre o ano 2015 e 2017 (70). No periodo de 2011
a 2015 foram confirmados 69 casos humanos de LT (69), e 3 casos autdoctones em humanos
confirmados em 2017 na capital Floriandpolis. (71). Em estudo realizado em 2010 no
municipio de Floriandpolis/SC, avaliou-se a prevaléncia e perfis de infec¢do por Leishmania
spp. em mamiferos silvestres e sinantrépicos na localidade Canto dos Aragds (72).

No Brasil, a LVC é mais prevalente do que a LV em humanos, o que torna a situacao
critica do ponto de vista epidemioldgico, pois o grande nimero de animais infectados com
alto parasitismo cutdneo, atuam como a principal fonte de infec¢do para os flebotomineos e,

consequentemente, pela manutengao do ciclo no ambiente doméstico (73).

1.1.4.1. Ciclo de vida de Leishmania spp.

O ciclo de vida de Leishmania spp. envolve alternancia entre hospedeiros
invertebrados e mamiferos (Figura 3). Os primeiros sdo pequenos dipteros da subfamilia
Phlebotominae, com o género Phlebotomus hospedando as espécies do Velho Mundo
(Europa, Africa e Asia), e o género Lutzomya, as espécies do Novo Mundo (Américas) (74).
Muitas espécies de flebotomineos foram identificadas no Brasil, aproximadamente 274, onde

10% desses vetores fazem parte do ciclo de transmissado (75).
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Figura 3 - Ciclo de vida do parasita do género Leishmania, demonstrando as duas formas evolutivas:

promastigotas (vetor) e amastigotas (hospedeiro vertebrado) (CDC, 2011b) — S3do Paulo — 2012. Fonte:

https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

As feméas dos flebotomineos que fazem o repasto sanguineo no hospedeiro

mamifero, pois o sangue é responsavel para a matura¢ao dos ovos. Quando infectada pelo

parasita leishmania, durante o repasto sanguineo, formas promastigotas sdao regurgitadas

junto com a saliva. No organismo do hospedeiro, essas formas sao fagocitadas por

macrofagos. No seu interior, se diferenciam em forma amastigotas onde se multiplicam até a

eclosdo da célula. Quando uma fémea se alimenta desse hospedeiro, ingere macrofagos

parasitados com formas amastigotas. No trato digestdrio do vetor, as formas de diferenciam

em formas promastigotas, seguem para a probdscide, onde ficam aderidas pelo flagelo, até o

proximo repasto sanguineo (76).

1.14.2.

Reservatdrios e Hospedeiros

O cdo doméstico é considerado o principal reservatério da LV no ambiente urbano,

porém outros animais como os domésticos (77), selvagens de vida livre (78) e também de
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cativeiro (79) podem ser infectados. Roedores domésticos (80), marsupiais, animais de
producdo, canideos silvestres, gatos, primatas entre outras (73, 81-5). No Noroeste do Paran3,
relataram a presenca de anticorpos de Leishmania no mao-pelada (Procyon cancrivorus) (86).
Estes achados sugerem que estas espécies podem atuar como um reservatério para
Leishmania spp. No Brasil, raposas foram encontradas infectadas nas regides Nordeste,
Sudeste e Amazonica. Os marsupiais foram encontrados infectados no Brasil e na Colombia
(87). O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), cachorro vinagre (Spheotos venaticus), e raposa-
do-campo (Lycalopex vetulus) estdo entre as espécies mais descritas na literatura acometidas
por leishmanioses (88, 89). No Brasil Rattus rattus foram encontrados infectados com L.
amazonensis (80). Na lItdlia ratos (Rattus norvegicus) foram encontrados infectados com L.
infantum (90).

Os membros da familia Didelphidae, representada por Didelphis albiventris (gambad de
orelha branca), sdo generalistas de habitat e atualmente ocorrem em areas perto de
habitacdes, incluindo fazendas, patios e centros urbanos (91). Esta espécie foi incriminada
como reservatério da leishmaniose e, por seus habitos sinantrépicos, que desempenha um
papel importante no trafego peridoméstico-florestal de dreas degradadas (92). Mamiferos
silvestres Callithrix jacchus, Lepus europaeus, Sphiggurus villosus, Nasua nasua, Eira barbara
e Galictis cuja foram encontrados com anticorpo de Leishmania (L.) infantum em um
municipio no estado de S3o Paulo (93). No nordeste do Brasil, a classe de marsupiais foi a mais
encontrada infectados com Leishmania spp., com 36% do género Didelphis sp. e 32% de
Micoureu sp. (94).

Os hospedeiros vertebrados da LT incluem grande variedade de mamiferos silvestres
e domésticos, como roedores (Rattus rattus, Bolomys lasiurus, Nectomys squamipes) canideos
(Canis familiaris, Cerdocyn thous, Speothos venaticus), felideos (Felis catus), Xenarthras
(Tamandua tetradactyla, Bradypus variegatus), marsupiais (Didelphis albiventris) e equideos
(Equus caballus, E. asinus) (68, 95-8). Em dreas urbanas de Manaus, verificaram alta
prevaléncia de gambas infectados (61,9%) apontando-os como principais reservatérios de

leishmaniose tegumentar (99).

1.1.4.3. Vetores

A leishmaniose é transmitida pelo vetor do género Phlebotomus, porém no Velho
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Mundo (Africa, Asia e Europa), as principais envolvidas no ciclo de transmiss3o da LV s3o as
espécies Phlebotomus argentipes, Phlebotomus perniciosus, Phlebotomus ariasi e
Phlebotomus neglectus (100), no Novo Mundo (América Sul e Norte), exceto Colombia, a
principal espécie é o Lutzomyia longipalpis (101). A espécie Lutzomyia cruzi (102) e Lutzomyia
migonei também estdo envolvidas da transmissdo da doenca (103). No Brasil, duas espécies
até o momento, estdo relacionadas com a transmissdao da doenca: Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi. A primeira é considerada a principal espécie transmissora da L. infantum (syn.
chagasi) no Brasil e L. cruzi foi incriminada como vetora no Estado de Mato Grosso do Sul
(104).

A LT apresenta diversas espécies de flebotomineos como vetores no Brasil, sendo as
principais identificadas: Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi, Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani,

Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis (105).

1.1.5. Tripanossomiases

O género Trypanosoma foi formado para classificar um hemoflagelado de Rana
esculenta (rd) na Europa, denominado Trypanosoma sanguinis. Desde entdo, varias espécies
de tripanossomas tém sido descritas em grande nimero de hospedeiros vertebrados (peixes,
anfibios, répteis, aves e mamiferos), vetores invertebrados e plantas (37, 106).

Apresentam em seu ciclo de vida diversas formas, tais como, amastigota, epimastigota,
tripomastigota e, raramente, promastigota que sdao definidas em funcdo da posicao do
cinetoplasto em relagcdo ao nucleo e a presenca ou nao de flagelo livre e membrana ondulante
(106). As formas tripomastigotas sdo encontradas nos hospedeiros vertebrados
(tripomastigotas sanguineos) e invertebrados (tripomastigotas metaciclicos). As outras formas
sdo espécies dependentes, ou seja, ocorre nos vertebrados (amastigostas intracelulares) e
invertebrados (promastigotas e epimastigotas) (106).

Os subgéneros Duttonella (espécie - tipo Trypanosoma vivax), Trypanozoon
(Trypanosoma brucei), Pycnomonas (Trypanosoma suis) e Nannomonas (Trypanosoma
congolense), que abrangem todos os tripanossomas africanos patogénicos para mamiferos.
Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi adaptaram-se a transmissao mecanica, portanto
sdo as Unicas espécies deste grupo que ocorrem fora do continente Africano, inclusive nas

Américas. Trypanosoma equiperdum considerado doenca venérea por transmissdo direta
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(106, 107). Ja os subgéneros Schizotrypanum (espécie-tipo T. cruzi), Herpetosoma
(Trypanosoma lewisi) e Megatrypanum (Trypanosoma theileri) (106), apresentam ampla
distribuicdo geografica. No entanto, algumas espécies como T. cruzi (Schizotrypanum) e
Trypanosoma rangeli (Herpetosoma) sdao encontradas apenas nas Américas (106, 118). Na
grande maioria das espécies desta seccdo ndo sdo patogénicas para seus hospedeiros
vertebrados e ndo infecta o homem, com excecao de T. cruzi e poucos casos relatados em
humanos de infec¢do por Trypanosoma lewisi-“like” e T. rangeli (109).

O subgénero Herpetosoma compreende tripanossomas que normalmente ndo sao
patogénicos para seus hospedeiros mamiferos. As principais espécies sao T. lewisi, parasita de
rato e animais silvestres, e T. rangeli, constituido por isolados humanos, triatomineos e
animais silvestres (108). T. rangeli e T. cruzi infectam mamiferos de praticamente todas as
ordens, parasitando o homem, roedores, morcegos, marsupiais, xenarthras e primatas nao-
humanos. No Brasil, T. rangeli foi encontrado em diferentes mamiferos e triatomineos,
principalmente na Amazonia onde foram descritos os Unicos casos humanos nesse pais (110,
111, 112).

O subgénero Megatrypanum possui grande diversidade de espécies de tripanossomas
e hospedeiros mamiferos e invertebrados. Foram descritos em mamiferos domésticos e
silvestres (Artiodactyla, Rodentia, Marsupialia, Chiroptera, Xenarthra e Primata). A principal
espécie é Trypanosoma theileri, encontrada em bovideos e cervideos no mundo todo (113).

O subgénero Duttonela compreende a espécie T. vivax, responsavel pela mortalidade
e morbidade em bovinocultura causando prejuizos a saude animal e a produtividade da
pecuaria, pois trata-se de um patégeno de maior importancia econdmica e maior extensao
geografica, pois atinge Africa e América do Sul (114, 115, 116).

Nas Américas os tripanossomas sao responsaveis por ocasionar a Doenca de Chagas
ou Tripanossomiase Americana, na Africa sdo responsdveis pela Doenca do Sono ou
Tripanossomiase Africana (117).

A Tripanossomiase Humana Africana ocorre em 36 paises da Africa Sub-Sahariana, é
transmitida pelo vetor do género Glossina, popularmente conhecida por tsé-tsé e apresenta
duas formas, epimastigotas quando sdo encontradas no inseto vetor e tripomastigota no
organismo do hospedeiro. Na Africa Ocidental e Central, o agente etioldgico responsavel é
Trypanosoma brucei gambiense, quando na Africa Oriental e Austral o responsavel é

Trypanosoma brucei rhodesiense (118). Trypanosoma brucei brucei é responsavel pela doenca
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nagana ou Tripanossomiase Animal em ruminantes domésticos e silvestres (119).

Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da Doengca de Chagas, e um dos
tripanossomas do subgrupo Stercoraria mais conhecido e que foi descrito pela primeira vez
em 1909 pelo sanitarista brasileiro Carlos Chagas (120). Sua transmissdo, ocorre por meio do
inseto vetor triatomineo, também conhecido por Barbeiro de acordo com a regido, sendo a
principal espécie Triatoma infestans (121).

A Doenca de Chagas é classificada como 172 das doencas tropicais negligenciadas,
acomete cerca de oito milhGes de pessoasnas América, e deste, trés milhGes ocorrem
somente no Brasil (122). Esta doenca é considerada endémica em 21 paises da América Latina;
no entanto, nas ultimas décadas, tem sido cada vez mais detectada em EUA, Canad3, Europa,

Austrdlia e Japdo (123, 124).

1.1.5.1. Hospedeiros e vetores

Nas ultimas décadas ocorreram intensas transformag¢des ambientais favorecendo a
adaptacdo de novas espécies de hospedeiros e vetores, que passaram a invadir o
peridomicilio, onde encontrou condi¢des favoraveis para sobreviver e colonizar, utilizando de
fonte alimentar animais do peridomicilio (124, 125).

Triatomineos, que vivem em lugares comuns a morcegos, como buracos de arvores e
cavernas, palmeiras, forros de residéncias, tocas de animais silvestres, podem ser vetores de
T. cruzi entre os quirdpteros, haja vista que estes mamiferos se alimentam de insetos, a
infeccdo pode ocorrer principalmente por via oral, apds a ingestao dos vetores infectados.
(126).

Eliminado do Estado de Sdo Paulo no ano de 2000 (127), aproximadamente 44 espécies
de triatomineos foram identificados no Brasil, sendo as mais importantes nos estudos
epidemioldgicos, pois sdo espécies domésticas: Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis,
Triatoma pseudomaculata e Panstrongylus megistus (128).

Casos de Doenca de Chagas por transfusao sanguinea foram registrados em paises nao
endémicos sobretudo nos EUA e Europa (129). A mobilidade da populacdo latino-americana
para essas regides pode ser um dos fatores para que casos da doenca sejam relatados nesses
locais (130).

As espécies de Didelphis, sdo reservatérios de maior importancia, devido sua ampla
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distribuicdo e por viverem préximos ao peridomicilio (131). Porém, outros animais também
podem ser infectados com o parasita, tais como: animais domésticos (132, 133,134) e animais
silvestres (135, 136, 137).

O diagndstico para tripanossomatideos pode ser realizado por meio de exame
parasitolégico direto, pela visualizacdo do agente em esfregaco sanguineo, do
xenodiagndstico, do isolamento em meio de cultura, detecgao molecular e sorolégica (138,
139, 140).

Assim, a identificacdo de animais silvestres infectados por tripanossomatideos é
importante para monitorar a ocorréncia dos mesmos em uma determinada regido e
estabelecer indicadores ambientais facilmente mapeaveis, permitindo a identificacdo das
areas de risco a infecgdo, pois estes atuam como marcadores epidemioldgicos para a presenca

do microrganismo, indicando a existéncia de fontes de infeccdo para humanos e animais (141).
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1.2. Objetivo

Pesquisar Leishmania spp. e Trypanosoma spp. em amostras de érgdos (pulmao,
figado, baco, pele e coracdo) de animais silvestres mortos por atropelamento, procedentes do
estado de Santa Catarina, pela técnica molecular de Reagdo em Cadeia da Polimerase e
sequenciamento genético, a fim de mapear e identificar dreas de risco para a infeccao

humana.
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Abstract

The family Trypanosomatidae of the order Kinetoplastida such as Trypanosoma and
Leishmania, is characterized by uniflagellated protozoa and can causes disease in mammals.
Road-killed wild animals represent a large problem of wildlife preservation, however a feasible
and efficient alternative for eco-epidemiologic studies is the molecular detection of
microorganisms. A total of 1063 tissue samples of 297 wild animals were collected from the
roads of Santa Catarina, Brazil, using Polymerase Chain Reaction (PCR) for the detection of
protozoa of the Trypanosomatidae family. PCR were performed by employing the primers for
the ribosomal region ITS-1 (LITSR and L5.8S) and ITS-2 (LITSV and L5.8SR), and presented 12
positive samples from seven wild animals. In addition, were used primers of the kinetoplast
region or kDNA of the parasites L. infantum (LCS1 and LCS3) and Trypanosoma cruzi (TCZ1 and
TCZ2), in which all samples were negative. Genetic sequencing was performed from the
positive samples and nine samples from five animals showed similarity between 79% and
100% with Trypanosoma brucei, Trypanosoma brucei gambiense, Trypanosoma vivax,
Trypanosoma rangeli and Trypanosoma spp. The animals were, Oxymycterus sp. (marsh rat),
Scapteromys sp. (water rat), Nectomys squamipes (water rat) and two Oligoryzomys sp. (bush
rat). Our results demonstrate the presence of trypanosome in wild animals, which are
susceptible to infection by these parasites. It is extremely important for epidemiologic studies
to know the species that circulate in a certain area. From the spatial analysis, it can be seen
that the trampling areas show few areas of forest cover, which provides the displacement of

animals and the transport of zoonotic infectious agents.

Highlights
° Large occurrence of road-killed wild animals.
) Studies with road-killed wild animals is an alternative for the elucidation of the

epidemiology of diseases of interest in public health.

° Circulation of trypanosomatids in the wild animals in regions of Santa Catarina.
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1. Introduction

According World Health Organization (WHO), zoonoses are the common diseases and
/ or infections between animals and humans whose transmission may occur from one to the
other. They are transmitted directly or indirectly by animals, their derived products (meat,
milk, eggs) and the environment. In this scenario, the risk of transmission of zoonotic diseases
is higher. WHO reports that 61% of the 1,415 worldwide known human pathogens are
zoonotic and approximately 70% of the emerging human etiological agents are of animal
origin (WHO, 2016).

Neglected tropical diseases (NTDs) are diseases caused by infectious and parasitic
agents that affect low-income populations in developing countries and contribute to the
maintenance of social inequality (Souza, 2010). In this scenario, dengue, Chagas disease,
schistosomiasis, leprosy, tuberculosis and leishmaniasis occur endemic in Brazil (MS, 2010).
According to WHO, more than one billion people are infected with one or more neglected
diseases, representing one-sixth of the world's population (WHO, 2016).

Leishmaniasis is caused by several species of protozoans that affect humans. This
protozoan belong to the order Kinetoplastida, family Trypanosomatidae and genus
Leishmania. It can present several clinical forms, according to the species involved and the
relation between and host (Gontijo; Carvalho, 2003). Among these forms, the
mucocutaneous, cutaneous or tegumentary and visceral (Longoni et al., 2012). Reserches
indicate that Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi are the main sand-fly species involved
in the transmission cycle of Leishmaniasis in Brazil (MS, 2006).

Visceral leishmaniasis (LV) presents a clear geographical expansion and increasing
urbanization, with a growing number of cases, in the South region of Brazil, and with the
identification in humans and domestic dogs (Heusser Jr. et al. 2010; Figueiredo et al., 2012).

Another member of the Trypanosomatidae family is the protozoan belonging to the
genus Trypanosoma, presenting a very complex life cycle involving vertebrate hosts and vector
insects (Tirlens and Hellemond, 1998).

The transmission of trypanosomes occurs mainly by the insect vector triatomine, of
different species, which vary according to the region where it is found (Lukes, 2009;
Raimundo; Massad; Yang, 2010). In Brazil, the main species of triatomines of great

epidemiologic importance are Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
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pseudomaculata and Panstrongylus megistus, (Assal; Corbi, 2011).

Epidemiologic research points to great susceptibility of humans and domestic animals,
since anthropic environmental modification became a problem, that is, the domiciliation of
vectors, disarticulated from their original wild ecotypes, and the adaptation of wild
vertebrates, as marsupials and rodents to artificial ecotypes (Walter, 2003). The importance
of mammals in the T. cruzi wild cycle is highlighted by several authors (Wells et al., 1981; Fujita
et al., 1994; Cortez et al., 2006), therefore it is important to know the role of wild animals in
epidemiology of the disease.

The road-killed animals may offer opportunities for eco-epidemiologic studies of
microrganisms of interest in public health, in which molecular techniques can be used in the
identification and screening of pathogens by techniques such as Polymerase Chain Reaction
(PCR), with the use of specific primers, which present high specificity and sensitivity for the
amplification of a particular pathogen-specific DNA fragment (Persing et al., 1993). Therefore,
the aim of this study was to evaluate the occurrence of trypanosomatids in samples of road-
killed wild animals (rodents) from the state of Santa Catarina using the conventional
Polymerase Chain Reaction molecular technique in order to identify and map areas of risk for

human infection in an area that has not been evaluated yet.

2. Material and Methods

2.1. Location of the study

The State of Santa Catarina (SC) is located in the center of the southern Brazil, which capital
is Florianépolis (Figure 1). The State has humid subtropical climate, with temperatures ranging
from 13° C to 25° C, and rains well distributed throughout the year. It has beaches, dunes,

mangroves, restingas and Atlantic forest (Naka et al., 2002).
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Figure 1: Map highlighting the location of the State of Santa Catarina, Brazil. Source:

http://www.sogeografia.com.br/Conteudos/Estados/SantaCatarina/

2.2. Animals of the study

We analyzed a total of 1,063 samples from 297 road-killed wild animals collected on the
roads of the 38 counties of Santa Catarina (SC), Brazil (Figure 2; Table 1). Animals were
collected only from animals with estimated time of death between one to seven hours and if
they were preserved and had not completely disfigured. When collected, animals were packed
in plastic bags, labeled with sex, date, city and location where they were found. The
geographical positions of the road-killed animals were established using Google Maps.
Animals were necropsied and fragments of organs such as skin, liver, heart, spleen and lungs
were collected and frozen at - 70° C.

This study was approved by the Animal Experiments Ethics Committee of the Adolfo Lutz
Institute (CEUA n2 02/2015) and by the Biodiversity Authorization and Information System
(SISBIO n2 50785-3).
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Table 1. List of the 297 road-killed wild animals. Santa Catarina, Brazil.

Number
Ordem Family Species of
animals
Mazama spp. (Veado) 2
Artiodactyla Cervidae
NI 1
Canidae Cerdocyon thous(Cachorro-do-mato) 5
Leopardus wiedii (Gato-maracaja) 1
Felidae
Puma yagouaroundi (Gato-mourisco) 1
Galictis cuja (Furdo) 1
Carnivora
Mustelidae Galictis spp. (Furdo) 1
Lontra londicaudis (Lontra) 3
Nasua nasua (Quati-de-cauda-anelada) 2
Procyonidae
Procyon cancrivorus (Mao-pelada) 2
Dasypus novemcinctus (Tatu galinha) 1
Cingulata Dasypodidae
Euphractus sexcintus (Tatu peba) 2
Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris (Gamba-da-orelha- 12

branca)

51



Didelphis aurita (Gamba-da-orelha-

preta) 3
Didelphis spp. (Gamba) 2
Gracilinanus microtarsus (Cuica) 2
Gracilinanus spp. (Cuica) 3
Lutreolina crassicaudata (Cuica-de- 1
cauda-grossa)

Micoureus paraguayanus 2
Monodelphis spp. (Catita) 4
Philander frenatus (Cuica-de-quatro- 1

olhos)
Philander spp. (Cuica-de-quatro-olhos) 2
Didelphimorphia Marmosidae Micoureus spp. (Marmosa) 1
Lagomorfa Leporidae NI 2
Picpsa Myrmecophagidae Tamandua tetraqqctyla (Tamandua- 5

mirim)
Atelidae Alouatta guariba(Bugio) 1

Primata
Callitrichidae NI 1
Cavia aperea (Pred) 1
Caviidae Cavia spp. (Pred) 1
Hydrochoeus hydrochaeris (Capivara) 2
Akodon montensis (Rato-do-ch3o) 6
Akodon spp. (Rato-do-ch3o) 58
5 TP o

Rodentia rucepattersonius iheringi (Rato-do 3

mato)
Brucepattersonius spp. (Rato- do-mato) 3

Cricetidae

Delomys spp. (Rato-do-mato) 2
Euryoryzomys russatus (Rato-do-mato) 4
Nectomys spp. (Rato-d'agua) 6
Nectomys squamipes (Rato-d'agua) 3

52



Oligoryzomys flavescens (Rato-do-mato) 1

Oligoryzomys nigripes (Rato-do-mato) 5
Oligoryzomys spp. (Rato-do-mato) 68
Oxymycterus spp. (Rato-do-brejo) 12
Rhagomys spp. (Rato-vermelho) 1
Scapteromys spp. (Rato d'agua) 1
Sooretamys angouya (Rato-do-mato) 3
Thaptomys nigrita (Rato-do-chao) 9
Thaptomys spp. (Rato-do-chao) 2
NI 7
Dasyproctidae Dasyprocta spp. (Cutia) 1
Euryzygomatomys spinosus (Guird) 1
Echimyidae
NI 5
Erethizontidae Sphigurus spp. (Ouricos-cacheiros) 1
Juliomys pictipes (Rato-do-mato) 1
Muridae
Nectomys spp. (Rato-d'dgua) 1
Myocastoridae Myocastor coypus (Ratdo-do-banhado) 1
Guerlinguetus aestuans (Caxinguelé) 1
Sciuridae
NI 1
NI NI 22
Total 297
NI: Non identified
144
145
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147 2.3. Molecular analysis
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2.3.1. Extraction of DNA

Extraction of DNA from tissue samples was performed employing the lllustra Tissue &
Cells genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare), according to the instructions of the

manufacturer.

2.3.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

To detect the protozoa of the Trypanosomatidae family, Leishmania infantum and
Trypanosoma cruzi, PCR was performed under the following conditions: each 0.2 mL reaction
tube contained PCR buffer (50 mM KCI, 20 mM Tris-HCl), 1.6 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1U
of Tag-polymerase (Platinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen®), 0.2 uM of each primer, 1.0
uL of extracted DNA and 8.3 L of ultrapure water. Amplification of the region ITS-1 (Internal
Transcribed Spacer) and ITS-2 of ribosomal DNA of Trypanosomatidae family was
accomplished by analyses of the coding genes ssU rRNA and 5.8S rRNA, using the following
primers: LITSR and L5.8S; LITSV and L5.8SR respectively, according to El Tai et al. (2000).
Amplification of the kDNA minicircle from L. infantum corresponding to amplification of the
segment containing the specific region of the gene 18S rDNA using the following primers: LCS1
and LCS3, according to Neto et al. (2012). For amplification of fragments of the T. cruzi kDNA,
the primers TCZ1 and TCZ2 were employed according to Virreira et al. (2003). Incubation was
performed in a gradient thermocycler (Life technologies), and the amplification conditions and

primers used can be visualized in table 2.
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Table 2. Primers used and their respactive cycling profiles.

Target sSequence of Primers Cycle

95 *C-20 seconds

Familia LITSR 5 CTGEATCATTTTCCGATES 53 °C-30 seconds
. 35y
Trypancsomatidas g gc S TGATACCACTTATCGCACTTS 72 °C-1 minutes
72 "C-6 minutes
o5 *C-2 minutes
LITSW 95 *C-20 seconds
Tpe J - L
Familia S AAGTECE-ATAAGTGETAS
L5.BSR 53 *C-30 seconds

Trypancsomatidas

S ACACTCAGGTCTGTAAACS' 20

72 "C-1 minutes

;I_J

72 "C- 6 minutes

24 *C -2 minutes

24 *C-30 seconds
r 4
Leishmania LCE1 S GCAATGCCAGCTACATATATGS .
. " 56 "C-30 seconds
infantum LCS3 S CAGCTTTTEEETEEETAACAS O
T2 *C-1 minutes
T2 C-Z2 minutes
24 "C- 30 seconds
24 *C- 20 seconds
4 "
Trypanosoma TCZ1 S CGAGCTCTTGCCCACACGEGTECTS o 20 seconds
cruzi ; ; 25x
TCZZ S CCTCCAAGCAGDEGATAZTTCAGGS
72 "C- 20 seconds

72 *C- 3 minutes

2.3.3. Agarose gel electrophoresis

Aliquots of 8.0 uL of each amplified product were added to 2.0 L of reaction buffer
([0,25%] bromophenol blue, [0,25%] xyleno cianol, [30%] glicerol, [70%] Milli-Q water) and
homogenized. The visualization of the amplicon was performed by 1.5% agarose gel
electrophoresis contained 1.0 uL/mL of SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen). The horizontal
electrophoresis was performed in 1X TBE (89 nM Tris-HCl, 89 mM boric acid and 20 mM EDTA)
for 60 minutes at 65 V. After run, the amplified products were visualized under an ultraviolet

light (296 nm) using the transiluminator (Syngene, USA). The image was captured by a digital
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documentation system.

2.3.4. Sequencing

The amplified products were purified and sent for genetic sequencing at the Institute
of Biotechnology (IBTEC) of Paulista State University (UNESP) "Julio de Mesquista Filho",
Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. The obtained sense and antisense sequences were visualized
(software Chromas 2.3.), as an electropherogram, were aligned by MEGA7 software (Kumar
et al, 2016) and were submitted to BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov / BLAST),

beingcompared to sequences deposited in GenBank.

3. Results and Discussion

In the last decade, the death of terrestrial vertebrates by run over has outweighed
death by hunting in developing countries, and because of that the road-killed animals are
considered a real threat to biodiversity (Hangemuhle; Cademartori, 2009). In Brazil, more than
475 million wild animals are road-killed per year (CBEE, 2018).

Animals cross the roads in search of food, migration and occupation of territory, and
are exposed daily to the risk of being run over (Oliveira, 2011). According to Bager (2012), the
main impacts to local biodiversity caused by roads and highways can be very abrupt
(immediate habitat destruction) or chronic (long-term consequences).

In the present study, of the 297 wild animals collected, 194 were rodents (Family
Cricetidae). Different from the study in BR-101 Sul, whose species was Didelphis albiventris
(Family Didelphidae) and Cerdocyon thous (Family Canidae) (DNIT, 2012). In an earlier study,
Cherem et al. (2007) collected 257 mammals from BR 116, BR 282 and BR 470 in the state of
Santa Catarina and 2011 63 specimens of BR 101 animals were collected (Souza, 2011). In
2015, 81 wild animals from SC 400, SC 401 and SC 402 were collected, most of which were
mammals (62.83%) (Martin, 2015).

According to the National Transportation Infrastructure Department (DNIT), on the BR-
101/ RS / SC highway (33,408 km of extension), 1,096 animals are road-killed, on the BR-280
/ SC (1,756 km), 495 animals and in the BR-470 / SC (738 km long) 133 animals run over.

Currently, the DNIT execute 20 programs of Road-killed Fauna Monitoring.
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In 5.514,63 km (6,1% of the 90.048 km) of federal highways (DNIT, 2017). According to
the Brasilia Environmental Institute (2010), several mitigating measures can be used to
minimize the problem of road-killed animals, such as: speed reducers, signaling, and
environmental education, landscape management in the vicinity of the road and fauna
passage. Some contribute to a change of driver's habits, such as: signaling, speed reducers and
the others to change animal habits, such as animal passages, air passages, fauna viaducts,

elevated fences or driving fences.

In the course of BR-101 Sul, in part between Florianépolis / SC - Osério / RS, 21
passages were implemented in Rio Grande do Sul and 22 passages in Santa Catarina. The
implantation of the passage of fauna and fence guides has been effective to the cross of wild
animals, contributing to reduce trampling of BR-101 Sul, primarily for the mammal group

(DNIT, 2012).

The State of Santa Catarina (SC) is located in the Atlantic Forest biome, and has less
than 8% of its original cover (Pinto et al., 2006). With the environmental changes and
ecological disorder there is a reduction of habitats, allowing contact between wild and
domestic animals and humans, making it easier to disseminate infectious agents to new hosts

(Ambrdsio et al., 2013).

The Southern region now reports human cases of Visceral Leishmaniasis (VL), preceded
by canine enzootia. Previously considered an intact state for visceral leishmaniasis, in 2010
Santa Catarina confirmed the first autochthonous cases of canine visceral leishmaniasis in
Floriandpolis (FIGUEIREDO et al., 2012). After this confirmation of autochthony, the Municipal
Health Department of Floriandpolis, developed strategies of actions, in accordance with the

guidelines of the Visceral Leishmaniasis Surveillance and Control Manual (MS, 2006)

In 2017, 3 autochthonous human cases were registered in Floriandpolis (SES/SC, 2017),
but wild animals can also be infected acting as reservoirs. A study carried out in the city of
Floriandpolis / SC, evaluated the prevalence and profiles of infection by Leishmania sp. in wild
and synanthropic mammals in the town of Canto dos Aracgds (Fiocruz, 2010). Unlike the
present study, that after molecular analysis of the samples of the wild road-killed animal, were
negative in the research of L. infantum using specific primers for the region minicircle DNAs of

kDNA (LCS1 and LCS3). In a study by Donalisio et al. (2017), Didelphis albiventris were positive
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for L. (L) infantum in southeastern Brazil in an area of environmental protection.

Molecular techniques can be employed in a variety of biological samples to amplify
specific DNA fragments. In addition, they contribute to the understanding of the complex cycle
of leishmaniasis, both in aspects related to infection in wild and domestic reservoirs, and in
the detection and identification of the parasite in invertebrate hosts (Silva; Gontijo; Melo,

2005).

12 (1.13%) of 1063 samples analyzed tissues of organs from the wild animals killed in
roads were positive when subjected to PCR to search the parasites Trypanosomatidae family.
These were collected in four municipality, Blumenau, Campo Belo do Sul, Sdo Francisco do Sul
and Balneario Barra do Sul Ten (0.94%) of these samples were positive using LITSR and L5.8S
primers that amplify the ITS-1 region and seven (0.66%) samples using LITSV and L5.8SR
primers that amplify the ITS-2 region. (Figure 3 and Table 3). Guiraldi et al., in 2016 presented
positivity in 97.4% of non-human primate blood samples using the same primers from the ITS-
1 region. Species of Leishmania spp. were identified in Didelphis albiventris in the Southeast

of Brazil (Paiz et al., 2016).
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Figure 3: Geographic location of the positive wild animals. Santa Catarina, Brazil. Fonte:

https://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Catarina, modificacdes.
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Table 3. Positive samples for Trypanosomatidae family submitted to PCR,
from tissues of organs from the animals killed in roads from Santa Catarina,

Brazil.
Species Organs  Animals Target
Liver ITS-1/ ITE-2
a il . jrat
ymyc Erus.sp [rato Heart 473 T5-2
do brejo)
Skin ITS-1/ IT5-2
Liver ITS-1 /ITS-2
Scopteromys sp. (rato Spleen 474 IT5-1
d'agua) Heart Ts-2
Lung IT:1
Oligaryzamys sp. [rato
do mata) Liver ATS IT5-1/ IT5-2
Oligaryzamys sp. [rato
do mato) Heart 4106 IT:1
Mectomys
sguamipes [rato Liver A2323 IT3-1
d'agua)
Oligaryzamys sp. [rato
do mato) Lung 4224 IT:1
Sagui [NI) Liver AZ220 ITS-1/ IT5-2

MNI: Mon identified

The chagasic infection was responsible for approximately 16,000 deaths per year and
for 10,000 to 20,000 new cases that emerged in Brazil in the 1970s and 1980s (Reich et al.,
1996; 1998, Westphalen et al., 2012). Chagas' disease causes many losses in productivity, in
addition to early deaths, there is a high medical cost (treatments, hospital admissions,
surgeries, use of pacemakers), and the WHO considers it a permanent challenge for public

health (Argolo et al., 2008; Zetun et al., 2014).

In Brazil, there are more than 60 species of triatomines identified, including Triatoma
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infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata and Panstrongylus megistus, which
are considered triatomines of great epidemiological importance (128). In Santa Catarina, four
species of wild vectors Panstrongylus megistus, Rhodnius domesticus, Triatoma tibiamaculata
and Triatoma sordida can be found, which are involved in the maintenance of the wild cycle

of T. cruzi (Fiocruz, 2014).

The State of Santa Catarina is considered to be an intact area for Chagas disease
through vector transmission by two epidemiological aspects: No autochthonous transmission
and no domiciliary triatomine (Dive, 2017). In 2005, there was an outbreak of the disease by
oral transmission (possibly ingestion of sugarcane juice) involving 23 people. The Sanitary
Surveillance of the State has determined an operation to suspend the sale of sugarcane juice

throughout Santa Catarina State (Pereira, 2010).

The first autochthonous case of American trypanosomiasis in the state of Santa
Catarina was reported by Oliveira (1970). The diagnosis was made through serological tests
where the trypanosome was found in the peripheral blood, but it was not explained how the
transmission occurred, since the six-year-old boy from Gaspar had never left Santa Catarina

and had not received blood transfusion.

All wild animals studied were negative for T. cruzi to conventional PCR using primers
TCZ1 and TCZ2, corroborating with Santos (2016) results after molecular testing on blood
samples from non-human primates. However in the same study using hsp70 primers, 45.5%
of the samples were positive for T. cruzi (Santos, 2016). Tendrio et al. (2014) identified T. cruzi

in Dasyprocta aguti (cotia) rodent by direct parasitological examination, PCR and cloning.

All 12 PCR positive samples were submitted to sequencing, and nine referring to five

animals showed similarity to Trypanosoma parasites (Table 4).
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Table 4. Result of sequencing from positive samples of wild animals

5 [ 0 Animals  Similari N* access P it
pecies rgan nimals imilarity GenBank arasite
Li Q0%
Oxymycterus sp. WEr AT3
Scopieromys sp. Spleen AT4 802
- - o0% KI7425907.1 Trypanosoma
Qligoryzomys sp. Liver ATS rangeli
Nectomys )
] Liver A223 BOD%
SquUamipes

Oligoryzomys sp. Lung A224  T9%
Total 5 5 - - -

Four rodent species Oxymycterus sp., Scapteromys sp., Nectomys squamipes and
Oligoryzomys sp. showed similarity of up to 90% with T. rangeli. A low parasite load on wild
animal samples may hinder the detection of parasite DNA (Tendrio, et al., 2014), and may

interfere with the results in sequencing.

The finding of an infected animal shows that this animal is a host of the parasite, but
its importance as a reservoir will depend on the characteristics of this parasite-host
interaction. This is what will define the ability of this host to maintain and transmit the parasite

and thus its importance as a reservoir.

Trypanosoma rangeli is a protozoan belonging to the order Kinetoplastida, family
Trypanosomatidae and subgenus Herpetosoma (Levine, 1994). Although T. rangeli is closely
related to T. cruzi and shares host mammals and vectors, all phylogenetic studies and several
molecular markers separate them. Several mammalian orders were described as possible wild
reservoirs: Xenarthra, Marsupialia, Carnivora, Rodentia and Primata (D'Alessandro 1976;
D'Alessandro-Bacigalupo & Saravia 1992; Cuba Cuba 1998). There are reports of T. rangeli in
triatomines collected in palms from different regions of Brazil (Gurgel-Gongalves et al, 2004a,
Maia da Silva et al., 2007, Dias et al., 2008), suggesting that environments close to green areas

present a greater chance of wild animals coming in contact with the vector.

In the wild environment, this species is associated with several species of palm trees
as Attallea speciosa (babassu), Mauritia flexuosa (burity) and Acrocomia aculeata (macauba)

which is a food source for birds, marsupials and rodents (Diotaiuti; Day, 1984 Gurgel-
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Gongalves et al., 2004b, Abad-Franch et al., 2009). Urdaneta-Morales and Tejero (1985)
infected rodents with the same strain of T. rangeli and concluded that immunosuppressed
mice had a higher parasitic load compared to immunocompetent mice. In the state of Merida,
Venezuela, a study investigated the presence of trypanosomatids in rodents and wild
marsupials, where they were examined clinically for ulcers, excoriations, alopecia and

nodules, but no lesions were found that were characteristic of the disease (Lima et al., 2006).

However, their non pathogenic characteristics to vertebrate hosts, T. rangeli induces
humoral immune response that results in high levels of antibodies (Grisard et al, 1999) which
originate serological cross reactivity with T. cruzi parasites complicating the diagnosis and
epidemiology of Chagas disease. In the field of identification of the parasites in the vector
insect, there are still difficulties in distinguishing both species in tests performed in the feces
of the infected kissing bug or vinchuca, by technicians unfamiliar with the morphology of T.

rangeli.

The human infection by T. rangeli is characterized by the absence of clinical
manifestations, low levels of parasitemia and absence of dividing forms in the tissues and in
the blood (D'Alessandro et al., 1992). In Brazil the first case of human rangeliosis was
described in 1954 by Lucena and Marques, who reported a chagasic cardiac disease patient
who had mixed infection by T. cruzi and T. rangeli. Coura et al. (1996) reported cases of human
infection by T. rangeli in Brazil, in the Amazon region. Steindel et al. (1991) described for the
first time the occurrence of T. rangeli on the Island of Santa Catarina, isolated from the rodent
Echimys dasythrix, the so-called SC-58 strain, cited by Vallejo et al. (2007) as strain KP1. Studies
with parasites isolated from wild Panstrongylus megistus using the xenoculture method
confirmed the previous results and demonstrated the presence of T. rangeliand T. cruzi mixed

infections in naturally infected P. megistus in the same region (Steindel et al., 1992)

A sample of the species Scapteromys sp. and Oxymycterus sp. returned 100% similarity
to T. brucei and T. b. gambiense respectively. However, they showed low local alignment of
the 148 base pairs, 18 nucleotides of the complete sequence were identical to the one of the
parasite. The low similarity in sequencing may reflect non-deposited sequences in GenBank

(Table 5).
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Table 5. Result of sequencing from positive samples of wild animals

Speci 0 Animals  Similari " access Parasit
pecies rgan  Animals  Similarity GenBank arasite
Oxymycterussp.  Heart AT3 100% KX700175.1  Tryponosoma brucei
Li ¥M_011780373.1 Trypanosoma.
iver .
Scaopteromys sp. A74 100% - brucei gombiense
Lung HE573020.1 )
Trypanosoma vivax
Total 3 2 3 -

Responsible for more than 98% of African Human Trypanosomiasis is transmitted by
the vector genus Glossina, popularly known as tsetse. In West and Central Africa the
responsible etiological agent is T. b. gambiense. Trypanosoma brucei is another protozoan
responsible for African trypanosomiasis, it does not infect humans, but usually domestic and
wild animals (WHO, 2016). In a study conducted in the Southern Forest of Cameroon, 164
animals were analyzed, of which 39 (23.8%) were rodents. Of these, 54% were positive for T.
brucei and 33.3% for T. b. gambiense (Herder et al., 2002). In another region of Cameroon T.
b. gambiense was diagnosed in primate and rodent samples, strengthening the hypothesis of
the existence of a reservoir of wild animals of T. b. gambiense in this region (Njiokou et al.,

2004).

The sequencing results also showed similarity to T. vivax. It is transmitted primarily by
the bite of tsetse flies in Africa, where it is known as nagana. The disease infects several
species of mammals, but this fly’s infection can be particularly devastating for cattle
(Radostitis et al., 2000), causing abortion, anemia, infertility, productivity losses, and death of
affected animals (Losos, 1986; et al., 2008). In South America, transmission is mechanical and
occurs mainly by tabanids. In Brazil the first registry occurred in Para, where the parasite was
identified by blood smear in a buffalo. (Shaw, Lainson, 1972). A study carried out in Mossoré-
Brazil, observed by means of the PCR molecule technique, T. vivax DNA in colostrum of

experimentally infected goats (Bezzera, 2017).

The different species of trypanosomes found in this study were near human dwellings,
industry activities, especially trade and leisure. Two Private Reserve trails inserted in the

Atlantic Forest, which visitors have access to for tours. Companies that a daily circulation of
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workers and visitors. Although the findings of positive animals are small in relation to the
amount studied, we cannot rule out the possibility of contact between animals and man,

facilitating the maintenance of zoonotic infectious agents.

4. Conclusion

With this research we conclude that there is a large occurrence of road-killed wild
animals on our roads, which are susceptible to infection by parasites. The results indicate the
circulation of trypanosomatids among wild animals in regions of Santa Catarina showing the

importance of these specimens as epidemiological markers of certain species of Trypanosoma

spp..
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Conclusdo

Os animais silvestres atropelados em nossas estradas sdo sinalizadores da presenca de

parasitos no ambiente;

Foram detectados tripanosomatideos em 6rgaos de sete roedores;

A utilizacdo de ferramentas moleculares sensiveis e especificas (PCR) sdo Uteis para estudos

epidemioldgicos de deteccdo de tripanossomatideos em animais silvestres de Santa Catarina;

A andlise espacial delimitou as areas de ocorréncia de tripanossomatideos em roedores

atropelados de Santa Catarina;

O aproveitamento deste importante recurso biolégico é fundamental para o estudo da

ocorréncia ambiental de patégenos;
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Anexo 1

Auorizacdo CEUA

@

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS

: INSTITUTO ADOLFO LUTZ
RO morrO Tt COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS TR
CEUA-IAL
ANEXO E

Sao Paulo, 13 de novembro de 2015.

Protocolo 02 / 2015
Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Deteccdo e quantificagio
molecular de micro-organismos importantes em saiude publica em animais
silvestres mortos por atropelamento”, sob a responsabilidade de Virginia Bodeldo
Richini Pereira, Pesquisador Cientifico do Nucleo de Ciéncias Biomédicas do Centro
de Laboratérios Regionais Il de Bauru do Instituto Adolfo Lutz, que envolve a
producdo, manutencéo e/ou a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacédo (CONCEA) e foi APROVADO pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL).

Informamos que devem ser encaminhados relatérios ANUAIS & CEUA-IAL, no
intuito de acompanharmos os procedimentos realizados segundo os aspectos éticos e
sanitarios, os quais permitirdo a elaboracéo de relatérios anuais por esta CEUA-IAL,
que s&o encaminhados ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), conforme a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

Vigéncia do Projeto 19/11/2015 a 19/11/2018
Espécie/linhagem Animais silvestres mortos por atropelamento
N° de animais 297
Peso/ldade néo se aplica
Sexo machos e fémeas
Origem Varios Municipios do Estado de Santa Catarina
|
‘ Atenciosamente,

. 04

Raquel dos Anjog/Fazioli
Coordenadora da CEUA-IAL

RAF/raf Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n° 351 - 11° Andar — Salas 1102
Pacaembu - S&o Paulo — SP — CEP: 01246-000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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Anexo 2

Autorizacdo SISBIO - Sistema de Autorizagao e Informac¢ao em Biodiversidade

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informacgéo em Bicdiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50785-3 Data da Emisséo: 06/09/2016 08:42 Data para Revalidagéo*: 06/10/2017
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no crenograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: Virginia Bodel&@o Richini Pereira CPF: 267.920.678-90

Titulo do Projeto: Deteccéo e quantificagdo molecular de micro-organismos importantes em saude publica em animais silvestres mortos por

atropelamento

Nome da Instituicdo : INSTITUTO ADOLFO LUTZ CNPJ: 46.374.500/0045-05

Cronograma de atividades
[#] Descricdo da atividade [ Inicio (més/ano) |Fim (més/ano) |
[T Avaliagio molecular de amostras de animais silvestres mortos. | 102015 [ 1072017

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difuséo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizag&o do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatéario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacdo
federal cujo processo de regularizacéo fundidria encontra-se em curso

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrucdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagéio, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizacado para envio ao exterior de material biologico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov_br (Servicos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e nédo CITES).

O titular de licenca ou autorizacéo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que néio comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigéo in situ

O titular de autorizacéo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislacéo vigente, ou quando da inadequacéo,

6 |omisséo ou falsa descricéo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislaco brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislacéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www mma.gov.bricgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacéo devera contactar a administracéo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade

Locais onde as atividades de campo seréo executadas
[#] Municipio [ UF [Descricao do local [Tipo |
[T [BLUMENAU [SC [Municipios de Santa Catarina | Fora de UC Federal |

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

Cingulata, Canidae, Rodentia, Felidae, Atelidae, Callithrichidae, Cebidae, Didelphimorphia,
Mustelidae, Procyonidae, Lagomorpha

1 | Coletaftransporte de amostras biolgicas in situ

Material e métodos
[T Amostras biolégicas (Carnivoros) | Fragmento de tecido/argéo, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)losso/pele

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meic da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 41672646 “Hl‘”“ml”l” ‘"‘

Pagina 1/4
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Anexo 3
Protocolo de Extracdo de DNA para pesquisa de Trypanosomatideos, Leishmania
infantum e Trypanosoma cruzi em amostras de tecido utilizando kit de extragdo llustra

Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin (GE)

= Ligar fluxo por 30 minutos na luz ultra violeta e colocar os materiais a serem
utilizados.

= Aguecer a 70°C o tampao de eluicdo.

= Macerar a amostra e passar no Biospec.

=  Em microtubos de 1,5 ml acrescentar 400 pl de tampao de extracdo 2 e
acrescentar uma pequena quantidade de tecido macerado.

= Homogeneizar em agitador (vortex) por 15 minutos.

= Centrifugar 3.000 G de 30 s a 1 minuto, para decantacdo de detritos.

= Retirar o sobrenadante com pipeta e colocar novos microtubos de 1,5 ml.

= Acrescentar 10ul de proteinase K (20mg/ml) .

= 50 pl de solugdo de lise 1 e homogeneizar vortex por 15 segundos.

= Incubar temperatura ambiente por 10 minutos.

= Colocar coluna no tubo coletor e aplicar toda a amostra na coluna.

= Centrifugar 11000 G por 1 minuto e desprezar o sobrenadante do tubo coletor.

= Acrescentar 500 pl da solucdo de lise 2 e centrifugar 11000 G por 1 minuto.

= Desprezar o liquido centrifugado e acrescentar 500 pl de tampao de lavagem.

= Centrifugar 11000 G por 3 minutos.

= Descartar tubo coletor e colocar o filtro em novo microtubo de 1,5 ml.

= Acrescentar 100 pl de tampdo de elui¢do aquecido a 709C e incubar por 1
minuto em temperatura ambiente

=  Centrifugar 11000 G por 1 minuto.

=  Obtém-se a amostra de DNA a qual foi armazenada a -18 °C em freezer.
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Anexo 4

Quantificagcdo de DNA das amostras extraidas utilizando o quantificador Biotech Epoch®.

= Calibrar o aparelho utilizando 2uL de agua ultrapura nas cavidades de leitura
indicadas no aparelho.

= Calibrar

= Acrescentar 2uL de cada amostra de DNA nas cavidades de leitura para

quantificacao.
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Anexo 5

Amplificagao da regiao ITS-1 do DNA ribossomal com a utilizagdo dos primers LITSR e
L5.8S

/ LITSR L5.85 LIS2MV
IT52 2A IT52 2B

55U RNA 5.85 RNA

LSU RNA

— — —
\ L5.85 LIS2ZMR LITSV

Anexo 6: Representagdo do espago de transcrigdo interno (ITS) da regido ribossomal. A demarcagdo

no esquema, representa a regido ITS-1. Fonte: El Tai et al?

2 EL TAI, N. 0.; OSMAN, O. F.; EL FARI, M.; PRESBER, W.; SCHONIAN, G. Genetic heterogeneity of
ribosomal internal transcribed space in clinical samples of Leishmania donovani spotted on filter
paper as revealed by single-strand conformation polymorphisms and sequencing. Transaction Of
The Royal Society Of Tropical Medicine And Hygiene, v.94, p. 575-579, 2000.v
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Anexo 6
Protocolo utilizado para purificagio das amostras para sequenciamento genético de

acordo com as orientacdes do Kit GF x™ PCR-DNA and Gel Band Purification.

= Pesar o microtubo de 1,5mL vazio e anotar.

= Com o auxilio de um bisturi estéril, recortar a banda do gel.

= Inserir a banda do gel e realizar nova pesagem.

= Subtrair os valores de peso antes da colocacdo do gel (microtubo vazio) e apés
colocagdo do gel (microtubo cheio).

= Para cada 10mg de gel, adicionou-se 10uL de tampao de captura (Tipo 2) para a
desnaturacao e solubilizagao.

= Homogeneizar em agitador por 1 minuto e por inversdo durante 15 segundos.
Esse passo foi repetido trés vezes.

= Inserir a coluna dentro do tubo coletor e incubar durante 10 minutos a 602C em
banho seco para dissolver a agarose.

= Centrifugar a 8.000rpm por 30 segundos.

= Transferir todo o contelddo (tampdo de captura acrescido da amostra) para a
coluna juntamente ao tubo coletor e incubar a temperatura ambiente por 1
minuto.

= Em seguida, centrifugar a 12.000rpm durante 30 segundos.

= Descartar o liquido do tubo coletor e retornar a coluna para dentro dele.

= Adicionar 500uL de tampdo de lavagem (Tipo 1) a coluna que estava dentro do
tubo coletor.

= Centrifugar a 12.000rpm por 30 segundos.

= Descartar o tubo coletor juntamente com o liquido que estava em seu interior e
transferir a coluna para um microtubo de 1,5mL.

= Adicionar 50uL de Tampao de Elui¢do (Tipo 6) e incubar a temperatura ambiente
durante 1 minuto.

= Em seguida, centrifugar a 12.000rpm durante 1 minuto para recuperagdao do DNA
purificado.

=  Estocar em freezer a -20 °C.
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Anexo 7
Protocolo utilizado para purificagdo dos amplicons para sequenciamento genético, com

uso da enzima ExoSap (GE)- USB ExoSap-IT (USB Affymetrix, USA).

A ExoSAP-IT® é composta por enzimas hidroliticas, a exonuclease | e a alcalina fosfatase
de camardo (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP). Enquanto a exonuclease | remove os
residuoes de primer na solucdo, a SAP é responsavel por quebrar as bases (DNTPs) que

nao se ligaram durante a PCR.

= Acrescentar 0,4 puL da enzima ExoSap-IT® e 10uL do produto da PCR no microtubo
de 0,2mL.

=  Colocar o microtubo no termociclador e submeter ao perfil de ciclagem de acordo
com o protocolo do fabricante: 37 °C-1 horae 80 °C- 15 min.

=  ApOs a ciclagem, fazer a quantificacdo do DNA das amostras.

= Se a quantificacdo apresentar valores altos (superior a 200ng/uL), acrescentava-
se agua mili-Q e realizar nova quantifica¢do.

= Em microtubos de 0,2mL livres de DNAses e RNAses acrescentar 5uL de cada um
dos primers, (Sense e Anti-sense), sendo que cada primer tem concentracdo de
5pmol/pL.

=  Acrescentar 10uL da amostra em cada microtubo com primers.

=  Estocar em temperatura ambiente até a realizagdo do sequenciamento.
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Apéndice 1

v

Figura 1: Preparo das amostras teciduais de animais silvestres para realizagdo da Reagdo em Cadeia

da Polimerase. PCR-Mix. Fonte: arquivo pessoal.
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Apéndice 2

Figura 2: Preparo das amostras teciduais de animais silvestres para realizagdo da Reagdo em Cadeia

da Polimerase. Adicdo das amostras de DNA extraido. Fonte: arquivo pessoal.
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Apéndice 3

Figura 3: Corrida eletroforética em Gel de agarose 1,5%. Adicdo do produto da PCR apods

amplificagdo. Fonte: arquivo pessoal.
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Apéndice 4

Figura 4: Eletrofores em gel de agarose 1,5% com os iniciadores LITSV e L5.8SR para Familia
Trypanosomatidae. 1 — marcador de peso molecular 100pb, 2-7 amostras, 3- 8 controle positivo

(Leishmania infantum), 4 — 9 controle negativo (agua ultrapura)



Apéndice 5
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Tabela 1. Sexo e localidade dos animais silvestres atropelados, positivo na PCR
para pesquisa da Familia Trypanosomatidae.

Familia Espécie Sexo Localidade Municipio
Potreiro das Eguas,
Oxymycterussp  F Fazenda Gateados Campo Belo do Sul
Ponto 4, Fazenda
Scapteromyssp M Gateados Campo Belo do Sul
Corrego do Canoas,
Cricetidae Oligoryzomyssp  F Fazenda Gateados Campo Belo do Sul
Oligoryzomyssp M Barra do Sul
Nectomys
squamipes M Vega do Sul Sdo Francisco do Sul
Oligoryzomyssp M Vega do Sul Sao Francisco do Sul
Bairro da Velha, prox.
Callitrichidae Sagui (NI) M Escola Alberto Stein Blumenau

NI (N3o identificado)



Apéndice 6

Tabela 2. Localizagdo da coleta dos 297 animais silvestres atropelados em Santa
Catarina, Brasil

Municipios N2 animais coletados
Aguas do Chapecd 2
Angelina 6
Apilna 2
Araquari 1
Arvoredo 3
Balnedrio Barra do Sul 1
Benedito Novo 1
Blumenau 32
Brusque 1
Cacador 2
Campo Alegre
Campo Belo do Sul 24
Caxambu do Sul 1
Chapecé 29
Dr. Pedrinho 12
Floriandpolis 1
Garuva 1
Gaspar 4
Guatambu 4
Ibirama 6
Ilhota 13
Indaial 13
Ipuagu 10
Itapoa 2
Joinville
Lages 1
Navegantes 1
Passos Maia 10
Planalto Alegre 1
Rio dos Cedros 1
Sao Carlos 1

Sao Domingos 62



S3o Francisco do Sul
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Siderdpolis
Uribici

Vidal Ramos 17
Xanxeré 2
Xaxim 9

Total Geral 297



