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2. Introdugio

A constante modifica¢do dos habitats, e consequente fragmentagio da paisagem
original, vém sendo apontadas como principais causas do aparecimento de doengas
emergentes ¢ re-emergentes no mundo. No Brasil algumas doengas parasitarias
destacam-se, dentre elas a Doenga de Chagas e a Leishmaniose, ¢ recentemente a Zika,
ocasionada pelo Virus Zika (ZIKV).

A Doenga de Chagas e a Leishmaniose, causadas por Trypanosoma cruzi ¢
Leishmania spp. sdo classificadas como doengas tropicais negligenciadas (MAUDLIN
et al., 2009), e ambas s3o responsaveis por inimeros casos de infec¢do na América
Latina, em especial, no Brasil (ALMEIDA et al., 2009; RIGO et al., 2009). O estado de
Mato Grosso do Sul apresenta grande relevancia no cendrio nacional para estas doengas,
uma vez que apresenta esporadicos surtos epidémicos de Leishmaniose em municipios
como Corumbd e Campo Grande (MINISTERIO DA SAUDE, 2006), além de
contemplar uma por¢ido do Pantanal, que € reportado como ecossistema endémico para
tripanossomatideos e seus vetores (DE PITA-PEREIRA et al., 2008; HERRERA et al.,
2011).

Ao contrario da Doenga de Chagas e a Leishmaniose que vém sendo estudadas
ha algumas décadas, a Zika ndo foi reconhecida como um problema de satide piblica
at¢ 2007, quando causou uma epidemia na Asia (LANCIOTTI et al., 2008).
Recentemente, um grande surto atribuido ao virus Zika foi reconhecido no nordeste do
Brasil (CAMPOS et al., 2015). Desde entdo, varios casos de infecgdo vém sendo
reportados em todo pais e também em outros paises da América Latina, especialmente
em regides com grandes populagdes de Aedes aegypti (FERREIRA-DE-BRITO et al.,
2016). Embora o estado de Mato Grosso do Sul venha reportando uma baixa taxa de
infec¢do pelo virus Zika, o estado ocupou a quarta posi¢do no ranking nacional de
infecgdo pelo virus da dengue em 2016, o que pode implicar em uma potencial epidemia
do virus Zika em 2017.

As doengas citadas acima sdo causadas por parasitas que infectam uma ampla
gama de hospedeiros vertebrados e invertebrados silvestres em ciclos bioldgicos
complexos (OLSON, 1983; SHAPIRO et al., 2013). Espécies de mamiferos silvestres,
juntamente com os animais domésticos, seres humanos e vetores formam uma intricada

rede de reservatérios que merecem especial atengdo (HERRERA et al., 2011). Além



disso, o crescimento dos centros urbanos tem aumentado a aproximagdo entre animais
silvestres, animais domésticos e seres humanos potencializando a transmissdo de
parasitas e possiveis problemas de satide publica.

O municipio de Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul, vem
apresentando grande crescimento populacional e expansao territorial, além de apresentar
varios remanescentes florestais em perimetro urbano com diversa fauna silvestre. Ja
Corumbd, ¢ uma érea de importdncia epidemiolégica por compreender o Pantanal e
regido de fronteira. Essas condi¢des favorecem o contato entre animais silvestres e
populagdes humanas ou seus animais domésticos. Contudo, as implicagdes desse
contato para a saide publica ¢ saude ambiental sdo pouco conhecidas. Nesse sentido,
avaliar o papel dos animais silvestres (roedores, marsupiais, primatas ndo-humanos e
mamiferos de médio porte) na manutengdo e transmissdo de parasitas emergentes ¢é
essencial para medidas de controle e manejo, considerando-se a lacuna para o

conhecimento de tais interagdes na drea urbana de Campo Grande e Corumba.

3. Objetivo Geral
Avaliar o papel de mamiferos silvestres (roedores, marsupiais, mesocarnivoros e
primatas ndo-humanos) na manuten¢do de parasitas emergentes (tripanossomatideos e

Zika Virus) na drea urbana de Campo Grande ¢ Corumba/MS.

3. 1. Objetivos Especificos

e Avaliar a exposi¢do de mamiferos silvestres aos tripanossomatideos e ao virus
Zika em Campo Grande e Corumba/MS;

e Verificar as taxas de infecgdes por tripanossomatideos e virus Zika em
mamiferos silvestres das duas dreas urbanas;

e Caracterizar as populagdes de Leishmania spp. e sub-populagdes de
Trypanosoma cruzi que infectam mamiferos silvestres das duas areas;

e Avaliar o efeito da urbanizag¢do sobre a relagdo de parasitismo entre mamiferos
silvestres e tripanossomatideos em Campo Grande e Corumb4;

e Identificar a potencial circulag@o de outros arbovirus em espécies de artrépodes

hemat6fagos vetores nas areas urbanas de Campo Grande e Corumba.



4. Material e Métodos

4.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido, até o momento, apenas em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, em fragmentos determinados a partir do grau de urbanizagdo de seu
entorno. Foram utilizados fragmentos florestais em éreas privadas e uma Unidade de
Conservagdo — o Parque Estadual do Prosa (PEP).

O PEP é um remanescente de Cerrado inserido na drea urbana de Campo
Grande. Foi instituido como Unidade de Conservagdo por meio do Decreto Estadual n°
10.783/2002, e conta com uma 4rea de aproximadamente 135 hectares (Figura 1).
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Figura 1: Perimetro do Parque Estadual do Prosa, localizado na area urbana de Campo
Grande, MS. Fonte: Geréncia do Parque Estadual do Prosa.

4.2 Coleta de dados

Os mamiferos silvestres e dipterosforam capturados em trés campanhas
realizadas em maio, julho e outubro/novembro de 2017 no PEP (Tabela 1). Os pequenos
mamiferos foram capturados por meio de armadilhas do tipo Tomahawk (45 x 16 x 16
cm) ¢ Sherman (45 x 12,5 x 14,5 cm) instaladas em trilhas, enquanto os médios
mamiferos foram capturados por meio de armadilhas Tomahawk (90 x 40 x 40 cm)

instaladas em agrupamentos de 5-6 armadilhas em locais pré-avaliados quanto 2
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movimentag@o dos grupos. As armadilhas foram checadas diariamente e iscadas ao final
da manhi durante periodo que variou de 5-10 dias consecutivos (Tabela 1).

Tabela 1:Informagdes sobre as amostragens realizadas no Parque Estadual do Prosa em

2017.n= nimero.

Periodo Grupo n trilhas n de n diqs Esforco
armadilhas amostralldos (dias-

captura)

Julho Pequenos o 8 150 7] 1.050

mamiferos
Julho Médios 6 30 7 210
mamiferos

Julho Dipteros 1 4 6 24

As iscas utilizadas para captura de pequenos mamiferos @nsisﬁu em uma

mistura de banana, pagoca de amendoim, sardinha e aveia, enquanéo a isca utilizada
para captura de médios mamiferos consistiu em pequenos pedagos dé bacon presos no
interior das armadilhas. Foram realizadas duas coletas de diptefos (culicideos e
flebotomineos) em trilhas alternadas do PEP. As armadilhas utilizadas foram a BG
Sentinel (CDC®) no periodo diurno e a Light Trap(CDC®) no periodo noturno, iscada
com gelo seco (Figura 2). Todos os pontos de instalagio das armadilhas
foramgeoreferenciados utilizando GPS (Figura 3). As armadilhas foram checadas
diariamente e todos os culicideos e flebotomineos capturados foralln congelados em

freezer -80°até as analises laboratoriais.



médios mamiferos; e C. captura de dipteros e instaladas no Parque Estadual do Prosa,
Campo Grande, MS em 2017.

Google Earth

Figura 3: Localizagdo dos pontos de instalagdo das armadilhas para captura de
pequenos e médios mamiferos silvestres no Parque Estadual do Prosa, Campo Grande,

MS em 2017. Tom= armadilha tomahwk para pequenos mamiferos.

ApOs a captura, os espécimes de médio mamiferos foram contidos quimicamente
por meio deuma inje¢do intramuscular da associagdo entre Cloridrato de Tiletamina e

Cloridrato de Zolazepam na dose de 6 mg/Kg. Pequenos mamiferos foram sedados por



meio de injegdo intramuscular da associagdo de Quetamina e Xilazina em uma dose de
20mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente. Todos os procedimentos foram realizados por
dois veterinarios da equipe com experiéncia em animais silvestres. Informagdes
referentes a cada individuo como sexo, peso e biometria foram registradas em fichas
individuais.

Para médios mamiferos foi feita a coleta de uma amostra de sangue de
aproximadamente 4 ml, armazenada em tubo contendo Citrato de Sodio e realizada a
coleta de uma amostra de swab oral e retal para os diagndsticos de arbovirus. Amostras
de carrapatos foram coletadas quando constatada a infestagdo. Os mamiferos de médio
porte receberam um microchip subcutineo (Animalltag®) para identificagio em
recapturas. Para pequenos mamiferos (gambas) foi coletada uma amostra de sangue de
cerca de 1 ml em tubo Citrato de Sodio para diagnostico de arbovirus, cerca de 1,5 ml
em tubo com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético) e 1 ml em tubo sem EDTA
para diagnostico de tripanossomatideos. Igualmente, foi coletado um pequeno
fragmento de tecido na regido escapular em duplicata (cerca de 3 mm de pele) para
diagnostico de Leishmania spp. Apds a coleta foi realizada sutura e antissepsia da
regido e os pequenos mamiferos receberam um brinco de identificagio (Zootech®).
Todos os médios mamiferos e gambds coletados foram soltos no mesmo local de
captura, apos a completa recuperagdo do quadro anestésico.

Roedores foram eutanasiados em laboratério utilizando-se como agente sedativo
a associag@o entre Acepram a 1% e Quetamina a 10%, na proporg¢do de9-1, aplicando-se
umvolume de 0,1 ml para cada 100 gramas de peso dos animais. Amostras de tecidos e
orgdos desses animais foram coletadas, armazenadas em criotubos contendo etanol e
congeladas em freezer -80°C até as analises. Amostras de sangue foram coletadas por
puncdo cardiaca, aliquotadas e armazenadas em freezer seguindo o mesmo padrio
acima.

Em laboratorio, as amostras de sangue de médios mamiferos foram aliquotadas e
o sangue total e plasma armazenados em ultra freezer -80°Caté as analises laboratoriais.
As amostras de sangue dos pequenos mamiferos foram aliquotadas em sangue total e
soro (congelados em ultra freezer -80°), e parte foi semeada em meio NNN-Lit ¢ NNN-
Schneider para cultura de tripanossomatideos. As amostras de pele foram armazenadas
em tubos contendo etanol para posterior extracdo de DNA e realizacao de analises

moleculares (PCR — Polimerase Chain Reaction).



O sangue e tecidos coletados terdo o seu DNA genémico extraido. A fim de se
detectar o DNA genomico de Leishmania e T.cruzi, as amostras de DNA serdo
submetidas & PCR utilizando-se como gene-alvo o cinetoplasto (KDNA) e mini-exon, de
acordo com Schubach et al. (1998) e Fernandes et al. (2001), respectivamente. Amostras
de soro dos vertebrados serdo utilizadas para detec¢do do genoma viral por RT-PCR
(MOUREAU et al., 2007). O soro de todos os grupos de mamiferos serd submetido a
rastreio de anticorpos (PRNT) para ZIKV (MOUREAU et al., 2007). Anticorpos
reativos a ZIKV em hospedeiros vertebrados dos quais os mosquitos se alimentaram

serdo pesquisados através da tecnologia Luminex (KOMAR et al., 2015).

5. Resultados e Discussio

Ao todo, foram capturadas quatro espécies de mamiferos: quati (Nasua nasua,
n= 53), cutia (Dasyprocta azarae, n=1), gamba (Didelphis albiventris, n=12) e cuica
(Gracilinanus sp.). Dois pequenos roedores (Rodentia) foram capturados e
eutanasiados. Antes da eutanasia foi checado se os animais tinham microchips,
conforme instrugdo do IMASUL. Além disso, foram capturadas duas espécies de aves:
rolinha (Columbina sp.) e sabia-laranjeira (Turdus rufiventris), e uma espécie de lagarto
teit (Tupinambis teguixin). Todas as espécies capturadas com exce¢do dos quatis,
gambas e pequenos roedores foram liberadas das armadilhas sem serem anestesiadas.

Durante as checagens foram avistadas ainda outras espécies de mamiferos como
a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), tamandud-bandeira (Myrmecophaga
tridactyla) e um cervideo (Mazama sp.), espécies de aves como o mutum (Crax
fasciolata), o tucano (Ramphastos toco) e saracura (Aramides sp.) e de répteis como o
cagado (Phrynops geoffroanus) e o teil. Também foram avistados cdes (Canis
Sfamiliaris) e gatos (Felis catus) domésticos na UC.De fato, o Plano de Manejo do PEP
indica a ocorréncia de diversa fauna de vertebrados no interior da UC, dentre elas as
observadas durante esse estudo.A presenga de animais domésticos na UC também é
relatada, e representa ameaga as populagdes silvestres, seja pela predagdo ou pelo
potencial de transmissdo de parasitas patogénicos dos animais domésticos para os
silvestres, processo conhecido como spill-over (DASZAK et al. 2000; THOMPSON et
al. 2009). Nesse sentido, o presente estudo vai de encontro ao conceito de Saide Unica
(BUTTKE et al. 2015), ao integrar aspectos relacionados a emergéncia e re-emergéncia
de parasitas que podem acometer a saude tanto dos animais silvestres, quanto dos

domésticos e o proprio ser humano.
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Durante o exame clinico foi observado que os quatis do PEP (Tabela 3)
encontram-se, de maneira geral, em boas condigdes de saude (Figura 4). Contudo, foram
observados alguns individuos com sobrepeso, provavelmente em fungido dos alimentos
oferecidos pelas pessoas, pelos alimentos consumidos no CRAS (Centro de Reabilitagdo
de Animais Silvestres) ou ainda pelo habito generalista e oportunista dos animais que
consomem restos de alimentos das lixeiras localizadas nas imediagdes do PEP.
Entretanto, apenas os resultados dos diagndsticos sorolégicos e parasitologicos
permitirdo confirmar a ocorréncia de hemoparasitas e avaliar o papel desses animais na
manutengdo dos parasitas investigados. Sabe-se que quatis sdo excelentes reservatdrios
e importantes hospedeiros de Trypanosoma cruzi e T. evansi no Pantanal (HERRERA et
al. 2011; OLIFIERS et al. 2015). Porém, ainda ndo existem dados para a regido de
Campo Grande. Pelo fato da cidade ser uma regido endémica para Leishmaniaspp. €
outros hospedeiros silvestres ja terem sido relatados, como por exemplo, os morcegos
(REZENDE et al. 2017), a avaliagdo e o monitoramento desses animais € crucial para a

satude publica e conservagio.

Tabela 3: Informagdes referente aos quatis (Nasua nasua) capturados no Parque

Estadual do Prosa, Campo Grande, MS em 2017.

Sexo Campanha Jul. 2017 Campanha Out-Nov. 2017
Macho 12 5
Fémea 18 18
Total 30 23

Os gambas capturados (Tabela 4), também encontravam-se em boas condigdes
clinicas (Figura 5). Durante o0 més de novembro de 2017 trés animais foram liberados
das armadilhas pelo fato de serem fémeas com filhotes, indicando que o periodo
reprodutivo parece se concentrar no inicio da estacdo chuvosa. Durante o periodo de
estudo, na campanha de julho, foi encontrada uma carcaga fresca de gamba na trilha de

visitantes.
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Estadual do Prosa e imediagdes em 2017.

O animal aparentemente estava bem de saude, ¢ possuia marcas de predagdo.
Nesse mesmo dia, ao final da manha, foi avistado um c3o doméstico proximo a trilha.
Um outro animal foi encontrado atropelado nas imediagdes do PEP. Gambas (Didelphis
spp.) podem atuar como reservatorios ou hospedeiros definitivos de uma vasta gama de
protozodrios, helmintos e riquétsias, responsaveis por doengas em animais silvestres ¢
seres humanos, devido a proximidade de convivéncia (MULLER et al. 2005). Por esse

motivo, o monitoramento desse mamifero sinantropico também ¢é relevante.
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Tabela 4: Informagdes referentes as capturas de gambés (Didelphimorphia, Didelphis

albiventris) no Parque Estadual do Prosa, Campo Grande, MS em 2017.

ID - UCDB N Brinc(l e Espécie Sexo Peso (g) Campanha
marcacgio

UCDBO1 OES801 - OD815 D.albiventris F 430 Maio
UCDBI18 OES809 - OD810 D. albiventris M 860 Julho
UCDBI19 OES812 - OD811 D. albiventris M 840 Julho
UCDB20 OE813 - OD814 D. albiventris M 445 Julho
UCDB21 OE816 - OD817 D. albiventris M 880 Julho
UCDB22 OES819 - OD818 D. albiventris M 555 Julho
UCDB23 - D. albiventris F 13 Julho
UCDB24 OE820 - OD821 D. albiventris M 1455 Julho
UCDB25 OES822 - OD823 D. albiventris M 870 Julho
UCDB26 OES824 - OD825 D. albiventris F 490 Julho
UCDB27 OES826 - OD827 D. albiventris M 906 Julho
UCDB40 OE001 - OD002 D. albiventris M 1310 gs&g}r&é

Os dois pequenos roedores (Rodentia) foram eutanasiados e o material coletado

foi fixado em etanol e congelado. Até o momento da entrega deste relatério, todas as

amostras coletadas dos quatis e pequenos roedores foram congeladas em freezer -80°C e

encaminhadas para a USP de Ribeirdo Preto, onde serdo realizados os diagnosticos

soroldgicos ¢ moleculares em 2018. Uma parte das amostras de sangue dos gambas estd

sob 0 mesmo processo descrito acima.

Ainda, duas aliquotas das amostras de gambas foram semeadas: uma em meio

NNN-Lit para cultura de Trypanosoma cruzi e a outra em meio Schneider para cultura

de Leishmania spp. na UCDB. Os hemocultivos estdo em fase de monitoramento no

Laboratorio de Tripanossomatideos da FIOCruz, RJ. As amostras de pele estdo fixadas

em etanol para realizagio de analises moleculares (Rea¢do em Cadeia da Polimerase) no
Laboratério S-Inova da UCDB em 2018.
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Figura 5: Gambas (Didelphis albiventris) capturados no Parque Estadual do Prosa,
Campo Grande, MS em 2017.
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