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RESUMO

SOUZA, Jéssica Fernanda de. Investigando a presenca de Trypanosoma cruzi em
gambés-de-orelha-preta (Didelphis aurita) residentes em um parque urbano da
cidade de Sao Paulo. 2020. 24 p. Trabalho de Conclusédo de Curso (Especializacao
em Animais de Interesse em Saude: Biologia Animal) — Centro de Formacado de
Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2020.

Com o crescente aparecimento de insetos vetores de doenca de Chagas na regiao
metropolitana de Sao Paulo, entidades de controle de endemias se alarmaram para o
potencial aumento dos casos da doenca em municipios da Grande Séao Paulo. O
Trypanosoma cruzi € um protozodrio flagelado responséavel pela tripanossomiase,
doenca que possui como principais vetores os triatomineos hematéfagos.
Recentemente, ha relatos do aumento de colénias de Panstrongylus megistus nos
municipios préximos a Sao Paulo, sendo que em grande parte deles foi encontrado o
protozoéario. Sabe-se que mamiferos das ordens Marsupialia e Cingulata séo
reservatérios primitivos do protozodrio, havendo também registros em Primatas e
Chiroptera. Sugere-se que a disseminac¢ao do protozoario para outras espécies tenha
ocorrido através da predacao e contato direto com secrecdes fisioldgicas contidas em
mucosas e lesbes, sendo as secrec¢des contidas nas glandulas paracloacais também
um importante material contaminante. Este trabalho objetivou pesquisar o protozoario
Trypanosoma cruzi nas amostras de sangue de Didelphis aurita do parque do Instituto
Butantan Para a andlise dos hemoparasitas, foram coletadas amostras de sangue da
veia caudal. A analise foi feita a partir de esfregaco sanguineo feito em laminas
histoldgicas fixadas em alcool metilico, sendo coradas pelo método Giemsa, e
observadas através de microscopia Optica. Nao foram obtidos resultados positivos

para T. cruzi apés a analise das amostras coletadas.

Palavras-chave: Didelphimorphia. Didelphis aurita. Trypanosoma cruzi. Doenga de

Chagas. Panstrongylus megistus.



ABSTRACT

SOUZA, Jéssica Fernanda de. Investigating the presence of Trypanosoma cruzi
in black-eared opossums (Didelphis aurita) living in an urban park in the city of
Séo Paulo. 2020. 24 p. Monograph (Especialization in Health Interest Animals: Animal
Biology) — Centro de Formacédo de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto
Butantan, S&o Paulo, 2020.

The increasing appearance of Chagas disease insect vectors in the metropolitan
region of Sdo Paulo has led endemic control entities to be alarmed at the potential
increase in the number of cases of the disease. Trypanosoma cruzi is a flagellated
protozoan responsible of trypanosomiasis, which has as the main vectors
hematophagous triatomines. In the recently reported colonies of Panstrongylus
infestans in urban areas around S&o Paulo, most of them are carrying the protozoan.
Mammals of the orders, Didelphimorphia and Cingulata are known as primitive
reservoirs of T. cruzi, which is also found in Primates and Chiroptera. It is suggested
that the dissemination of the protozoan to other species has occurred through
predation and direct contact with physiological secretions contained in mucous
membranes and lesions, since the secretions contained in paracloacal glands of
marsupials are also an important contaminant material. The objective of this study
were investigate the possible presence of the protozoan T. cruzi in blood samples of
the Neotropical marsupial Didelphis aurita in the park of Instituto Butantan. For the
analysis of hemoparasites, blood samples were collected from the caudal vein for 7
animals. The analysis were made with blood smears on histological slides fixed in
methyl alcohol, and stained by the Giemsa method for observation by microscopy. No

positive results were obtained for T. cruzi after analyzing the samples collected.

Keywords: Didelphimorphia. Didelphis aurita. Trypanosoma cruzi. Chagas’ Disease.

Panstrongylus megistus
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1. INTRODUCAO

Didelphis aurita (Wied-Newied, 1826), conhecido popularmente como gamba,
timbu, sarué ou mucura, € um mamifero pertencente a ordem Didelphimorphia,
Familia Didelphidae (Linnaeus 1758), amplamente distribuido na regido de Mata
Atlantica brasileira, do norte do Rio Grande do Sul ao leste da Paraiba, estendendo-
se até o sul do Mato Grosso do Sul (REIS et al., 2010). Os marsupiais sdo mamiferos
metatérios, ou seja, caracterizados por apresentar uma gestacao precoce, ocorrendo
brevemente na forma intrauterina e finalizando-se dentro do marsupio, onde ocorre o
completo desenvolvimento dos filhotes. Este modelo gestacional demanda um baixo
investimento energético na gestacao com relacdo aos mamiferos eutérios (HARDER,
1992). Seu periodo reprodutivo costuma ter aproximadamente 7 (sete) meses de
duracdo. As fémeas de Didelphis sdo consideradas poliéstricas sazonais, gerando de
duas a trés proles consecutivas durante a estacao reprodutiva (GRAIPEL & SANTOS-

FILHO, 2006).

Sdo animais predominantemente insetivoros-onivoros e de habitos
crepusculares (CACERES & MONTEIRO-FILHO, 2001). Sua vasta dieta permite que
exercam papéis ecologicos importantes, como a disperséo de sementes (CACERES
et. al.,, 1999) e controle populacional de artrépodes, como carrapatos, aranhas e

escorpides.

Com a intensa destruicéo de seu habitat natural, muitos destes animais acabam
por invadir areas urbanas em busca de abrigo e alimento. Os gambas sédo
particularmente bem sucedidos na colonizacdo e manutencéo de populacdes viaveis
em ambientes urbanos e peri-urbanos. Se adaptam facilmente as alteracbes
antropicas feitas no ambiente, utilizando-se de forros de telhados, ocos de &rvores e
outros locais como abrigo. Apesar de possuirem uma dieta variada em seu habitat
natural, sobrevivem bem forrageando restos de alimentos descartados por humanos.
Considera-se que sdo 0s Unicos mamiferos capazes de permanecerem em areas
excessivamente devastadas (JANSEN, 2002). Uma das consequéncias desta
capacidade de ocupar ambientes modificados é a proximidade e a consequente
interacdo com seres humanos e animais domésticos, que acaba por possibilitar a

transmissao de patégenos com potencial zoonético (JANSEN, 2017).

Estudos apontam que cerca de 70% das ameacas de riscos infecciosos a

saude tém relacdo com animais, sendo que aproximadamente 61% dos patdégenos
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humanos sdo considerados zoonoses. Surtos epidémicos de doencas como Ebola,
Zika virus e HIN1 estdo diretamente relacionados com a interacdo humano-animal
(SCHNEIDER et. al, 2019).

Estudos em outros grupos de mamiferos demonstram uma grande
adaptabilidade de algumas espécies as alteraces antropicas, ressaltando-se coiotes,
guaxinins, quatis, jaritatacas e roedores. A aproximacao entre a fauna silvestre e
animais domeésticos ou mesmo seres humanos em areas urbanas aumenta a
possibilidade de contato e consequente troca de ecto e endoparasitas e agentes
patogénicos com estes, sendo uma das causas das doencas emergentes (ALHO,
2012; GIBBS, 2014).

Destacam-se no Brasil, portanto, por sua capacidade de adaptar-se ao
ambiente urbano, os gambas-de-orelha-preta da cidade de Sao Paulo, que obtiveram
sucesso ha ocupacédo de areas urbanas e suburbanas em razéo de sua plasticidade
comportamental, inteligéncia e habitos alimentares onivoros. Estudos comprovam que
D. aurita pode ser encontrado em pequenos fragmentos de mata atlantica
remanescentes em grandes cidades (CACERES, MONTEIRO-FILHO, 2006), como

ocorre na cidade de Sao Paulo.

O Instituto Butantan abriga o segundo maior fragmento de Mata Atlantica da
cidade de Sao Paulo, possuindo cobertura vegetal de extrema relevancia no papel
ecolégico da regido. Sua vegetacdo € composta por espécies nativas e exoticas,
servindo como abrigo e fonte de alimento para espécies de aves e mamiferos, como
os gambas-de-orelha-preta. A area verde do parque possui ligagdo com a mata da
Universidade de S&o Paulo, sendo possivel a interrelacdo da fauna de ambos os

locais.

Em virtude da farta biodiversidade, o dominio de Mata Atlantica é considerado
um dos hotspots mundiais (PAGLIA et. al, 2004). Este dominio abriga cerca de 298
espécies de mamiferos, sendo 90 de ocorréncia exclusiva (PAGLIA et. al, 2012) e 23
pertencentes a ordem Didelphimorphia (GRAIPEL et. al, 2017), a qual pertencem 0s
animais objetos deste estudo. Importante observar que os animais do género
Didelphis apresentam alto grau de adaptabilidade em locais de paisagem fragmentada
e modificada, pois sdo encontrados em fragmentos de habitats com dimensdes e
graus de degradacéo diversos (CACERES, MONTEIRO-FILHO, 2006).
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Segundo o IBGE (2014), cerca de 72% da populacéo brasileira vive na regiao
de Mata Atlantica, e aproximadamente 70% do PIB esta concentrado nesta regiao.
Em consequéncia disso e da grande exploracdo de recurso naturais, este dominio
esta criticamente ameacado, sendo que atualmente esté restrito a aproximadamente
8% de cobertura vegetal original (Cl Brasil et. al, 2000 apud PAGLIA et. al, 2004).
Tamanha degradacédo acabou por transformar a antes extensa cobertura em inUmeros
fragmentos florestais (GASCON et. al, 2000, apud TABARELLI et. al, 2005). A
fragmentacao também favorece a transmissédo de patdégenos como o Trypanosoma

cruzi, conforme relatado por Vaz et. al (2007).

Nas ultimas décadas, esforcos tém sido direcionados no sentido de entender a
saude humana dentro de um conceito mais amplo, denominado “Saude unica” (One
Health), dentro do qual existe uma relagéo indissoltvel entre esta e a biodiversidade
e 0S Servicos ecosssistémicos que estdo em contato dentro do mesmo ambiente ou
area de estudo. Estas interacdes sdo determinantes para o desenvolvimento
socioeconémico, visto que a salde humana impacta diretamente nessas questdes
(SCHNEIDER et. al, 2011).

Os gambas sao conhecidos por serem reservatoérios de patdégenos causadores
de diversas zoonoses, como tripanossomiase, febre maculosa e leptospirose
(MELLO, 1982; ARAUJO et. al, 2015; OLIVEIRA et. al, 2013). Portanto, considerando
0 conceito de saude Unica, o estudo desta espécie mostra-se de grande importancia

e contribuicdo para a saude publica.

Sabe-se que mamiferos da ordem Didelphimorphia séo reservatérios primitivos
do protozoario Trypanosoma cruzi, responsavel por causar a Doenca de Chagas em
humanos. Sugere-se que a disseminacao do protozoario para outras espécies tenha
ocorrido através da predacdo e contato com secrecbes fisiolégicas contidas em
mucosas e lesbes, sendo as secrec¢des contidas nas glandulas paracloacais também
um importante material contaminante, onde encontram-se as formas epimastigotas e
tripomastigota do protozoario (ROQUE e JANSEN, 2014; BRENER, 1997).

Além dos marsupiais da ordem Didelphimorphia, ha relatos de infec¢do natural
por T. cruzi em individuos de diversas espécies pertencentes as ordens Pilosa,
Cingulata (tatus), Chiroptera (morcegos), Carnivora (canideos, felideos, procionideos

e mustelideos), Lagomorpha (coelhos e lebres), Rodentia (roedores) e Primates
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(macacos do novo mundo) encontrados no continente americano (BARRETO,
RIBEIRO, 1979).

O Trypanosoma cruzi € um protozodrio flagelado responsavel pela
tripanossomiase, tendo como principais vetores os triatomineos hematofagos. O
protozoario possui trés ciclos distintos: silvestre (gamba-tritomineo-gamba);
peridoméstico (ratos, céo-triatomineo-cdo, cdo) e domeéstico (humano-triatomineo-
humano; c&o, gato-triatomineo-cdo, gato). E um parasita heteroxénico, possuindo

hospedeiros definitivo e intermediario em seu ciclo (NEVES, 2004).

O protozoario apresenta trés fases evolutivas distintas: tripomastigota,
amastigota e epimastigota. A diferenciacdo se da em relacdo a morfologia e posicao
do cinetoplasto com relagcdo ao nucleo e a posicdo do flagelo, sendo a forma
tripomastigota atuante no estagio infectante e encontrada nas amostras sanguineas
(BRENER, 1997).

O principal vetor do protozoario, até meados da década de 60, era o Triatoma
infestans (ROCHA E SILVA et al., 2011). Porém, apds o seu controle, outras espécies
de tritomineos hematéfagos acabaram por ocupar papel importante no ciclo de
transmissao, como o Panstrongylus megistus. Além disso, este inseto acaba contar
com a grande adaptibilidade as alteracdes antrépicas no meio ambiente, tipo de
vegetacdao, incidéncia de chuvas e umidade. Considera-se o P. megistus o vetor mais

importante de tripanossomiase no estado de S&do Paulo (FAPESP, 2019).

Com o crescente aparecimento de insetos transmissores de doenca de Chagas
na regido metropolitana de Sao Paulo, entidades de controle de endemias se
alarmaram para o potencial aumento dos casos da doenca em municipios da Grande
Sao Paulo. ApGs analise, constatou-se que o protozoario foi encontrado em grande
parte dos animais coletados (FAPESP, 2019).

Estudos demonstraram que o triatomineo P. megistus participa do ciclo
silvestre da tripanossomiase, uma vez que habita preferencialmente ninhos de
gambas e roedores em touceiras e troncos ocos de arvores. Foi constatado que o0s
triatomineos associados aos gambas possuiam maior percentual de infeccdo em

comparacao aqueles associados aos roedores (SANTOS JUNIOR, 2007).

O aumento de colbnias de P. megistus somado a presenca de gambas-de-

orelha-preta em area urbana torna necessario o estudo destes animais, de modo a
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monitorar um eventual ressurgimento do ciclo silvestre da doenca na regiao e, se for
0 caso, possibilitar uma prevencdo de um possivel aumento na contaminacao de

humanos e animais domeésticos por T. cruzi.

O estudo visa investigar a pesquisa de Trypanosoma cruzi hos gambas-de-
orelha-preta situados no parque do Instituto Butantan, tendo em vista que os animais
da ordem Didelphimorphia sédo considerados reservatérios naturais primitivos do

referido protozoério.
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2. METODOLOGIA

2.1Area de estudo

O estudo foi realizado entre dezembro de 2019 e janeiro de 2020, periodo em
que foram feira as capturas dos gambas-de-orelha-preta nas dependéncias do parque
do Instituto Butantan (23°34°02”S, 46°43’07”W), localizado no municipio de Sao
Paulo/SP. A vegetacao local pode ser caracterizada como fragmento remanescente
de Mata Atlantica em &rea urbana.
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Fonte: Google Earth

2.2 Procedimentos

A coleta foi realizada através de armadilhas tipo Tomahawk®, confeccionadas
em grades de arame galvanizado, onde foram utilizadas iscas alimenticias composta
por pasta de amendoim, frutas e proteina animal para atrair os animais (GRAIPEL &
MONTEIRO-FILHO, 2006) O esforgo amostral foi de 24 armadilhas/noite.
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Os animais foram contidos manualmente e submetidos a sedacdo com
Isoflurano, de modo a facilitar o manejo, bem como reduzir o possivel estresse
proporcionado pela captura e da colheita de material biolégico (CUBAS, SILVA E
CATAO-DIAS, 2014). A marcacao individual foi feita por marcador permanente, feitos
na base da cauda dos animais com numeracéo individual, de modo que permitissem
sua identificacdo (GRAIPEL & MONTEIRO-FILHO, 2006).

Os animais coletados foram submetidos a pesagem, sexagem e colheita de

material biolégico para analise.

Para a andlise dos hemoparasitas, foram coletadas amostras de sangue dos
individuos capturados, sendo a veia caudal a via de eleicdo para a colheita. Em
seguida, foi feito esfregaco de sangue fresco em laminas histoldgicas, as quais foram
inicialmente imersas em recipiente contendo alcool metilico por 1 minuto para
desidratacdo. Em seguida, as laminas foram coradas com GIEMSA por 30 minutos e
lavadas em seguida com agua tamponada, preparada com agua destilada, fostato
monopotassico (KH2PO4) e fosfato dissédico (NazHPO4) (CACERES et. al, 2001,
2006, MEIS et. al, 2017). AplOs secas em temperatura ambiente, as laminas foram
observadas em microscopio éptico pertencente ao Laboratério de Parasitologia do

Instituto Butantan.
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3. RESULTADOS

Durante os meses de dezembro de 2019 e janeiro de 2020, foram coletados 7
animais, sendo 5 fémeas adultas e 2 machos jovens. As amostras de sangue foram
coletadas da veia caudal e em seguida feito o esfregago com o sangue fresco, seguido
de todo o processo de coloracdo das laminas descrito anteriormente. Foram feitas

duas laminas por animal.

As laminas foram observadas em microscopio 6ptico, com lente objetiva 100x,
sendo que a busca pelo parasito foi feita por toda a lamina, principalmente nos bordos
do esfregaco. Na analise das 14 laminas de amostras obtidas dos 7 animais coletados,

0 parasita ndo foi encontrado.

Imagem de uma das laminas analisadas. Pode-se observar apenas eritrocitos

Fonte: préprio autor
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4. DISCUSSAO

O Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) € um protozoério flagelado e parasita
obrigatorio de mamiferos das mais variadas ordens. Seu ciclo evolutivo compreende
duas formas distintas: formas replicativas, onde sédo presentes as epimastigotas (tubo
digestorio do inseto vetor) e amastigotas (interior das células dos mamiferos) e formas
nado-replicativas e infectantes, que sdo tripomastigotas metaciclicos (presentes na
urina e fezes dos insetos vetores) e os tripomastigotas circulantes, presentes no
sangue dos mamiferos, objeto de estudo neste trabalho (AZAMBUJA, GARCIA, 2017).
Os vetores sao triatomineos hematéfagos, sendo o principal deles o Triatoma
infestans, predominante em areas rurais e de grande ocorréncia no Rio Grande do Sul
(ROCHA E SILVA et al., 2011).

Acredita-se que foi introduzido no estado de Sdo Paulo por tropeiros que
percorriam o Caminho dos Muares durante o século XVIII, que ligava o estado até a
cidade de Sorocaba, no interior paulista. As acdes antrépicas no ambiente
favoreceram a proliferacdo deste inseto, fato que alarmou as autoridades
epidemioldgicas na década de quarenta. Tal fato levou a necessidade da criacdo de
um programa de controle vetorial, implementado na década de 50 (ROCHA E SILVA
et al., 2011).

Estas medidas levaram a concessao pela Organizagcdo Panamericana de
Saude do Certificado Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da Doenca de
Chagas ao Brasil (SILVA, 2019).

Na medida em que houve o controle do T. infestans, ocorreu um aumento de
vetores secundarios como o Triatoma sordida e Panstrongylus megistus, outros
triatomineos hematéfagos encontrados de forma abundante na regido de Mata
Atlantica (SILVA, 2019).

Recentemente, entidades epidemioldgicas estdo acompanhando o aumento de
colbnias de P. megistus no estado de S&o Paulo. Houveram diversas notificagbes de
ocorréncia do inseto em regides peridomiciliares, avancando para a cidade de Séo
Paulo. Os animais encontrados foram testados para T. cruzi, e grande parte deles

obteve resultado positivo para a presenca do parasita. (FAPESP/SUCEN, 2019)
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Sabe-se que estes animais tém preferéncias por locais com alguma cobertura
vegetal, regimes de chuva regulares e regibes antropizadas, caracteristicas
encontradas em fragmentos de Mata Atlantica préximos a cidades, que também séo
procurados por didelfideos sinantrépicos, como o gambéa-de-orelha-preta (D. aurita).

Os marsupiais didelfideos sdo ha muito considerados o0s principais
reservatorios de T. cruzi por diversar razfes, destacando-se relatos por diversos
autores de infecgcdo natural pelo protozoario, manutengdo de replicacdo do seu ciclo
de multiplicacéo extracelular nas glandulas paracloacais, bem como seus hébitos
ndmades e sua plasticidade e adaptabilidade a ambientes devastados e totalmente
alterados pelo homem. Todas estas caracteristicas 0s colocam como importantes
sentinelas para eventuais circulacdes silvestres de T. cruzi em determinados locais
(JANSEN, 2017).

Apesar de existirem diversos estudos que demonstrem a habilidade dos
didelfideos como reservatérios de T. cruzi, os resultados do presente estudo
demonstraram nao haver infeccdo nas amostras analisadas dos individuos
capturados. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et. al (2015), onde

foi utilizada a mesma metodologia adotada neste trabalho.

pY

Entretanto, estudos em locais de cobertura vegetal semelhante a area
estudada, pertencente ao dominio de Mata Atlantica, apresentaram resultados

distintos.

Steindel et. al (2008) realizou um estudo de T. cruzi em marsupiais do estado
de Santa Catarina, no municipio de Navegantes, local onde foi relatada contaminacao
oral através da cana-de-acUcar, e o parasita foi detectado em 2 de 5 animais coletados

do género Didelphis.

Estudos feitos com animais do Parque Nacional da Serra da Capivara,
localizado no estado do Piaui, também apresentaram resultados positivos para 17%
dos didelfideos coletados (HERRERA et. al, 2005).

Toledo et. al (1997) pesquisou 0 protozoario em didelfideos da regidao de
Maringa, no Parana, e obteve diferentes resultados com relacéo a animais coletados
na zona rural de Sarandi no Parque do Inga (Maringad/PR). Os dois animais coletados
em Sarandi apresentaram resultado positivo para T. cruzi, ao passo que dos animais

encontrados no Parque do Ingéa (5), apenas 2 tiveram resultados positivos.
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Ressalte-se que todos os estudos supracitados utilizaram metodologia
diferente da adotada neste estudo, sendo o diagnostico feito por hemocultura do

sangue colhido em meio e fragmentos de 6rgdos (TOLEDO et. al, 1997).

Além dos trabalhos acima, que foram feitos no dominio Mata Atlantica, ha ainda
estudos em outros dominios brasileiros, como Amazénia (DEANE, 1961, 1964),
Pantanal (COMINETTI et. al, 2011) e Cerrado (MELLO, 1982), destacando-se este
altimo, no qual os animais obtiveram resultados mais relevantes, pois houve um maior

ndmero de animais positivos para o parasito (20,6% dos animais coletados).

Embora haja literatura abundante relatando marsupiais didelfideos como
reservatorios naturais de T. cruzi, os trabalhos aqui relatados apresentarm resultados
bastante diversos. Provavel que muito disso se deva ao fato do baixo numero de
individuos capturados para estudo, 0 que nao proporciona uma maior acuracia nos

resultados.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Ainda que os resultados obtidos neste trabalho ndo tenham identificado a
presenca dos parasitos nos possiveis hospedeiros, a literatura corrobora os marsupais

didelfideos como reservatorios naturais de Trypanosoma cruzi.

Apesar dos esforcos nas campanhas de coletas dos animais, 0 numero de
individuos amostrados foi ainda insuficiente para que se obtivesse resultados a partir
para chegar a uma conclusao a respeito da infeccdo dos marsupiais residentes no
parque do Instituto Butantan. Importante ressaltar que a maioria dos trabalhos
elencados anteriormente na discussdo analisou um numero amostral de individuos

semelhante ao utilizado neste trabalho.

Como exemplo, pode-se citar Steindel et. al (2008), que coletou 6 marsupiais
didelfideos. Toledo et. al (1997) coletou apenas 5 animais na regido de Maringa/PR,
incluindo area rural e o Parque do Inga. Herrera et. al (2005) realizou suas coletas no
Parque Nacional da Serra da Capivara e arredores, e mesmo sendo uma area

preservada (PARNA), coletou apenas 17 gambdés para estudo.

Dito isso, € necessario intensificar as coletas para aumentar o nUmero amostral,
bem como ampliar os pontos de coleta a fim de comparar dados obtidos de diferentes
regides da grande Sao Paulo onde colbnias dos triatomineos P. megistus estdo sendo

encontradas.
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