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RESUMO

OBJETIVO

Foi realizado estudo exploratoério para determinar a infeccao por Trypanosoma cruzi na raposa cinza (U. cinereoargenteus) e no
gamba manchado do sul (S. angustifrons) em Yucatan, México.

METODOS

Usamos amostras de varios 6rgaos (coracdo, musculo esquelético, rim, baco, figado, esofago e estdmago), correspondente a indi-
viduos de raposa cinzenta e gamba manchado, capturados no peridomicilio de oito localidades rurais de Yucatan entre o periodo
de 1990-2008. A presenca de DNA de T. cruzi em amostras de tecido foi determinada pelas técnicas PCR e exames histopatoldgicos.

RESULTADOS

Todos os individuos estudados tinham pelo menos uma amostra de tecido com DNA de T. cruzi. O esofago (9/13), o coracao
(7/13) e o mUsculo esquelético (6/13) foram os 6rgdos com maior frequéncia de DNA de T. cruzi. Nao foram encontrados ninhos
de amastigotas, no entanto, a observacao microscopica revelou lesdes caracteristicas da infeccao por T. cruzi, como infiltracao
inflamatoria por linfocitos e histiocitos com ou sem necrose de células cardiomidcitos, e proliferacao de fibrocitos, fibroblastos
e fibras de colageno (fibrose).

CONCLUSOES

Os resultados confirmam que esses dois carnivoros selvagens sao hospedeiros naturais do T. cruzi em Yucatan, México. O compor-
tamento sinantropico desses dois mamiferos em Yucatan torna necessario focar estudos futuros sobre seu papel dentro do ciclo
de transmissao peridomiciliar rural do T. cruzi na Peninsula de Yucatan.
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INTRODUCAO

Trypanosoma cruzi, € um protozoario flagelado que infecta na-
turalmente cerca de 180 espécies de mamiferos'. Em ambientes
domeésticos e peridomésticos, os principais hospedeiros do para-
sito, sao caes e uma grande variedade de animais, especialmente
marsupiais e roedores, que desempenham papel epidemioldgico
muito importante na transmissao do parasito’. Em ambientes sel-
vagens, tatus, marsupiais, roedores e morcegos sao os hospedei-
ros naturais de T. cruzi. No entanto, estudos recentes mostram
elevada prevaléncia de infeccdo natural por T. cruzi em carnivo-
ros, tais como guaxinins (Procyon lotor), coiotes (Canis latrans),
raposas cinzentas (Urocyon cinereoargenteus), linces (Lynx ru-
fus) e guatis (Nasua nasua), sugerindo a importancia dos carnivo-
ros na manutencao do ciclo selvagem de T. cruzi®.

0 estado de Yucatan/México, é considerado area endémica da
doenca de Chagas?, onde varias espécies de mamiferos selvagens
foram encontradas naturalmente infectadas com T. cruzi, entre
as quais, a espécie Didelphis virginiana é considerada importante
reservatorio no ciclo de transmissao peridomiciliar do parasito*’.
Em Yucatan, a raposa cinzenta (Urocyon cinereoargenteus), o
gamba (Spilogale angustifrons), e, em menor grau, o quati (Na-
sua narica) e o guaxinim (Procyon lotor) sao carnivoros, frequen-
temente observados nos quintais das casas rurais, principalmente
onde agricultura esta presente®. A observacao da vida selvagem
no ambiente humano Yucatecan é cada vez mais frequente, tanto
em locais rurais como urbanos, provavelmente devido ao cresci-
mento e desenvolvimentos urbanos e comerciais. A presenca de
raposas cinzentas e gambas € um fendmeno que deve ser inves-
tigado tanto em termos do impacto ecoldgico como do risco de
transmissdo de agentes zoonoticos patogénicos.

O presente estudo objetivou explorar a presenca da infeccao
por T. cruzi em amostras biologicas preservadas de um banco
de amostras de tecidos de carnivoros sinantropicos, para obter
informacao inovadora sobre hospedeiros naturais de T. cruzi,
contribuindo para o conhecimento do papel dos mamiferos sel-
vagens no ciclo de transmissao de T. cruzi em areas de florestas
tropicais do México.

METODOS
Area do estudo

0 estado de Yucatan esta localizado no extremo norte da Pe-
ninsula de Yucatan, no sudeste do México (19°29’ e 21°37’ de la-
titude norte e 87°32’ e 90°25’ de longitude oeste). Faz fronteira
ao norte com o Golfo do México, a leste e sudeste com Quintana
Roo, e a oeste e sudoeste com Campeche.

Amostras biologicas

Foram utilizadas cinquenta amostras de tecidos de coracao,
musculo, baco, figado, rim, esdfago e estémago de 10 individuos
adultos de U. cinereoargenteus (41 amostras), 2 individuos adul-
tos e um individuo jovem de S. angustifrons (nove amostras).
Todas as amostras foram obtidas do banco de amostras bioldgicas
do Laboratorio de Zoonosis y Otras ETV’s do Centro de Investiga-
ciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” da Universidad Auténoma
de Yucatan. Este banco armazena diferentes tipos de amostras
bioldgicas obtidas de mamiferos capturados de diferentes pro-
jetos de investigacdo realizados entre o periodo 1990-2008 em
quintais domésticos de localidades rurais no estado de Yucatan.

As amostras selecionadas para o estudo, provém de carnivo-
ros selvagens recolhidos em diferentes localidades rurais (Fi-
gura 1), e todas elas foram conservadas em cubos de parafina
e preparados de secoes histologicas coradas com Hematoxili-
na-Eosina (H&E).

Figura 1. Localizacao geogréfica das localidades rurais do estado de Yucatan onde
foram capturados os animais cujas amostras foram analisadas neste estudo.
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Diagndstico por PCR de infecgcdo por Trypanosoma cruzi

Para extracao de DNA a partir de amostras de parafina, fo-
ram obtidas secoes de cinco pym de espessura com a ajuda
de microtomo e colocadas em tubos de microcentrifugacao
de 1,5 mL. A parafina foi retirada por lavagens consecutivas
de xileno, etanol a 100%, etanol a 70%, e agua destilada (20
min cada). Subsequentemente, 200 pl de tampao de lise (200
mM Tris-HCL pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA e 0,5% SDS) e
Proteinase K (10 pg/ml) foram adicionados em cada amostra
e incubados a 60 °C durante pelo menos duas horas e meia’. A
extracao e purificacdo do DNA, foi concluida pelo sistema de
extracao semi-automatizado Maxwell® 16 e utilizando o Kit de
Purificacao de DNA FFPE Tissue LEV (Promega, Madison, WI,
EUA), seguindo as instrucoes do fabricante.

Para extracao de DNA a partir de preparacoes histoldgicas co-
radas, foram obtidos tecidos a partir de preparacoes histologi-
cas coradas por H&E, os fragmentos de tecido foram removidos
manualmente das [aminas utilizando borda de bisturi para cada
amostra. Subsequentemente, as amostras retiradas foram des-
parafinizadas por lavagens consecutivas com xileno, etanol a
100%, etanol a 70% e agua destilada durante 10 minutos para
cada solucao. Finalmente, as amostras foram deixadas a secar
durante 20 minutos a temperatura ambiente e foram colocadas
em tubos PCR de 200 pl e depois para a sua conservacao em
congelacao a -20 °C até a sua analise’™'" (ver abaixo).

Para a reacao em cadeia da polimerase, 3 pL das amostras
de DNA com parafina foram misturadas com Go Taq Green Mas-
ter Mix (Promega, Madison, WI, EUA) 1X e 10 pM de cada oli-
gonucleotido sintético: 121 (sense) 5’- AAATAATGTACGG (T/G)
GAGATGCATGA-3 ‘e 122 (antisense) 5’- GGTTCGATTGGGGTTG-
GTGTGTAATATA-3’, que amplificam 330 pares de bases do kDNA
do parasito com sensibilidade de 95 %'*'4. Para as amostras das
preparacoes histologicas coradas, foi feita PCR direta utilizando
o kit Phusion Blood Direct PCR (Thermo Scientific, Carlsbad, CA,
EUA), que nao requer a extracao de DNA. 1X Phusion Blood PCR
Buffer, agua, e 10 pM de cada oligonucleétido sintético (pri-
marios 121 e 122), foram adicionados a estas amostras'>. Apods
varios testes afim de melhorar a qualidade do produto de PCR
acima mencionado'®, foi realizada reamplificacao utilizando o
Go Taq Green Master Mix (Promega) 1X. O DNA gendmico da
cepa H4 de T. cruzi foi utilizado como controle positivo e a mis-
tura de reacao sem DNA foi utilizada como controle negativo.

O produto da PCR de ambos os tipos de amostras, foi anali-
sado por eletroforese em 1,5% gel de agarose corado com bro-
meto de etidio (5 pg/mL) durante 30 min a 100V em tampao
1X TBE (acido tris-borico -EDTA).
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Estudo histopatolégico

Todas as amostras embebidas em parafina foram processadas
para a preparacao de secoes histologicas de 5 pm de espessu-
ra, coradas com H&E, e montadas com resina sintética em lami-
nas. Antes de serem processadas para extracao de DNA, todas as
amostras conservadas em preparacdes histologicas coradas com
H&E, foram também examinadas microscopicamente em diferen-
tes ampliacoes de 4x, 10x e 40x. A analise positiva consistiu na
observacado de lesdes microscopicas compativeis com a infeccao
por T. cruzi'.

RESULTADOS
Amplificacdo do DNA de Trypanosoma cruzi em tecidos

Pelo menos uma amostra de tecido de todos os animais estu-
dados, e 76% do total de amostras analisadas (37/50), revelou
a presenca de DNAde T. cruzi (31 amostras de raposa cinzenta,
e 6 de amostras de gamba) (Figura 2). De acordo com os resul-
tados da PCR, o es6fago (90%), o musculo esquelético (85%),
e o coracao (70%), foram os tecidos com maior frequéncia de
DNA de T. cruzi (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de amostras de tecido positivas e negativas para DNA de
Trypanosoma cruzi por orgaos e espécies hospedeiras.

Total U. cinereoargenteus S. angustifrons
Orgao Positivo Negativo Positivo Negativo
Coracao 5 2 2 1

Baco 5 1 NE 1

Figado 2 4 1 NE

Rim 5 1 1 1
Musculo esquelético 6 1 NE NE
Esofago 7 1 2 NE
Estomago 1 NE NE NE

NE = Nao-Existente

Figura 2. Eletroforese de gel de agarose a 1,5% de amostras de preparacao
histologica e em parafina de U. cinereoargenteus e S. angustifrons. M =
marcador de peso molecular (100 bp), P = controle positivo (DNAT. cruzi), N =
controle negativo (mistura sem DNA). Os nimeros abaixo dos nomes cientificos
correspondem ao codigo de cada individuo e os nimeros abaixo destes
correspondem as canaletas. As letras correspondem ao tipo de tecido analisado: C
= coracao; E = esdfago; R = rim; B = baco; M = mUsculo; H = figado; S = estomago.
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Estudo histopatologico

Foram observadas lesdes compativeis com infeccao por T. cruzi
em amostras de tecido de ambas as espécies, contudo, nao fo-
ram encontrados ninhos de amastigotas (Ver Tabela 2; Figura 3).

Globalmente, todas as lesdes observadas nas amostras de tecido
foram leves. Em U. cinereoargenteus, foram encontradas lesdes
compativeis com T. cruzi no mUsculo cardiaco em um de cinco
individuos PCR positivos (20%), em um de seis (17%) no musculo
esquelético e um de sete (14%) no esdfago; no caso de 6rgaos
parenquimatosos, o rim foi o mais afetado em trés de cinco indi-
viduos (60%), e um de dois (50%) o figado foi o mais afetado. Em
S. angustifrons, um de dois individuos (50%) positivos para PCR
compativeis com T. cruzi, foram encontrados apenas no misculo
cardiaco; em 6rgaos parenquimatosos, apenas o figado de um
individuo tinha lesdes compativeis. Tanto em U. cinereoargen-
teus como em S. angustifrons, as amostras negativas para PCR
mostraram lesdes, no entanto, estas ndo eram compativeis com
a histopatologia associada ao T. cruzi (Tabela 2).

Tabela 2. Lesoes histologicas e a sua frequéncia observadas em amostras de
tecido de Urocyon cinereoargenteus e Spilogale putorius positivas e negativas
para o DNA do Trypanosoma cruzi.

T. cruzi Histological lesion n (%) tissue
DNA samples

1/5 (20%)

Espécies Tecido

Necrose cardiomiocitaria multifocal
moderada

Coracao Positivo

Inflamacao linfocdcica multifocal ligeira  1/5 (20%)

Negativo Linfocito multifocal moderado, his- 1/2 (50%)
tiocitico, infiltrado eosindfilo
Necrose cardiomiocitaria 1/2 (50%)
Degeneragao hidropica 1/2 (50%)
Msculo esquelético Positivo  Necrose multifocal leve 1/6 (16.6%)
9 Esofago Positivo  Hiperplasia acantotética multifocal 4/7 (57.1%)
g moderada
ga Infiltrado linfocitario de focalizagao ligeira 1/7 (14.2%)
§ Negativo Hiperplasia acantotética moderada 1/1 (100%)
E Rim Positivo  Infiltracdo linfocitica intersticial mul-  3/5 (60%)
~ tifocal suave
> Degeneragao hidropica 1/5 (20%)
Necrose do epitélio tubular 1/5 (20%)
Negativo Degeneracao hidropica 1/1 (100%)
Figado Positivo  Infiltracdo intersticial linfohistiocitica ~ 1/2 (50%)
Negativo Degeneracao hidropica multifocal 2/4 (50%)
Baco Positivo  Atrofia do tecido linfoteticular 1/5 (20%)
Hiperplasia Multifocal dos foliculos linfoides 2/5 (40%)
Negativo Hiperplasia linforeticular moderada 1/1 (100%)
Coracao Positivo  Degeneragao hidropica multifocal suave 1/2 (50%)
Negativo Necrose muscular 1/1 (100%)
Infiltrado linfocitico multifocal ligeiro  1/1 (100%)
" Esofago Positivo  Hiperplasia acantotética multifocal 2/2 (100%)
5 moderada
%‘ Infiltracao eosinofila multifocal suave  2/2 (100%)
g') Rim Negativo Degelnerag:éo hidropica multifocal do 1/1 (100%)
S epitélio tubular
< Necrose do epitélio tubular 1/1 (100%)
Figado Positivo  Degeneracao hidropica multifocal moderada 1/1 (100%)
Infiltrado linfocitario periportal 1/1 (100%)
Baco Negativo Hiperplasia linforeticular moderada 1/1 (100%)

Figura 3. Lesoes histologicas observadas em amostras de tecido de U. cinereoargenteus

(A-C) e S. angustifrons (D) PCR-positive com DNA de T. cruzi. A) infiltrado linfocitario no

coracao (10x), B) necrose cardiomiocitaria no coragao (10x), C) eséfago com infiltrado
inflamatério (10x), D) célula inflamatoria no tecido cardiaco (40x).
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DISCUSSAO

A presenca de DNA de Trypanosoma cruzi em amostras de
tecidos de todos os individuos de Urocyon cinereoargenteus e
Spilogale angustifrons capturados em diferentes localidades
do estado de Yucatan, revela que estes carnivoros fazem parte
dos hospedeiros naturais deste protozoario na regiao. Embora
Zavala-Velazquez et al. (1996)'” em Yucatan, e Zamora-Ledes-
ma et al. (2016)"® em Queretaro, ja tivessem relatado reati-
vidade sorologica para T. cruzi em raposa cinzenta, as nossas
descobertas confirmam a infeccao natural por T. cruzi, sendo
o primeiro registo de infeccao em S. angustifrons no México.

Ainda que a transmissao vetorial seja o mecanismo de trans-
missao epidemiologicamente mais importante de T. cruzi para
0s seres humanos, este nao parece ser o caso nos hospedeiros
naturais de T. cruzi. Varios estudos indicaram que os habitos
dos mamiferos, tais como captura, alimentacao e relacao pre-
dador-presa, sao vias comuns de transmissao direta do para-
sito entre os seus diferentes hospedeiros naturais'»?. A aqui-
sicdo de infeccdo com T. cruzi por via oral é provavelmente
a mais importante entre as espécies com habitos carnivoros;
isto tem sido demonstrado experimentalmente em gambas
(Mephitis mephitis) e naturalmente em guaxinins (Procyon lo-
tor), por ingestao de triatomineos infectados, e carne conta-
minada com tripomastigotas, respectivamente?'-22, Além disso,
foi demonstrado que o T. cruzi pode invadir e replicar-se no
epitélio da mucosa gastrica?2. E muito provavel que, devido
ao tipo de alimentacdo de raposas (omnivoras oportunistas)
e doninhas (omnivoras), a predacdo de carnica e pequenas
presas como roedores, e insetos em estacoes secas®®?, lhes
confira susceptibilidade natural a adquirir infeccao por T. cruzi
no seu habitat silvestre. Em Yucatan, foi relatada em roedo-
res comuns, elevada prevaléncia de T. cruzi, elevada taxa de
captura e infeccao de Triatoma dimidiata na estacao seca em
peridomicilios do estado®?, o que constitui um cenario epide-
miologico adequado para explicar o elevado nUmero de amos-
tras positivas no trato digestivo (es6fago, e estdmago) dos ma-
miferos encontrados neste estudo, possivelmente as infeccoes
foram adquiridas pela predacao natural de raposas cinzentas e
gambas nos seus habitats.

Devido a sua biologia e ecologia, os carnivoros podem ter
papel importante nas redes de transmissao parasitaria de mul-
tiplos hospedeiros, como se reflete na elevada prevaléncia de
infeccdo com T. cruzi relatada nos carnivoros'®?223', No Bra-
sil, os quatis (Nasua nasua) parecem desempenhar papel na
manutencao e dispersdo do T. cruzi, devido a sua elevada car-
ga parasitaria e longa duracao?®. Em algumas areas dos Estados
Unidos, a elevada prevaléncia de infeccao com T. cruzi em
carnivoros selvagens, particularmente o U. cinereoargenteus,
varia de 7,6 a 13%*"-32. Do mesmo modo, ha poucos estudos
que referem infeccdo com T. cruzi em gambas, principalmente
Mephitis mephitis, nos quais a prevaléncia de infeccdo num
intervalo de 3 a 32% tem sido relatada®*. No estado de Yuca-
tan, apenas um estudo relatou soropositividade para T. cruzi
em raposas cinzentas, mas nao para as doninhas'’.

Na analise histopatologica das amostras de tecido estuda-
das para ambas as espécies, ndao foram observados ninhos de
parasitos e, as lesdes encontradas, mais frequentemente em
U. cinereoargenteus, eram tanto no musculo cardiaco como
no musculo esquelético. Para S. angustifrons, as lesoes com-
pativeis devidas a T. cruzi foram observadas apenas no tecido
cardiaco, uma vez que as amostras de musculo esquelético,
nao estavam disponiveis para esta espécie. As lesdes encontra-
das neste estudo, foram semelhantes as relatadas em outros
hospedeiros naturais de T. cruzi, incluindo carnivoros??3'.3436,
Quanto aos 6rgdos parenquimatosos, o rim e o figado foram os
mais afetados para o U. cinereoargenteus e S. angustifrons,
respectivamente, sendo semelhantes as lesoes relatadas por

diferentes autores nestes mesmos 6rgaos*3¢. A “auséncia” de
ninhos de T. cruzi nas secdes dos tecidos analisadas poderia
mostrar uma pequena carga parasitaria nestes hospedeiros,
apoiando assim o seu papel como reservatorios naturais. Além
disso, a observacao de ninhos de parasitos em Unica secao de 5
micron de espessura de um 6rgao inteiro pode indicar “sorte”
ou evidéncia de invasédo celular extensiva pelo parasito. Este
Ultimo ndo parece ser o caso no presente estudo.

Apesar de terem sido observadas algumas lesdes neste es-
tudo, tais como infiltrados (linfocitos multifocais, histiocitos
e eosinofilos), necrose cardiomiocitaria, e degeneracao hidro-
pica do coracdo, hiperplasia acantotica do eséfago, degenera-
cado hidropica de hepatdcitos, e hiperplasia linforeticular do
baco, em amostras negativas para PCR; ndo eram compativeis
com infeccao por T. cruzi.

Embora os resultados obtidos neste estudo sejam prelimina-
res /exploratdrios e as amostras utilizadas conservadas ha 10
e 30 anos, consideramos que sao relevantes pois fornecem in-
formacdes sobre a circulacdo natural de T. cruzi em carnivoros
sinantrépicos selvagens no estado de Yucatan. No entanto, um
estudo recente que sintetiza os casos de doencas zoondticas
notificados entre 1995 e 2019 na Peninsula de Yucatan, mos-
trou que, o T. cruzi continua a circular entre os animais sinan-
tropicos, principalmente roedores, gambas e caes, bem como
animais selvagens, como morcegos e roedores®. A captura des-
tes carnivoros em ecotopos humanos (como todos os individuos
analisados neste estudo), sugere que estes mamiferos poderiam
estar envolvidos no ciclo peridoméstico e no fluxo de cepas de
T. cruzi de origem selvagem para a area peridomiciliar humana
rural de Yucatan. Em estudos futuros, € necessario identificar a
DTU (Discrete typing units) das cepas de T. cruzi que circulam
nestas espécies. A compreensao da genética populacional de T.
cruzi é fundamental para discernir o fluxo de parasitos nas pai-
sagens, particularmente em relacao a fragmentacao e mudanca
no uso do solo, onde existem estruturas comunitarias nativas e
ndo nativas®. Estudo recente na Peninsula de Yucatan da-nos
uma ideia sobre a conectividade ecoldgica das comunidades
hospedeiras de mamiferos, vetores e T. cruzi®.

Finalmente, devido a escassa informacdo existente sobre a
ecologia e biologia das populacdes naturais de S. angustifrons e
U. cinereoargenteus na Peninsula de Yucatan, é necessario reali-
zar estudos sobre o tema para elucidar até que ponto estes car-
nivoros poderiam participar nos ciclos de transmissao de T. cruzi.

CONCLUSAO

Este estudo revela que a raposa cinzenta e o gamba man-
chado do sul sao hospedeiros naturais de T. cruzi em Yucatan,
também relata o primeiro registo de infeccao por T. cruzi em
S. angustifrons no México.
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