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RESUMO

OLIVEIRA, Agatha Ferreira Xavier de. Avaliacdo dos efeitos da altitude nos valores
hematoldgicos e pesquisa de hemoparasitos do género Trypanosoma em roedores
silvestres do Parque Nacional do Itatiaia. 2024. 51 p. Tese de Doutorado em Medicina
Veterinria. Instituto de Veterinaria, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
— Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2024.

A diversidade de roedores é notadvel nos mais variados tipos de habitats, despertando
consideravel interesse nas pesquisas relacionadas aos mecanismos adaptativos além da
propagacdo de doencas transmissiveis. O presente estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos da altitude nos valores hematol6gicos e pesquisar hemoparasitos do género
Trypanosoma em roedores silvestres do Parque Nacional do Itatiaia. Foram incluidos ao
estudo 114 roedores, machos e fémeas, advindos de regies de baixa e elevada altitude,
entre 800 a 1500m e 2000 a 2500m respectivamente, utilizando-se armadilhas iscadas
(SISBIO 74498-7). Apos a captura e imediatamente apds a eutanasia amostras de sangue
foram colhidas através de puncdo cardiaca (CEUA/IOC-035/2018). Analises
hematoldgicas foram conduzidas em roedores pertencentes a Familia Cricetidae
(Subfamilia Sigmodontinae) devido a maior representatividade do grupo além de sua
estrita proximidade evolutiva. Uma investigacdo direta através da observacdo em esfregaco
sanguineo e deteccdo por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) visando o gene
18S rRNA de parasitas do género Trypanosoma tambem foi realizada neste trabalho em
todos os individuos da regido alta e em cinco roedores do género Rhipidomys {Tschudi,
1845} da regido baixa. Sobre as andlises hematoldgicas comparativas, os valores de
hematocrito e eosinofilos foram superiores nos roedores machos da regido baixa. Além
disto, aumento na contagem total de leucdcitos foi atribuido ao aumento nas contagens
individuais de neutrdfilos, linfocitos e mondcitos em machos e fémeas desta mesma regiao
(parte baixa). Os animais pertencentes a parte alta demonstraram valores superiores apenas
em relacdo a proteina plasmatica total e a plaquetometria, sendo este Gltimo dado
observado apenas em machos. A deteccdo de Trypanosoma sp. em roedores da regido alta
(N=74) demonstrou uma taxa de 18,92% (N=14), sendo 20% (N=7) em machos e 16,22%
(N=6) em fémeas pertencentes aos géneros Akodon {Meyen, 1833}, Brucepattersonius
{Hershkovitz, 1998}, Castoria {Pardifias, Geise, Ventura, Lessa, 2016} e Oligoryzomys
{Bangs, 1900}. Das amostras de roedores do género Rhipidomys {Tschudi, 1845} da parte
baixa testadas na PCR, uma taxa de 20% (N=1) de positividade foi observada em um Unico
individuo macho. Formas tripomastigotas foram identificadas em laminas de esfregaco
sanguineo de cinco animais que também demonstraram-se positivos na PCR. Os dados
deste estudo indicam a existéncia de variados padrdes hematoldgicos entre sigmodontineos
ao longo dos gradientes de altitude, além de constatar a presenca de Trypanosoma sp. em
roedores silvestres de ambas as regides do Parque Nacional do Itatiaia. Estes achados
fomentam novos estudos epidemioldgicos, que visam elucidar o papel desempenhado por
esses roedores na propagacdo de enfermidades na fauna doméstica, silvestre e na satde
humana.

Palavras-chave: Rodentia; hematologia, tripanosomatideos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Agatha Ferreaira Xavier de. Assessment of the effects of altitude on
hematological values and research on Trypanosoma hemoparasites in wild rodents
from Parque Nacional do Itatiaia. 2024. 51 p. Thesis (Doctorate degree in Veterinary
Medicine). Instituto de Veterinaria, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
- Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2024.

The diversity of rodents is remarkable in various types of habitats, arousing considerable
interest in research related to adaptive mechanisms beyond the spread of transmissible
diseases. This study aimed to evaluate the effects of altitude on hematological values and
to investigate hemoparasites of the genus Trypanosoma in wild rodents from Parque
Nacional do Itatiaia. A total of 114 rodents, males and females, from low and high-altitude
regions, between 800 to 1500m and 2000 to 2500m respectively, were included in the
study, using baited traps (SISBIO 74498-7). After capture and immediately following
euthanasia, blood samples were collected via cardiac puncture (CEUA/I0C-035/2018).
Hematological analyses were conducted on rodents belonging to the Cricetidae Family
(Subfamily Sigmodontinae) due to the group's greater representativeness and its close
evolutionary proximity. A direct investigation through blood smear observation and
detection via Polymerase Chain Reaction (PCR) targeting the 18S rRNA gene of
Trypanosoma parasites was also conducted in all individuals from the high-altitude region
and in five rodents of the genus Rhipidomys {Tschudi, 1845} from the low-altitude region.
Regarding comparative hematological analyses, hematocrit and eosinophil values were
higher in male rodents from the low-altitude region. Additionally, an increase in total
leukocyte count was attributed to an increase in individual counts of neutrophils,
lymphocytes, and monocytes in males and females from this same region (low part).
Animals from the high part showed higher values only in relation to total plasma protein
and platelet count, with the latter data observed only in males. The detection of
Trypanosoma sp. in rodents from the high-altitude region (N=74) demonstrated a rate of
18.92% (N=14), with 20% (N=7) in males and 16.22% (N=6) in females belonging to the
genera Akodon {Meyen, 1833}, Brucepattersonius {Hershkovitz, 1998}, Castoria
{Pardifnas, Geise, Ventura, Lessa, 2016}, and Oligoryzomys {Bangs, 1900}. From the
samples of rodents of the genus Rhipidomys {Tschudi, 1845} from the low part tested in
PCR, a positivity rate of 20% (N=1) was observed in a single male individual.
Trypomastigote forms were identified in blood smear slides from five animals that also
tested positive in PCR. The data from this study indicate the existence of varied
hematological patterns among sigmodontine rodents along altitude gradients, as well as
the presence of Trypanosoma sp. in wild rodents from both regions of Parque Nacional do
Itatiaia. These findings encourage further epidemiological studies aimed at elucidating the
role played by these rodents in the spread of diseases in domestic, wild fauna, and human
health.

Keywords: Rodentia; haematology; trypasomatids.
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1. INTRODUCAO

Os roedores representam uma vasta e diversificada classe de mamiferos que
desempenham papéis significativos nos ecossistemas naturais, sendo isto intimamente
relacionado a capacidade adaptativa aos diferentes tipos de habitats além da alta taxa de
reprodugao, embora haja variagdes consideravel entre as espécies. Na natureza, promovem a
dispersao de sementes e esporos, polinizacdo, modificagdes na composi¢cdo da vegetagdo, além
de servirem como fonte de alimento para muitos predadores. Além do contexto de importancia
ecoldgica, muitos roedores também recebem destaque em pesquisas médicas, servindo como
modelos biologicos, pela facilidade de manuseio, rapido ciclo de vida e semelhangas genéticas
com os seres humanos, permitindo grande avancos neste nicho ao longo os anos. Diante deste
fato, grande parte dos estudos em roedores sdo direcionados a linhagens criadas em laboratorio,
principalmente quando se fala sobre padrdes hematoldgicos de referéncia.

Compreender que os fatores ambientais podem afetar diretamente os dados
hematologicos ¢ crucial, sendo necessario se considerar ao interpreta-los em estudos sobre
ecologia, conservagdo e bem-estar. Em resumo, quando se pensa em roedores de laboratorio,
por serem criados em ambientes controlados com dietas especificas, disponibilidade de 4gua e
muitos outros recursos, suas varaveis hematologicas podem ndo servir como modelo
comparativo em espécies de vida livre, dificultando o monitoramento em saude na ampla gama
de espécies, indicando-se a necessidade de novas pesquisas de forma continua.

A Mata Atlantica ¢ uma das florestas tropicais mais importantes das Américas,
abrigando muitas espécies selvagens, incluindo roedores, sendo um ecossistema complexo com
biodiversidade unica, que desperta uma grande preocupagdo quando se pensa em conservagao.

O presente trabalho concentrou-se na pesquisa de mamiferos que compdem este cenario,
mais precisamente no Parque Nacional do Itatiaia, localizado na regido sudeste do Brasil. O
local abrange parte dos municipios de Itatiaia e Resende, localizados no estado do Rio de
Janeiro, além de uma pequena por¢do da Bocaina de Minas, localizada no estado de Minas
Gerais. Neste contexto, destaca-se uma subfamilia de roedores locais, Sigmodontinae,
apresentando grande abundancia de espécies. Além da compreensdo acerca da diversidade desta
subfamilia, objetivou-se também indicar seus parametros hematoldgicos, além de identificar a
influéncia das variagdes ambientais, como as mudangas no gradiente de altitude sobre eles. Tais
informacdes fomentam a compreensdo dos mecanismos adaptativos aos diferentes nichos
ecologicos, bem como as pressoes seletivas que as espécies locais enfrentam.

Somado a pesquisa hematoldgica, uma busca sobre a ocorréncia de parasitos do género
Trypanosoma também foi realizada nos roedores das areas de elevada altitude, com o auxilio
de técnicas moleculares e visualizagdo de formas tripomastigotas por microscopia. Espécies
potencialmente zoondticas sdo descritas em roedores selvagens, destacando-se a importancia
de estudos epidemioldgicos e ecoldgicos de forma continua, que incluam a distribuicao
geografica, prevaléncia, bem como fatores de risco associados a infec¢ao.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da altitude nos
valores hematologicos e pesquisar hemoparasitos do género Trypanosoma em roedores
silvestres do Parque Nacional do Itatiaia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biodiversidade e a Satde Unica
O conceito de "biodiversidade" em sua extensdo completa "diversidade bioldgica", foi

inicialmente utilizado por Lovejoy em 1980. De acordo com a Convencéo sobre a Diversidade
Biologica (CDB, 1992), essa nomenclatura abrange a variedade presente dentro das espécies,
entre diferentes espécies e sua inser¢do nos diversos ecossistemas. No entanto, apesar da sua
importancia crucial para a sustentabilidade do planeta e para o bem-estar humano, a
biodiversidade enfrenta uma serie de desafios significativos. A degradacdo e destruicdo de
ecossistemas e habitats, juntamente com a exploracéo direta de espécies, estdo no topo da lista
como principais impulsionadores do declinio da biodiversidade global (Cerda et al., 2023), com
perda de aproximadamente 83% da biomassa de mamiferos selvagens segundo a Plataforma
Intergovernamental sobre Biodiversidade e Servigos Ecossistémicos (IPBES, 2021).

Um fator agravante quando se pensa em biodiversidade é que, somado as acdes
antropicas diretas sobre a vida animal, como por exemplo cacas, atropelamentos e descargas
elétricas, também observa-se a intensificacdo de eventos climaticos e catastrofes naturais,
contribuindo substancialmente a extincdo de espécies (Tilman et al., 2017). Neste sentido,
investigacOes sobre como estes animais respondem a fatores de estresse naturais e
antropogénicos, principalmente quando se pensa em poluentes ambientais emergentes (Pal et
al., 2010), tornam-se fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo
(Todgham; Stillman, 2013; Maceda-Veiga et al., 2014).

Com a crescente demanda, e pensando nos esfor¢os sobre Sadde unica (“One Health”),
atividades de conservacdo da vida selvagem e da biodiversidade ofertam oportunidades a
médicos veterinarios, e promovem uma crescente ao desenvolvimento de pesquisa na area
(Dhama et al., 2013; Cerda et al., 2023). Desde 2004, a Wildlife Conservation Society (WCS)
segue encorajando estudos relacionados a zoonoses emergentes, bem como a integridade dos
ecossistemas e da conservacdo da biodiversidade, sendo o diagnostico de saude na vida
selvagem um ponto chave que contribui para a melhor compreensdo sobre a dindmica de
diversas doencas, incluindo as de interesse humano, uma vez em que estes individuos albergam
uma variedade de agentes infecciosos (Rodriguez-Luna et al., 2024).

2.2 Parque Nacional do Itatiaia - RJ
O Parque Nacional de Itatiaia (PNI) é uma unidade de conservacdo de grande

importancia para o Brasil, especialmente quando se pensa na biodiversidade da Mata Atlantica.
A unidade é administrada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio), e abrange aproximadamente 28.000 hectares. Esté localizado no Macico do Itatiaia
na Serra da Mantiqueira, abrangendo os municipios de Resende e Itatiaia, no sudeste do Estado
do Rio de Janeiro, e os municipios de Bocaina de Minas e Itamonte ao sul do Estado de Minas
Gerais. Ele foi criado em 14 de junho de 1937, pelo Decreto Federal n° 1.713 (Barreto et al.,
2013).

E uma area biogeograficamente interessante, com variadas formacdes vegetais e um
clima subtropical que abriga diversas espécies de plantas e animais (Costa et al., 2018). Ao

longo do gradiente de altitude, que varia de 400 a 2.790 metros, o parque é recoberto
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principalmente por Mata Atlantica Montana e Floresta Estacional Semidecidual, compostas por
quatro comunidades vegetais principais: Floresta Submontana (400 a 499 m), Floresta
Ombrofila Mista Montana (500 a 1499 m), Floresta Ombréfila Densa Alto-Montana (1500 a
1999 m) e Campos de Alta Altitude (acima 2.000 m) (IBAMA, 1994; Geise et al., 2004).

Possui grande importancia geoldgica devido a ocorréncia de um tipo de rocha eruptiva
que € incomum no Brasil, além da diversidade dos relevos montanhosos que inclui as encostas
e o0 topo do planalto do Itatiaia (Serra da Mantiqueira), com destaque ao Pico das Agulhas
Negras, sendo o setimo ponto mais alto do Brasil. Historicamente, a flora primitiva da regido
sofreu grande impacto no periodo de 1908 a 1918 com a implantacéo de culturas agricolas,
principalmente de café e laranja, e extragdo madeireira para a construgdo de estradas de ferro.
Porém, a instauracdo do parque € um marco significativo na historia das politicas ambientais
brasileiras, e reflete o inicio para esforcos de conservagdo no pais (Pereira, 2022).

Sobre a composi¢cdo da fauna local, o PNI tem atraido atencdo especialmente pela
grande variedade de mamiferos locais. Geise et al. (2004) destacam a Ordem Rodentia pela
riqueza de espécies e pelo padrdo de distribuicdo relacionado a variacdes na altitude. Um dado
importante em relacdo aos roedores encontrados no parque € que se observa um dominio de
membros da Subfamilia Sigmodontinae (Silva et al., 2007), principalmente da Tribo
Akodontini nos Campos de Altitude, assim como o observado no Parque Nacional do Caparad
(Bonvicino et al., 1997). Como exemplo, alguma diferenciacdo na altitude foi sugerida para o
género Akodon, observando-se que as espécies A. cursor ocorrem desde o nivel do mar até
localidades acima de 800 m, e as espécies A. montensis, A. reigi € A. serrensis ocorrem em
altitudes superiores (Geise et al., 2004). Essas e outras informacdes indicam a necessidade de
novos estudos, na tentativa de se compreender a dindmica das populacionais de roedores locais.

2.3 Ordem Rodentia
O Brasil, como o quinto maior pais do mundo em extenséo territorial, é reconhecido por

abrigar uma das maiores diversidades de mamiferos, contando com mais de 770 espécies
descritas (Abreu et al., 2023). Neste contexto, destaca-se a Ordem Rodentia, reconhecida como
uma das mais numerosas e diversificadas, abrigando cerca de 267 espécies (Abreu et al., 2023).
A palavra roedor é derivada do verbo latino rodere, que significa “roer”, referindo-se a denticédo
altamente especializada apresentada por individuos deste grupo (Keeble, 2009).

Apesar de sua diversidade morfologica e ecologica, todos os roedores partilham de tal
caracteristica, apresentando um Unico par de dentes incisivos superiores e um Unico par de
incisivos inferiores hipertrofiados que, na verdade, sdo segundos incisivos deciduos retidos. Os
incisivos ndo possuem raizes e crescem continuamente, e além disso, existe um intervalo
desdentado denominado diastema (Donnelly et al., 2015).

Os mdasculos mastigatorios destes animais evoluiram para facilitar o roer com 0s
incisivos e a mastigagdo com os molares, sendo o masseter altamente desenvolvido,
estendendo-se anteriormente para originar o rostro. Todos os roedores vivos desenvolveram
essa expansdo do masculo masseter de uma das trés maneiras, denominadas condicOes
ciuromorfa, histricomorfa e miomorfa (Cox et al., 2012; Gomes Rodrigues et al., 2018).

Os roedores estdo distribuidos globalmente, exceto na Antértica e em algumas ilhas
oceanicas, e exibem uma notavel diversidade ecoldgica, com espécies que passam suas vidas
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inteiras na copa das florestas tropicais e outras que raramente deixam o subsolo (Donnelly et
al., 2015). Por possuirem ampla distribuigdo nos mais variados ambientes, estes animais exibem
diversos padrdes corporais adaptados aos seus respectivos estilos de vida (Tumeleiro, 2011),
incluindo roedores corredores, saltadores, escavadores, planadores, semiaquaticos, arboricolas
e escaladores (Hafner, Hafner, 1988). Além disso, em relacdo aos habitos alimentares, muitos
roedores possuem uma dieta onivora, enquanto alguns alimentam-se exclusivamente de certas
espeécies de invertebrados ou fungos (Donnelly et al., 2015).

A historia natural e a biologia dos membros desta ordem apresentam variacdes
substanciais (Delaney et al., 2018), fazendo com que a descoberta de novas espécies em todo o
mundo gere novos dados e interpretacfes, tornando o grupo dinamico e em constantes
mudangas taxondmicas (Keeble, 2009).

2.4 Classificacdo dos Roedores
Um dos sistemas mais antigos de classificacdo utilizada em roedores é a proposta por

Brandt (1855), havendo a divisdo em trés subordens: Sciuromorpha, Myomorpha e
Hystricomorpha, com base em caracteristicas morfologicas como o arco zigomatico, o foramen
infraorbital e a insercdo do musculo masseter (Carleton; Musser, 2005). Neste tipo de
classificacdo os esquilos e marmotas pertencem ao grupo dos sciuromorfos; ratos, hamsters e
camundongos ao grupo dos miomorfos; e os roedores sul-americanos (cotias, ouricos,
capivaras, preas, chinchilas, pacas, entre outros) ao grupo dos histricomorfos, recebendo uma
nomenclatura especial, Caviomorpha (Mckenna; Bell, 1997).

Um segundo tipo de classificacdo proposto por Tullberg (1899) separou os roedores em
duas subordens: Sciurognathi e Hysticognathi, com base na posic¢éo dos incisivos e no angulo
da mandibula (Carleton; Musser, 2005). Destes dois grandes grupos, apenas Hystricognathi
forma um clado fortemente apoiado em filogenias a partir de dados moleculares, e também pela
morfologia (Landry, 1999; Fabre et al. 2013).

As propostas mais usuais utilizadas nas delimitacdes taxondmicas sdo baseadas em
filogenias moleculares, no angulo do processo angular referente ao plano dos incisivos e no
sistema zigomassetérico. A partir disto, a ordem foi dividida em cinco subordens:
Anomaluromorpha Bugge, 1974, Castorimorpha Wood, 1955, Myomorpha Brandt, 1855,
Sciuromorpha Brandt, 1855 e Hystricomorpha Brandt, 1855 (Wilson et al., 2016; D’Elia et al.,
2019; Abreu et al., 2023).

2.4.1 Familia Cricetidae Fischer, 1817

Dentro da Subordem Myomorpha Brandt, 1855, estdo incluidos os ratos, camundongos,
ratos-do-campo, gerbos, hamsters, lemingues alocados entre as Superfamilias Dipodoidea
Fischer de Waldheim, 1817 e Muroidea, Illiger, 1811 (Integrated Taxonomic Information
System, 2024).

Os roedores da Superfamilia Muroidea alocados na Familia Cricetidae, compreendem
trés principais subfamilias nas Américas: Neotominae, Tylomyinae e Sigmodontinae. Enquanto
as duas primeiras subfamilias sdo originarias da América do Norte ou América Central, com
algumas espécies se estendendo até a América do Sul, a Ultima é altamente diversificada e
predominantemente nativa do continente sul-americano. (Patton et al., 2015).



Com aproximadamente 87 géneros e mais de 430 espécies (Gongalves et al., 2020), a
Subfamilia Sigmodontinae compreende grande parte dos roedores cricetideos da América do
Sul (Pardifias et al., 2017). A taxonomia dessa subfamilia é complexa, sendo os géneros
classificados em dois clados formados ao todo por nove tribos: um clado contendo as tribos
Abrothrichini, Akodontini, Oryzomyini, Phyllotini, Reithrodontini, Thomasomyini,
Wiedomyini e um outro clado contendo a Sigmodontini e Ichthyomyini. (D’Elia et al., 2007).
Alguns géneros ndo estdo alocados a nenhuma das tribos, sendo considerados como Incertae
sedis, sendo eles Abrawayaomys, Andinomys, Chinchillula, Delomys, Euneomys, Irenomy,
Juliomys, Neotomys, Phaenomys, Punomys e Wilfredomys (D’Elia et al., 2007).

A histdria evolutiva de muitas tribos, géneros e espécies de sigmodontineos esta
intrinsicamente ligada aos biomas sul-americanos e a sua historia geoldgica (Parada et al.,
2013). Por apresentarem diversas adaptacdes ecomorfoldgicas, seus representantes ocupam
uma variedade de habitats que vao desde o nivel do mar até grandes altitudes, e florestas
tropicais umidas da Amazoénia até regibes mais secas ao longo da costa do Pacifico. Muitos
géneros e espécies se estendem por mais de um tipo de habitat, no entanto, muitos outros
parecem estar restritos a habitats especificos como por exemplo, areas florestadas tropicais com
predominancia de orizomineos e tomazomineos, terras baixas temperadas por akodontineos,
desertos do Piedmont Andino e areas altas dos Andes por filotineos, e terras aridas frias,
planicies do sul e florestas temperadas e subantarticas por abrotriquineos (Patton et al., 2015).

Sobre as caracteristicas morfoldgicas, demonstram consideraveis variacdes em relagdo
a massa corporal (Bonvicino et al., 2008), e muitos cricetideos possuem aparéncia semelhante
a camundongos/ratos, possuindo corpos pequenos e ligeiramente alongados, de coloracédo
variando de cinza, castanho a marrom, com caudas longas (Patton et al., 2015). No entanto, as
formas corporais neste grupo demonstram-se bem diversificadas, sendo as adaptagdes
anatdmicas intimamente relacionadas aos habitos de vida de cada grupo de roedor, como por
exemplo, os individuos fossoriais que apresentam olhos reduzidos, porém, um tato altamente
desenvolvido (Johnston, 2003). De maneira geral, os cricetideos comunicam-se por meio de
juncdes de sinais quimicos, tateis, visuais e auditivos (Smith, 1972).

A maior parte dos sigmodontineos neotropicais sdo considerados onivoros, incluindo
em sua dieta artropodes, restos de folhas e fibras de plantas, frutos, sementes intactas e esporos
micorrizicos (Sahley et al., 2015). A dieta destes individuos € influenciada por variagdes
sazonais e disponibilidade de recursos ao longo do ano, principalmente quando se pensa em
artropodes e frutos (Pinotti et al. 2011). Apesar disto, informagdes sobre a histdria natural,
comportamento alimentar e o papel ecoldgico desses pequenos roedores nas florestas
neotropicais sao limitadas, o que torna dificil entender completamente como contribuem para a
estrutura e funcionamento dos ecossistemas (Sahley et al., 2015).

Em relacdo aos habitos reprodutivos, séo altamente sensiveis, demonstrando picos de
atividade reprodutiva e de abundancia em resposta a mudancas ambientais (Bonvicino et al.,
2002; Luza et al., 2013). A alta atividade reprodutiva € uma caracteristica crucial da historia de
vida dos cricetideos, uma vez em gque possuem pequeno porte corpdreo e curta expectativa de
vida, sendo uma das estratégias utilizadas a geracao de grandes ninhadas e ciclos reprodutivos
mais frequentes para manutencéo dessas espécies (De Lima et al., 2022).



Um dos grandes apelos para estudos nesta subfamilia no contexto de saude Unica, € o
fato de que quatro das nove tribos (Sigmodontini, Oryzomyini, Akodontini e Phyllotini), que
incluem a maioria das espécies identificadas na América do Sul, albergam espécies de
hantavirus de importancia em saude humana (Palma-Vésquez et al., 2012), além de parasitos
como Trypanosoma sp., Leishmania sp. (Ordufia-Mayares et al., 2022), Schistosoma mansoni
(Miranda et al., 2023) e bactérias como Leptospira sp. (Vieira et al., 2019). Apesar de serem
potenciais reservatorios, pouco se sabe sobre os pardmetros de satde nos hospedeiros de vida
livre, dados estes que poderiam contribuir para a compreensédo das interfaces dos mecanismos
de resisténcia e transmissao de patdgenos, conservacdo de espécies e identificacdo de ameagas
a saude publica.

2.5 Hematologia dos Roedores
As andlises hematoldgicas sdo potenciais ferramentas de estudo, aplicaveis ao

diagndstico e monitoramento de doencas, e indiretamente, avalia¢do da salde dos ecossistemas
(Maceda-Veiga et al., 2015). Apesar de determinadas regras estarem bem estabelecidas na
hematologia humana e em animais domesticos, ainda existem lacunas nas analises da fauna
silvestre, exigindo cada vez mais o aprimoramento nas técnicas diagnosticas (Cabarcas-
Montalvo et al., 2012).

Um dos exemplos que destacam a hematologia como uma ferramenta util para a
avaliacdo dos impactos antropicos sobre a biodiversidade é em relacéo aos efeitos dos poluentes
sobre constituintes sanguineos. A exposicdo a poluicdo pode predispor, por exemplo, a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo os eritrdcitos as primeiras células
a sofrerem efeitos oxidativos (Ruas et al., 2008).

Quando se refere ao hemograma, trata-se de um tipo de avaliacdo hematoldgica
composta pelo eritrograma (avaliacdo dos eritrocitos), leucograma (avaliacdo dos leucocitos) e
plaquetograma (avaliacdo das plaquetas) a partir de amostras sanguineas ndo coaguladas (Thrall
et al., 2012). Tal avaliacdo pode ser feita de forma manual, utilizando diluentes e contagens em
camara de Neubauer ou por meio de equipamentos hematologicos automatizados, que
originalmente foram desenvolvidos para laboratérios humanos, mas posteriormente foram
estabelecidos para espécies veterinarias (Bauer et al., 2012). Além disto, a confec¢do do
esfregaco sanguineo é uma das etapas cruciais para 0 hemograma, permitindo a determinacao
da contagem diferencial de leucocitos, além da observagdo da morfologia celular e pesquisa de
hemoparasitos, ambos com o auxilio da microscopia de luz (Almosny; Monteiro, 2007).

Dentro do eritrograma estdo incluidas: contagem total de eritrécitos, determinagdo do
hematdcrito e da concentracdo da hemoglobina. Determina-se o hematocrito pelo método de
centrifugacgdo do capilar sanguineo, em rotagédo de 10.000 a 12.000 rota¢des por minuto durante
5 minutos (Thrall et al., 2012). Para a concentra¢éo de hemoglobina, utilizam-se kits comerciais
e, para se obter os indices hematimétricos (volume corpuscular medio — VCM; concentracédo de
hemoglobina corpuscular média - CHCM) séo realizados calculos considerando os valores do
hematocrito, hemoglobina e de hemécias (Latimer et al., 2003). O céalculo manual de hemécias
é realizado a partir de uma diluicdo de 1:200, utilizando-se Liquido de Gower ou solucdo
fisiol6gica e amostra sanguinea com anticoagulante, contando-se cinco quadrantes centrais da
camara de Neubauer. Ao final, o resultado é multiplicado por 10000 (Jain, 1993).



A contagem manual de leucdcitos totais em mamiferos é realizada em uma diluicéo
1:20, composta por sangue ndo coagulado e uma solucdo lisante de hemécias (Liquido de Turk),
contando-se os quatro quadrantes laterais da camara de Neubauer (reticulos de leucdcitos),
multiplicando-se o resultado pelo fator de multiplicacdo 50 (Jain, 1993). Ja para a contagem
manual diferencial, realiza-se uma contagem em 100 leucdcitos categorizados em neutrofilos,
linfécitos, mondcitos, eosindfilos, baséfilos e neutrofilos imaturos (bastonetes, mieldcito e
metamieldcito). As porcentagens dos tipos celulares sdo entdo multiplicadas pela contagem
total da leucometria, afim de se determinar a contagem absoluta para cada tipo (Thrall et al.,
2012).

E importante destacar que a quantificacdo e a avaliagdo morfologica das células
sanguineas permitem identificar condigdes como anemia, doencas inflamatorias, parasitemias,
disfuncbes hemostéaticas e outros distdrbios hematopoiéticos (Almosny; Monteiro, 2007).

Intervalos de referéncia sdo uma parte importante de nas andlises laboratoriais, sendo
projetados como diretrizes durante a interpretagdo e determinacao de um resultado “normal” ou
“anormal” (Heatley, Russell, 2020). Porém, um dos principais desafios quanto a interpretacédo
de dados laboratoriais em animais selvagens, incluindo os hematologicos, é a baixa
disponibilidade de intervalos de referéncia para as mais variadas espécies (Etim et al., 2014).
Além disso, dentro de uma mesma espécie, existem variaveis significativas que podem
influencié-los, tais como idade, sexo, estado reprodutivo, nutri¢do, estacdo do ano, entre outros
(Onasanya et al, 2015).

Estes intervalos normalmente séo obtidos através dos valores estatisticos média e desvio
padrdo dos dados que se ajustam a uma distribuicdo normal (Gaussiana), pressupondo que 95%
da populacédo saudavel se enquadrara no intervalo de referéncia estabelecido (Heatley, Russell,
2020). Tal motivo certifica a dificuldade em se obter intervalos para espécies selvagens,
dificultando a publicacdo dos dados e gerando um desafio adicional na interpretacdo dos
resultados (Campbell, 2015).

Os estudos hematoldgicos de roedores sdo, em sua grande maioria, direcionados a
analises realizadas em animais de laboratério (Percy; Barthold, 2016; Delaney et al., 2018). A
dificuldade de acesso aos variados habitats dos roedores selvagens, bem como a obtencao
amostral significativa para a determinacdo de intervalos de referéncia, torna a patologia clinica
para esses animais um grande desafio (Miller; Fowler, 2014). Porém, o que se observa na pratica
é que ha semelhangas entre os grupos domésticos com os de vida livre, possibilitando a
realizacdo de analises comparativas (Kleiman et al., 2010).

De maneira geral, quando comparado a outros mamiferos, com excec¢do do porquinho-
da-india (Cavia porcellus), o tamanho eritrocitario dos roedores é reduzido, assim como a meia
vida dessas células na circulagdo periférica (Everds, 2007; Delaney et al., 2018). Nos roedores
da Familia Muridae (ratos e camundongos) e nos histricomorfos € possivel observar intenso
sinal de regeneracdo eritrocitaria (O'Connell et al., 2015). Nos esfregacos sanguineos, observa-
se normalmente cerca de 6% de reticuldcitos circulantes, o que cursa com anisocitose e
policromasia proeminentes, além de pontilhado basofilico e Corpusculos de Howell-Jolly
(Delaney et al., 2018). J& nos individuos da Familia Cricetidae, tomando como exemplo o
hamster-comum (Cricetus cricetus), 0s niveis de policromasia sdo baixos e raramente se
observa eritrocitos nucleados (metarrubricitos) na circulagdo (O'Connell et al., 2015).



A formacdo de Rouleaux Eritrocitario é rara nos roedores de maneira geral, e as
contagens eritrocitarias tendem a ser maiores nos machos quando comparado a fémeas
(Heatley, Russell, 2020). As determina¢des de hemoglobina, eritrocitos e hematdcrito sdo mais
baixas nos recém-nascidos de ratos e camundongo, quando comparadas aos adultos (O'Connell
et al., 2015). Além disso, 0s neonatos possuem eritrocitos maiores e mais reticulocitos
circulantes, que atingem seus valores normais em cerca de trés semanas (Smith, Jarecki, 2013).

Eritrocitose, apesar de incomum, pode ocorrer secundaria a expansao plasmatica assim
como se € observado nos demais mamiferos, mas também pode ocorrer em processos
patoldgicos e fisioldgicos. O aumento relativo ocorre pela diminuicdo do volume plasmatico
por perda (secundaria a doenga) ou diminui¢do da ingestdo de agua (O'Connell et al., 2015).
Devido a capacidade de hibernacdo, a privacdo de agua é relativamente bem tolerada no
hamster-comum em comparagdo aos ratos e camundongos, podendo ou ndo demonstrar um
aumento no hematdcrito (Madella et al., 2006). J& os aumentos absolutos podem ocorrer devido
a diminuicdo da oxigenacdo tecidual, alteracbes na estrutura da hemoglobina
(metemoglobinemia) ou ainda em patologias respiratérias (geralmente associada
micoplasmoses respiratdrias) (Heatley, Russell, 2020).

Anemias regenerativas estdo associadas a perdas (hemorragia ou flebotomia repetida)
ou aumento da destruicdo/hemolise, podendo ser secundaria a processos imuno mediados,
parasitarios ou danos oxidativos (Siegel; Walton, 2020). Em camundongos, a hemolise é
comumente extravascular e a anemia hemolitica imuno mediada em ratos é incomum, podendo
ocorrer em porquinhos-da-india de forma aguda em resposta ao excesso de colesterol dietético
(Rettenmund; Heatley, 2020).

Vaérios tipos de doencas e distlrbios dos sistemas organicos sdo reconhecidos como
causadores de anemias ndo regenerativas, decorrentes de eritropoiese diminuida ou ineficaz
(Grimes; Fry, 2015). Os principais processos patoldgicos que afetam diretamente a medula
Ossea sdo ocasionados via intoxicacOes, radiacdes, agentes supressivos das células-tronco
hematopoiéticas, mieloftise secundaria a neoplasia ou inflamacéo (Siegel, Walton, 2020). Em
roedores, as causas extramedulares sdo as mais comuns, e incluem a doenga renal resultando
em diminuigéo da liberacdo de eritropoetina e anemias da doenca crénica (O'Connell et al.,
2015). A reducdo da producéo eritrocitaria em camundongos afeta drasticamente as contagens,
uma vez em que nimeros elevados de reticul6citos compdem o total de células circulantes
normalmente (Delaney et al., 2018).

Com relacdo aos leucdcitos, a célula predominante nos roedores de maneira geral é o
linfdcito, representando em média 75% do total (Nemzek et al., 2001), conferindo quadros de
linfocitose frente a respostas inflamatorias. A medida em que os animais envelhecem, a
proporcao de linfocitos tende a diminuir, enquanto a de neutréfilos aumenta (Siegel, Walton,
2020). Com relagéo a morfologia, os linfécitos podem variar em tamanho, principalmente em
ratos e camundongos, mas sempre demonstram alta relacdo nucleo citoplasma. Além disso,
podem estar reativos demonstrando uma basofilia citoplasmatica (Nemzek et al., 2001).

Mondcitos sdo células incomuns nas contagens diferenciais de leucécitos em ratos e
camundongos, sendo morfologicamente e funcionalmente semelhantes aos dos mamiferos em
geral (O’Connell et al., 2015). Essas celulas desempenham papéis importantes na resposta
imune inata e na patogénese de doencas inflamatorias (Mildner et al., 2016). Além disso, 0s
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mondcitos podem se diferenciar em macrofagos e células dendriticas, a depender do tipo de
resposta a lesdes e infecgdes (Geissmann et al., 2008).

Os neutrofilos de roedores sdo frequentemente hipersegmentados, com multiplos
lobulagdes nucleares, o que Ihes confere uma aparéncia caracteristica. A morfologia nuclear em
formato anelar (“nucleo em rosca”) é uma caracteristica normal de neutrofilos, eosinofilos e
monocitos de camundongos (Delaney et al., 2018), diferente do que se observa em mamiferos
de modo geral. Apesar disso, a presenca deste tipo nuclear em neutréfilos de determinadas
espeécies de roedores pode estar associada a uma granulopoiese acelerada frente a uma demanda
periférica (Bolliger, 2004). O citoplasma dos neutréfilos é geralmente pélido com granulacdo
rosada fraca, porém em algumas espécies como os hamsters, os neutréfilos também podem ser
chamados de heterofilos, apresentando granulos citoplasmaticos rosados mais densos (Thrall et
al., 2012; Lindstrom et al., 2015).

A neutrofilia em roedores pode ocorrer em resposta ao estresse, mas geralmente se
observa de maneira mais intensa nos roedores idosos com inflamac@es, uma vez em que estes
individuos possuem maiores contagens deste tipo celular (Nemzek et al., 2001). A resposta
inflamatdria pode estar associada ao aumento absoluto de neutro6filos, mas é geralmente em
menor grau do que o observado em cdes e primatas (Bollinger et al., 2010). Neutropenia
geralmente ocorre em associa¢do a leucopenias, por danos diretos a medula 6ssea, e sdo
precocemente detectaveis pela curta meia vida deste tipo celular (O’Connell et al., 2015).

Eosindfilos representam até 7% do diferencial de leucécitos em roedores. Em relacéo a
morfologia, sdo semelhantes aos demais mamiferos, possuindo numerosos granulos
intracitoplasmaticos eosinofilicos (laranja-avermelhados), arredondados, de tamanho uniforme
e que encobertam o nucleo. Este pode apresentar-se menos segmentados que os neutrofilos, ou
em formato bastonete a ocasionalmente anelar (Lindstrom et al., 2015). A eosinofilia, assim
como nos demais mamiferos pode ser associada a reacoes de hipersensibilidade, alergias ou a
quadros de parasitismo, quando ocasionados principalmente por helmintos. Ja nas infec¢des por
protozoarios como Trypanosoma sp. e em situacdo de estresse mediado por corticosteroides,
alguns roedores podem exibir eosinopenia (O’Connell et al., 2015).

Em relacdo aos basdfilos, embora excepcionalmente raros em ratos e camundongos,
podem estar aumentados em amostras obtidas por alta manipulacdo no momento da coleta,
decorrente do aumento na expressédo tecidual. 1sso ocorre especialmente nas coletas da cauda
ou por puncdo cardiaca (Smith; Jarecki, 2013). Nesses roedores, esse tipo celular apresenta
relativamente poucos granulos, frouxamente compactados e de tamanhos desiguais,
intensamente basofilicos e caracteristicamente metacromaticos nos esfregacos sanguineos
(Urbina et al, 1981). A basofilia ja foi documentada em porquinhos-da-india infestados
experimentalmente com Taxorchis caviae, Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma
americanum, geralmente associada a eosinofilia (Campbell, 2015). Morfologicamente, €
importante diferenciar os baséfilos de mastdcitos em amostras sanguineas nesses animais, ja
gue ambos podem aparecer frente a técnica de coleta utilizada (Lindstrom et al., 2015).

Uma caracteristica hematoldgica diferenciada em alguns roedores, principalmente os
caviomorfos, ¢ a presenga da “célula de Kurloff “(ou “corptsculo de Kurloff”), sendo uma
célula mononuclear que contém propriedades linfociticas e monociticas, porém, sua total
funcdo ainda ndo é completamente elucidada (Eremin et al., 1980).



Nos porquinhos-da-india, espécie na qual se tem mais estudos sobre o assunto, as
atividades imunoldgicas e citotdxicas deste tipo celular j& sdo bem documentadas. Em relacéo
a morfologia, essas células sdo ovoides e contém um grande corpo de inclusdo citoplasmatica
oval, homogéneo, alongado ou arredondado (Kortelainen, Korhonen, 1976). O corpo de
inclusdo empurra o ndcleo em forma de foice em direcdo a periferia da célula, e sua margem
frequentemente apresenta pequenos vactolos (Eremin et al., 1980). Observa-se maiores
contagens das células de Kurloff nas fémeas quando comparadas aos machos, além disto,
observa-se um aumento na contagem durante a gravidez, no cio e ap0s administracdo de
estrogénio (em fémeas e machos) (Revell, 1974).

A plaquetometria em roedores € conhecida por ser alta e muitovaridvel em comparagéo
a outros animais domésticos. No entanto, a ativacdo e agregacdo podem levar a falsas
diminuices nas contagens, além de um falso aumento na contagem de eosindfilos por
analisadores automatizados, podendo resultar em medi¢cdes imprecisas e ma interpretacdes
(Gordy et al., 2022). Trombocitoses sdo, em geral, associadas a aumentos na producdo
secundario a condi¢cbes inflamatorias, aumento da eritropoiese ou deficiéncia de ferro
(Bollinger et al., 2010).

2.6 Género Trypanosoma e Espécies Identificadas em Roedores
Kinetoplastida (Protozoa: Kinetoplastida) é a classe que engloba uma variedade de

protozoarios que possuem uma estrutura celular Gnica denominada cinetoplasto, consistindo
numa rede de DNA situada dentro de uma Unica mitocndria (Katan et al., 2023). Dentro desta
classe, existe uma subdivisdo em cinco ordens distintas: Eubodonida, Parabodonida,
Neobodonida, Prokinetoplastida e Trypanosomatida (Yazaki et al., 2017).

Dentro da Ordem Trypanosomatida, destaca-se a Familia Trypanosomatidae,
constituida por um grupo Unico de protozoarios flagelados, com ampla variagdo morfolégica
entre suas espécies (Vickerman, 1976). Caracteristicas fundamentais para diferenciacdo dos
estagios evolutivos estdo ligadas a localizacdo e a maneira como o flagelo emerge em relacao
ao nudcleo e ao final da célula. Além disso, também se considera para a diferenciacdo a
organizacédo do conjunto formado pelo cinetoplasto, corpo basal e bolsa flagelar (Neves, 2016).
Baseada nestas caracteristicas, as principais formas evolutivas dos tripanosomatideos podem
ser classificadas em (Monteiro, 2017) (Figura 1):

a) Forma Amastigota (Figura 1A) — estrutura de formato arredondado, contendo um
cinetoplasto em forma de bastonete localizado na regido anterior ao nucleo, presenca de um
curto flagelo nédo visivel ao microscopio éptico, que emerge da bolsa flagelar. Essa forma
evolutiva pode ser encontrada no interior das células de seus hospedeiros.

b) Forma Tripomastigota (Figura 1B) — estrutura de formato alongado (fina ou larga),
contendo um cinetoplasto de forma arredondada localizado na regido posterior ao nucleo,
presenca de um flagelo que emerge da bolsa flagelar e se adere ao longo do corpo do
parasito, tornando-se livre na regido anterior. Essa forma evolutiva é consideravelmente
infectante, sendo encontrada em insetos vetores (por¢do posterior do intestino, no reto) e
em hospedeiros vertebrados (sangue e espaco intercelular).
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c¢) Forma Epimastigota (Figura 1C) — estrutura de formato alongado, contendo um
cinetoplasto em forma de bastonete localizado na regido anterior ao nucleo, presenca de um
flagelo que emerge da bolsa flagelar com abertura lateral, e se adere ao longo do corpo do
parasito, tornando-se livre na regido anterior. Essa forma evolutiva € encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor.

d) Forma Esferomastigota (Figura 1D) - estrutura de formato arredondado, semelhante a
amastigota, mas contendo um flagelo livre. E um estagio extracelular, que se diferencia no
intestino médio do vetor inseto e se divide por fissdo binaria.

fl

—~—
bb
S
A C D
Amastigota Tripomastigota Epimastigota Esferomastigota

Nu: nucleo; Kt: cinetoplasto; Bb: corpusculo basal; FI: flagelo.

Figura 1. Representacdo esquematica das principais formas evolutivas do parasito
Trypanosoma cruzi. Adaptado por Soto e Cappa (2019). Chagas disease: a clinical approach.
Birkh&user advances in infectious diseases. Cham: Springer. p. 27.

Ao longo dos anos, a identificacdo dos tripanossomos baseava-se exclusivamente na
morfologia (Hoare, 1972; Kaufer et al., 2017), porém, devido & alta variabilidade e ao baixo
numero de caracteres morfologicos confidveis, as classificacdes de espécies baseiam-se em
dados moleculares especificos (Votypka et al., 2022). Para tal, a determinacéo ndo se baseia no
local onde estdo (hospedeiros vertebrados ou vetores invertebrados e insetos) e sim, nas
sequéncias de genes conservados, como 0s genes do 18S rRNA e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (Hamilton; Stevens, 2017).

Em relagdo ao numero de hospedeiros envolvidos em seu ciclo biologico, 0s
tripanosomatideos sdo categorizados como monoxénicos ou heteroxénicos. Os individuos
monoxénicos completam seu ciclo evolutivo em um Unico hospedeiro, geralmente um
invertebrado (Frolov et al., 2021). Este grupo inclui géneros como Crithidia, Leptomonas,
Herpetomonas, Angomonas e Strigomonas cosmopolitas de insetos (Maslov et al., 2013).
Embora ndo sejam geralmente patogénicos para humanos e animais, em algumas ocasifes estao
associados a infecgdes oportunisticas em individuos imunocompretidos, justificando, assim, o
interesse em saude publica (Boucinha et al., 2022).
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Em contraste, espécies heteroxénicas alternam entre um hospedeiro vertebrado e um
invertebrado (que muitas vezes atua como vetor) durante seu ciclo biolégico. Neste grupo estdo
incluidos dois principais géneros de importancia: Trypanosoma e Leishmania, responsaveis por
cursarem com doengas significativas em humanos e animais (Bartholomeu et al., 2021).

Para o género Trypanosoma, incluido na Familia Tripanosomatidae, foram
estabelecidos dois grupamentos em duas secdes distintas (secdo salivaria e sec¢do stercoraria),
baseadas nos dois métodos de desenvolvimento do parasita dentro de seu hospedeiro
invertebrado, além da via de eliminacdo de suas formas infectantes (Kreier, 1995). Na secédo
salivaria, os parasitos vao se desenvolver inicialmente na porgédo anterior do tubo digestivo e
posteriormente vao atravessar o epitélio, atingindo as glandulas salivares do vetor e serdo
inoculadas tripomastigotas metaciclicos durante o repasto sanguineo (Hoare,1972). Para 0s
tripanossomas patogénicos salivares, estdo incluidos os subgéneros Trypanozoon, Duttonella,
Nannomonas e Pycnomonas, dos quais 0s trés primeiros sao responsaveis por grande parte das
infeccdes em humanos e animais (Cortez et al., 2006). Quando se refere a secdo stercoraria, 0
parasito vai se desenvolver exclusivamente na regido posterior do intestino, sendo
tripomastigotas metaciclicos eliminados pelas fezes. Para os subgéneros pertencentes a esta
secdo destacam-se Schizotrypanum, Herpetosoma e Megatrypanum (Hoare, 1972).

O ciclo de vida dos tripanossomas da secdo salivaria, baseado no modelo de T. brucei,
se inicia quando formas tripomastigotas sanguineas presentes no hospedeiro vertebrado sdo
adquiridas durante o respasto sanguineo do vetor invertebrado, migrando para o seu intestino
médio e se transformando em formas pro-ciclicas. Posteriormente, essas formas migram para o
proventriculo e se dividem em epimastigotas longas e curtas. As formas curtas migram para as
glandulas salivares e se fixam as células epiteliais, dando origem aos metaciclicos infecciosos.
No hospedeiro vertebrado, os parasitos metaciclicos se transformam em formas delgadas e se
dividem por fissdo binéaria, representando a forma ativa nas infec¢cbes em mamiferos
(Radwanska et al., 2018).

Em relacdo ao ciclo dos tripanossomas da secdo stercoraria segundo Soto e Cappa
(2019), tomando como exemplo T. cruzi, o vetor invertebrado ingere os tripomastigotas
circulantes quando se alimenta de um hospedeiro infectado. Estes vao se diferenciar em
epimastigotas no intestino médio anterior (estbmago) do vetor. Alguns esferomastigotas
também podem ser encontrados neste local (De Souza, 2020). Os epimastigotas progridem para
0 intestino posterior e, ao nivel do reto, diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos. Esse
processo € conhecido como metaciclogénese (Soto; Cappa, 2019). Os tripomastigotas
metaciclicos sdo eliminados junto as fezes do vetor durante o repasto sanguineo no hospedeiro
definitivo, e penetram através da picada deste vetor, lesdes cutdneas ou por meio das
membranas mucosas (Kollien et al., 2000). Mecanismos alternativos de transmissdo do
Trypanosoma cruzi no Brasil recebem grande destaque principalmente quanto a transmissao
oral, mas também via transfusdo sanguinea, transplacentaria e sexual (Araujo et al., 2017).

Infectivos para mamiferos, os tripomastigotas metaciclicos vao penetrar nas células
fagociticas e ndo fagociticas préximas ao local de entrada, e serdo cercados por um vacuolo
parasitéforo no interior do citoplasma dessas células (De Souza et al., 2010). Apds ocorrer
ruptura da membrana do vacuolo, o processo de diferenciacao para o estagio de amastigota se
inicia (Soto; Cappa, 2019). As amastigotas livres no citoplasma iniciam o processo de diviséo
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celular binéria, dando inicio ao processo de diferenciacdo para as formas tripomastigotas. Nessa
transicdo, o parasito adquire um flagelo longo e livre, sendo a atividade da forma parasitaria
movel aparentemente responsavel pela ruptura celular e sua liberagcdo no espaco intercelular
(Bonfim-Melo et al., 2018). O ciclo recomeca quando um novo vetor se alimenta do mamifero
infectado.

Os roedores exibem uma alta riqueza de espécies e gendtipos de tripanossomas,
incluindo T. cruzi, T. rangeli e T. lainsoni (Dario et al 2021; Dario et al., 2022). Infeccdes foram
detectadas em roedores selvagens no norte do Novo México, Estados Unidos, com taxas mais
elevadas em Neotoma micropus (Cricetidae: Neotominae) e Peromyscus leucopus (Cricetidae:
Neotominae) (Goodrich et al., 2020).

Sobre a relagéo entre roedores e T. cruzi, diversos estudos documentaram a presenca da
do parasito em individuos da América Latina (Charles et al., 2013; Dusan Orozco et al., 2014;
Herrera et al., 2015; Jansen et al., 2015; Morales et al., 2017) e demonstraram uma elevada
suscetibilidade a infeccdo se tratando de estudos experimentais, exibindo parasitemias
significativas e persistentes (Roque et al., 2005). Jansen e colaboradores (2018) ao estudarem
roedores como Akodon, Brucepattersonius, Calomis, Cerradomys, Oximiccterus, Oligorizomis,
entre outros presentes no Cerrado Brasileiro, sugeriram que estes animais desempenham um
papel periférico como reservatorio de T. cruzi no ambiente, por apresentarem baixa parasitemia
quando comparados a outros grupos de mamiferos. Em contraste, Solis-Franco et al. (1997)
enfatizaram a importancia dos roedores na manutencgéo do ciclo selvagem da doenca.

T. lewisi e outros semelhantes (T. lewisi -like) sdo encontrados em roedores por serem
transmitido por diversas espécies de pulgas comumente encontradas nestes animais, tais como
Ceratophyllus fasciatus, Nosopsyllus fasciatus e Xenopsylla cheopis (Lee et al., 2008). Embora
a presenca deste parasito seja comum em ratos urbanos e selvagens em todo o mundo, com
destaque especial para a Asia, relatos indicam o potencial zoon6tico da espécie, ao atuarem
como patégenos oportunistas capazes de causar infecgdes fatais em seres humanos (Sarataphan
et al., 2005; Charles et al., 2013; Desquesnes et al., 2020). Este tripanossoma é considerado
apatogénico para a maioria dos seus hospedeiros, porém, sua introducdo por roedores
sinantropicos na llha Christmas provavelmente contribuiu para a extingdo de duas espécies
nativas endémicas, representando um dos Unicos casos reportados de um tripanossomatideo
causando a extingcdo de hospedeiros vertebrados (Wyatt et al., 2008).

T. musculi é um outro tripanossomatideo encontrado em roedores, mais comumente em
camundongos, sendo também transmitido por pulgas assim como T. lewisi (Monroy; Dusanic,
2000). T. lewisi e T. musculi sdo pertencentes a se¢ao stercoraria, sendo transmitidos pelas fezes
do inseto vetor durante o grooming de seus hospedeiros (ingestdo de pulgas infectadas e/ou
suas fezes) (Lee et al., 2008).

Apesar dos dados serem inconsistentes, acredita-se que as pulgas se infectam durante o
repasto sanguineo no roedor, ocorrendo no trato alimentar do inseto o desenvolvimento de
formas metaciclicas infectivas, que vao se acumular no reto (Albright; Albright, 1991). Apos a
ingestdo de pulgas infectadas e/ou suas fezes, as formas metaciclicas adentram a corrente
sanguinea do roedor através das membranas mucosas bucais e se convertem em epimastigotas,
sendo a forma reprodutivamente competente do parasita no hospedeiro vertebrado (Zhang et
al., 2019). Durante um periodo de incubacao de aproximadamente cinco dias, ocorre uma rapida
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multiplicacdo com crescimento exponencial do parasito na corrente sanguinea e 0 espago
peritoneal, que atinge um plato entre sete a dez dias, observando consequente baixa parasitemia
depois deste periodo (Albright; Albright, 1991).

O curso de uma infeccdo por tripanossoma pode variar de agudo, cronico e
assintomatico a depender da patogenicidade do parasita, da susceptibilidade, competéncia
imunologica e historico de saude do hospedeiro (Desquesnes et al., 2022). De maneira geral, a
parasitemia demonstra-se elevada em infecgdes mais precoces e baixas, ou pouco frequentes
nos quadros cronificados e subclinicos, afetando diretamente a eficacia do método de
diagndstico empregado. Inimeros testes estdo disponiveis, com testes direcionados a detec¢do
de parasitas/antigenos, testes de detec¢do do DNA e ou técnicas que detectam anticorpos frente
a exposicdo ao agente infeccioso (Desquesnes et al., 2022).

Técnicas de deteccdo baseada na avaliagdo microscopica do parasito incluem o exame
a fresco (gota espessa), a visualizacdo em esfregaco sanguineo corado, técnica de concentracédo
de hematdcrito ou método de Woo e avaliacdo do concentrado leucocitario, sendo as trés
ultimas as que exibem uma sensibilidade mais alta em comparacéo as demais (Franco et al.,
2014). Outra técnica de deteccdo do parasito € o isolamento in vivo através da inoculacdo de
amostras suspeitas em roedores de laboratério imunossuprimidos, porém por demandar tempo,
alto custo, além de preocupacdes éticas sobre o bem-estar dos animais testados, ndo é
amplamente utilizada (Esperandim et al., 2013).

Técnicas moleculares podem ser aplicadas em hospedeiros e vetores e, embora sejam
altamente sensiveis, requerem uma gquantidade minima de DNA intacto do parasito na amostra
bioldgica para o diagnostico, o que aumenta o risco de resultados falso-negativos (Tatard et al.,
2017; Desquesnes et al., 2022). Atualmente, existem diversos marcadores moleculares
utilizados na deteccdo de Trypanosoma, sendo os mais utilizados o de fragmentos do gene que
codifica a subunidade menor do ribossomo (SSU rRNA ou 18S rRNA) e do gene que codifica
a enzima glicossomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (JGAPDH) (Tendrio et al., 2014;
Hong et al., 2017). Regides variaveis presentes no gene ribossémico 18S rRNA geralmente
apresentam uma taxa de evolucdo mais lenta quando comparados aos genes glicossdmicos,
sendo considerada uma regido bem conservada em tripanossomatideos (Lukes et al., 2014).
Essa menor mutacdo é atribuida a primordial funcéo deste gene quanto a traducéo de proteinas,
bem como a manutencdo da estrutura e da funcdo do ribossomo. Em contraste, 0s genes
glicossomicos estdo envolvidos em fungbes metabdlicas especificas, estando sujeitos a
diferentes pressdes seletivas que geram taxas de mutacdo mais elevadas nessas regides
gendmicas (Abad-Franch, 2022).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area do Estudo
A amostragem ocorreu como parte de um estudo de fauna de pequenos mamiferos

realizado no Parque Nacional do Itatiaia (PNI — Parque Nacional do Itatiaia) em colaboracédo
entre o Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios
(LABPMR) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), Setor de Mastozoologia do Museu
Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e laboratérios da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e UFRJ.
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A é&rea é composta por vegetacdes de Floresta Ombroéfila Densa Montana, Floresta
Ombrdéfila Densa Alto Montana, Floresta Ombrofila Mista Montana com a presenga de
Araucaria angustifolia, Floresta Estacional Semidecidual Montana na vertente continental do
parque e Campos de Altitude (IBGE, 2012). A regido do parque esta inserida em trés dominios
climaticos: subguente Umido, o clima predominante, mesotérmico brando-superumido e
mesotérmico brando-umido. Foram amostradas areas de Floresta Montana (500-1500m) e areas
de Refagio Ecoldgico Alto-Montano (Campos de Altitude acima de 1500m).

As capturas ocorreram entre 0s meses de maio e junho de 2022 na Parte Baixa (pBaixa)
do PNI (Figura 2), que compreendiam areas com altitude entre ~800 e 1500m, e durante 0 més
de agosto de 2023 na Parte Alta (pAlta) do PNI (Figura 2), que compreendiam areas com
altitude entre ~2000 e 2500m, em diferentes fitofisionomias.

# Amostragem de Pequenos - PNI

Al
AosAg;rmha A

B15' Lamedo
JC6
Cc15 'C14

Parte baixa

Parte alta

ponto trilha E 4 HS‘F?JE?‘S D%Casa do Pesquisador
1

pedra rio

Google Earth

Figura 2. Mapa do Parque Nacional do Itatiaia com destaque em azul para a area dos pontos
de coleta de Pequenos Mamiferos durante os anos de 2022-2023, RJ. Fonte: Google Earth.

3.2 Comiteé de Etica
O estudo foi realizado sob aprovacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacao da

Biodiversidade (ICMBIo, licenga n® 74498-7) (Anexo 1) para coleta de pequenos mamiferos e
do Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ RJ (CEUA/IOC-
035/2018) (Anexo 2).

3.3 Captura dos Animais

Roedores cricetideos foram capturados utilizando-se armadilhas do tipo Tomahawk®
(Figura 3a) (Modelo 201, 16 pol x 5 pol x 5 polegadas, Wisconsin, EUA) e Sherman® (Figura
3b) (Modelo XLK, 3 pol x 3,75 pol x 12 pol, Flérida, EUA). As armadilhas foram dispostas
alternadamente ao nivel do solo e sub-bosque (a uma altura de pelo menos 1,5 m do solo). A
isca era composta por uma mistura de banana, manteiga de amendoim, fub4, sardinha e aroma
de baunilha.

Os animais capturados eram retirados das armadilhas e transferidos para sacos de pano,
para que fossem contidos e pesados. Em seguida, eram anestesiados com Cloridrato de
Ketamina (dose de 100mg/ml) associado com Acepromazina (dose de 10mg/ml) numa
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proporcdo de 9:1, medidos e sexados. Uma inspecdo e coleta de espécimes de ectoparasitas bem
como uma andlise necroscépica e coleta de endoparasitas foi realizada, sendo direcionados a
outros estudos dos demais colaboradores do projeto. Todos os roedores foram submetidos a
taxidermia e depositados na Cole¢do Zoologica do Museu Nacional da UFRJ.

SRR Tl
~ ¢ A .\ w -I R N\ : Y 4 %
Figura 3. Armadilhas do tipo Tomahawk® (A) e Sherman® (B) estrategicamente posicionadas

nas margens das trilhas cientificas, ao nivel do solo e sub-bosque no Parque Nacional do Itatiaia
—RJ, 2023. Fonte: OLIVEIRA, AFX (2024).

3.4 Colheita e Processamento de Amostras Sanguineas
O método de eutanésia utilizado foi a exsanguinacao, retirando-se 0 maximo de volume

sanguineo dos roedores cricetideos através de puncdo cardiaca (Figura 4), utilizando-se
agulhas hipodérmicas (13mm x 0,45mm) e seringas estéreis de 1ml. As amostras foram
posteriormente depositadas em microtubos de 0,5mL contendo o anticoagulante &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Nos individuos mais robustos, foram utilizadas seringas
de 3ml.

No laboratério montado a campo, foram preenchidos por sangue anticoagulado
capilares de microhematdcrito para a obtencdo do valor do hematdcrito pelo método de
centrifugacdo, em rotacdo de 12.000 rpm durante 5 minutos (Thrall et al.,, 2012). A
concentracdo de proteinas plasmaticas foi determinada pela técnica de refratometria e a
contagem total de leucdcitos foi realizada na cdmara de Neubauer espelhada, através da diluicdo
do sangue em Liquido de Turk na propor¢do 1:20 (Jain, 1993). Com aliquotas de sangue a
fresco foram confeccionados esfregacos sanguineos em duplicata, que ap0s secagem ao ar
foram fixados com metanol por 10 segundos.
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Figura 4. Colheita sanguinea por meio de puncéo cardiaca em roedor (Rodentia, Cricetidae) do
Parque Nacional do Itatiaia, posicionado em decubito dorsal, com insercdo da agulha na regido
toracica medial, abaixo do esterno (seta amarela) - RJ, 2023. Fonte: OLIVEIRA, AFX (2024).

Para a determinacdo da morfologia das células sanguineas, leucometria especifica
(eosindfilos, neutréfilos, linfocitos, mondcitos e basoéfilos) e pesquisa de hemoparasitos, 0s
esfregacos foram corados com coloragdo permante (Giemsa) e observados com auxilio de
microscopio Optico, objetiva de imersdo com aumento de 1000x (Jain, 1993). Para a contagem
plaquetéria, foi realizada uma estimativa em lamina, contando-se dez campos, e ap0s obtencao
do valor médio, este foi multiplicado por 15000. Esta etapa da andlise foi realizada no
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria (LABVET) da UFRRJ assim como as fotografias
das amostras, realizadas com o auxilio do microscépio Binocular Nikon Eclipse E200 Led,
400X e da Prime Cam Intervision 12 MP, em aumento de 1000X.

3.5 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

3.5.1 Extracao e quantificacdo de DNA

As extracdes de DNA do sangue foram realizadas utilizando-se o kit ReliaPrep Blood
gDNA Miniprep System (Promega®) de acordo com as recomendacdes do fabricante,
utilizando-se 200uL de cada amostra. Para monitoramento de contaminag&o durante o processo
de extracdo de DNA total, utilizou-se como controle negativo 200uL de agua ultra-pura
esterilizada.

Todas as amostras de DNA total tiveram suas concentracdes determinadas pelo
espectrofotdbmetro  NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em aliquotas e
armazenadas até a realizacdo dos ensaios moleculares. A partir disto, as amostras foram
submetidas aos ensaios de PCR especificos para Trypanosoma sp.
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3.5.2 PCR Trypanosoma sp. baseada no gene 18s rRNA (SSU)

A deteccdo molecular baseada num fragmento do gene 18S rRNA para 0 género
Trypanosoma foi realizada em duas etapas de acordo com o proposto por Smith et al. (2008).
Os oligonucleotideos iniciadores e as condi¢des de termociclagem utilizados nas duas reacoes
estdo representados na tabela 1. As rea¢6es de amplificacdo foram realizadas no termociclador
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) com as seguintes especifica¢@es: 1,25U/uL Xtra
Platus Tag DNA Polimerase (Sinapse®) que contém 2mM de Cloreto de Magnésio, Tampao
1X, 0,5 mM de deoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 10pmol de cada
oligonucleotideo iniciador (TRY927F e TRY927R) (Tabela 1) e dgua ultra-pura esterilizada
(Life Technologies®) e 3uL de DNA para um volume final de 25uL.

Tabela 1. Descri¢do dos oligonucleotideos iniciadores e das condic¢des de termociclagem para
as reacdes de PCR utilizadas para deteccdo molecular de Trypanosoma sp. baseadas no gene
18S rRNA.

Sequéncia do Condicdes de
Agente . . -
oligonucleotideo Termociclagem
TRY927F

(5- GAAACAAGAAACACGEBAG-3Y) 4 1ina 94°C, 30 ciclos a 94°C por

305, 55°C por 60 s, e 72°C for 90 s
e 72° por 10 minutos

Trypanosoma sp.
(12 reacdo) TRY927R
(5’-CTACTGGGCAGCTTGGA-3)
SSU561F

(5" TGGGATAACAAAGGAGCA-3) 3 min a 94°C, 30 ciclos a 94°C por

30 s, 55°C por 60 s, e 72°C for 90 s
e 72° por 10 minutos.

Trypanosoma sp.
(22 reacdo) SSU561R
(5’-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-
3%

Nas reacOes de nested-PCR, foram utilizados 1L do produto amplificado da primeira
reacdo de PCR, em um mix contendo o0s reagentes nas mesmas concentragoes e condicOes de
termociclagem da primeira reacdo, e os primers SSU561F e SSU561R para obtencdo de um
produto final de 600pb. A reacdo de PCR especifica foi realizada em termociclador Veriti
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Como amostra de DNA controle positivo foi utilizada
uma amostra positiva para Trypanosoma cruzi, previamente identificada, amplificada por PCR
e sequenciada (Guimaraes et al., 2022).

3.5.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A visualizagdo dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampado TAE 1X (tampdo Tris-Acetato-EDTA), corados com Brometo de etidio. A
eletroforese foi efetuada a 100V por 40 minutos utilizando o padrdo de tamanho molecular de
100pb DNA Ladder (Invitrogen). Os resultados foram visualizados através de transiluminador
de luz ultravioleta acoplado ao analisador de imagem (L-pixtouch da Loccus Biotecnologia).
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3.6 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos, inicialmente, ao teste de normalidade de distribuicédo de
Shapiro-Wilk. Quando a normalidade era identificada, as médias observadas dos dois grupos
(pBaixa e pAlta) eram comparados pelo teste T de Student. Quando esse pressuposto nédo era
atingido, as medianas dos grupos testados eram comparadas pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. As analises foram realizadas com o auxilio do software Prism Graph Pad 9.5.1.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espécies Amostradas
Anélises hematol6gicas comparativas foram realizadas nos roedores pertencentes a

Familia Cricetidae, pela maior representatividade estatistica do grupo (N=114) (pbaixa N = 43;
pAlto N = 71) (Tabela 2). Diversos estudos sugerem que a estrutura populacional de roedores
¢ altamente influenciada por alteracGes sazonais, disponibilidade de alimentos, taxas de
reproducdo e predacdo, fragmentacdo de habitats, entre outros (Ricklefs, 2003). Em regides de
Mata Atlantica, observa-se comumente uma abundante populacdo de sigmodontineos, com
destaque as areas de altitude, havendo grande representatividade de espécies generalistas tais
como as da tribo Akodontini (Gongalves, 2006; Pardini; Umetsu, 2006), assim como no
presente estudo.

Tabela 2. Lista de espécies de roedores capturados que obtiveram analises hematoldgicas nas
partes alta e baixa do Parque Nacional do Itatiaia, RJ, 2024.
Familia Cricetidae Familia Echimyidae Familia Caviidae
Akodon cursor (N=2)
Akodon montensis (N=6)
Akodon paranaenses (N=8)
Brucepattersonius nebulosus (N=2)
Brucepattersonius sp. (N=3)
Castoria angustidens (N=3) Trinomys sp. (N=7)
Delomys cf. dorsalis (N=1)
Delomys dorsalis (N=2)
Delomys sp. (N=5)
Oxymycterus dasytrichus (N=1)
Rhipidomys tribei (N=5)
Thaptomys nigrita (N=5)

Roedores
Parte Baixa
(800 a 1500m)

Akodon sp. (N=3) Phyllomys sp. (N=1) Cavia sp. (N=2)
Akodon montesis (N=5)
Akodon paranaenses (N=7)
Roedores Brucepattersonius sp. (N=8)
Parte Alta Castoria sp. (N=27)
(2000 a 2500m) Delomys altimontanus (N=3)
Delomys dorsalis (N=11)
Delomys sp. (N=5)
Oxymycterus sp. (N=2)
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4.2 Comparacdo Hematologica entre Sigmodontineos (Parte Baixa X Parte Baixa)
Grande parte dos estudos utilizados como base comparativa para o presente trabalho

empregaram grupos de roedores criados para fins experimentais, além de simularem o0s
ambientes de baixa oxigenacao utilizando cabines de baixa presséo e hipoxia, o que pode ndo
ter reproduzido de forma objetiva e verdadeira os ambientes naturais (Ahmad et al, 2014; Yan
et al., 2023). Apesar disso, muitos dados demonstram-se semelhantes, indicando padrdes
hematoldgicos adaptativos que podem exercer grande influéncia na disperséo dos roedores da
Subfamilia Sigmodontinae ao longo dos diferentes gradientes de altitude e habitats. Os valores
médios do hemograma obtidos nos grupos de machos e fémeas de roedores sigmodontineos de
ambas as regides do estudo estdo demonstrados nas tabelas abaixo (Tabela 3 e Tabela 4).

Tabela 3. Parametros hematoldgicos identificados em roedores machos da Familia Cricetidae,
Subfamilia Sigmodontinae, das regifes alta e baixa do Parque Nacional do Itatiaia — RJ.
Determinacdo dos valores médios, desvio padrdo, valores minimo e maximo, erro padréo e
diferenca significativa a 5% (p<0,05).

A Género/ - Min - Erro
Parametro N Media £ DP , . p valor
Local Max padrao
. J PB 20 50,45 + 9,83 37-68 2,20
Hematocrito (%) d PA 36 46,22 + 4,62 37-55 0,77 p=0,033*
] . PB 20 6,96 + 0,8 5,6—8,2 0,18
Proteina Plasmaética (g/dL) g PA 36 737406 62-88 011 p = 0,040*
4 PB 20 15597,5 + 4150-32200 16553
Leucometria Total (céls/ul) 74025 p <0,001*
4 PA 36 5169,4 +2174,9  2000-11600 3625
- . J PB 20  4367,3+30268 41510304 676,8
Neutrofilos (cels/ul) 2 PA 36 14051+9331 168 -4950 1555 <0001
4 PB 20 10441,4 + 3735-20286  1107,8
Linfocitos (céls/ul) 4954,3 p <0,001*
dPA 36 35136 +17859 6207424 297,6
- . J PB 20 103,9 + 64,6 37-344 10,8
Mondcitos (céls/ul) 2 PA 36 156 + 74 415302 165 p =0,0014*
o ) 4 PB 20 310,6 + 299 0 - 1160 66,9
Eosindéfilos (céls/ul) 2 PA 36 146.8 + 1291 0_ 696 215 p =0,021*
4 PB 20 208,1 +168,3 50 — 702 37,6 p=0,011*
. , , , ,
Plaquetas (10%/ul) 2 PA 36 263,4 +103,6 200 - 700 173 (p<0,05)

*diferenga significativa a 5% (p<0,05); PB = Parte baixa; PA = Parte alta; N = Numero de individuos;
DP = Desvio Padrao.

No presente estudo, a decisdo de agrupar e comparar a nivel de subfamilia se deu em
virtude de diversas razbes. Uma delas é que, apesar da diversidade taxondmica, o0 nimero de
individuos dentro de cada género disponivel foi limitado, resultando em um tamanho amostral
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pequeno para as analises estatisticas. Porém, os roedores sigmodontineos compartilham de
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e ecoldgicas muito semelhantes (Sahley et al., 2015),
devido a sua estrita proximidade evolutiva, o que poderia Ihes proporcionar respostas
associadas a fatores filogenéticos comuns. Além disto, também se observou um perfil bem
semelhante de distribuicdo dos valores hematologicos entre os grupos, possibilitando uma base
mais ampla de comparacao.

Tabela 4. Parametros hematoldgicos identificados em roedores fémeas da Familia Cricetidae,
Subfamilia Sigmodontinae, das regifes alta e baixa do Parque Nacional do Itatiaia — RJ.
Determinacdo dos valores médios, desvio padrdo, valores minimo e maximo, erro padréo e
diferenca significativa a 5% (p<0,05).

A Género/ - . . Erro
Parametro N Média£DP Min - Max ~ p valor
Local padrdo
. o PB 23 47.30%2.25 18- 60 2.25 _
Hematocrito (%) o PA 35 46.66+4.30 37-56 0.73 p=075
Proteina Plasmatica Q PB 23 6.85+0.72 5.8-8 0.15 - 0015
(g/dL) Q PA 35 7.31+041 6.6-8 0.07 p=5
. 0 PB 23 134541+9579.3 3500 - 41400 1997.4 .
Leucometria Total () o PA 35 53229434916 2000 - 15000 5902 P <0.0001
. ©PB 23 3463.4+41938  258-18216 874.5
Neutrofilos (céls/ul) o PA 35  1183.9+802.9 174 - 3564 1357  P<00001%
o o PB 23 93285+61580 2100 - 21942 1284.0 .
Linfocitos (céls/ul) Q PA 35  3018.8+2956.6 720 - 13050 ag9g P <00001
e 0 PB 23 452.5+319.9 60.5 - 1242 66.7
Monacitos (céls/ul) o PA 35 100.7 + 74.7 0-1336 126 p <0,0001*
o ©PB 23 188.6+223.9 0-858 46.7 _
Eosindfilos (céls/u) o PA 35 119.4+1033 0- 450 175 p=074
, o PB 23 245+ 173.5 50 - 645 36.2 _
Plaquetas (10%ul) o PA 35  2746+833 200 - 500 141 p=0163

*diferenga significativa a 5% (p<0,05); PB = Parte baixa; PA = Parte alta; N = Numero de individuos;
DP = Desvio Padrao.

Sobre a comparacgdo entre dados hematoldgicos, observou-se que na anélise do grupo
geral (Machos N=56 / Fémeas N=58) ndo houve diferenca estatistica nas comparacfes dos
valores de hematocrito (Figura 5A) de ambas as regibes do PNI, assim como na analise
realizada apenas entre fémeas (Figura 5C). O mesmo né&o ocorreu quando se realizou a analise
comparativa apenas entre os machos de ambas as regides, tendo os animais da regido baixa 0s
maiores valores de hematdcritos (Figura 5B).
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entre os grupos comparados; t: valor do teste de Student; U: valor do teste de Mann-Whitney; PNI: Parque Nacional do Itatiaia.

Figura 5. Comparacéo dos valores de hematdcrito (%) de roedores Subfamilia Sigmodontinae
entre 0 grupo geral, grupo de apenas machos e grupo de apenas fémeas de duas regides do
Parque Nacional do Itatiaia (pBaixa e pAlta) - RJ, 2024.

Em ambientes de elevada altitude com pressdo atmosférica baixa, espera-se que a
oxigenacgdo arterial diminuia e que como resultado ocorra um aumento na expressao de
eritropoietina a nivel renal (Feng et al., 2019). Apesar disto, sdo descritos resultados por vezes
contraditérios ao longo dos gradientes de elevacdo em diferentes espécies de roedores (Lovy et
al., 2020; Yan et al., 2023). Stein et al. (2010) em seu estudo com o roedor fossorial Ctenomys
lami, ndo identificou um aumento significativo nos valores de hematdcrito, mesmo a espécie
estando constantemente exposta a hipoxia, dentro das galerias subterraneas que habitam.

A hematopoiese é o processo de formacdo, maturacdo e diferenciacdo das células
sanguineas que é dependente de diversos hormonios que atuam como promotores ou inibidores,
além da disponibilidade de ferro, vitaminas e outros nutrientes (Thrall et al., 2012; Santos et
al., 2017). Uma das hipdteses para a ocorréncia de valores celulares mais baixos em machos
da parte alta poderia ser atribuida a baixa hormonal. Alsufyani (2010) demonstrou que roedores
machos transferidos para uma area de elevada altitude apresentaram reducdes significativas nos
niveis séricos de testosterona e hormdnio estimulador da tireoide (TSH), com consequente
diminuigdo nos valores hematologicos (Guo et al., 2020). Além da baixa hormonal, a menor
oferta de alimentos nas regides de maior altitude também poderia exercer influéncia sobre os
valores celulares observadas no grupo do presente trabalho, uma vez em que o grau de nutrigcdo
atua diretamente sobre as unidades formadoras de col6nia eritroide (CFU-E) presentes na
medula ¢ssea (Santos et al., 2017).

Morrison e colaboradores (1963) ao compararem os niveis de hematdcrito em roedores
selvagens chilenos, incluindo os géneros Akodon e Oryzomys, ndo observaram diferencas
relacionadas a altitude, e sim, relacionadas a variagdes comportamentais, sendo as espécies
mais vigorosas as com maiores percentuais de eritrocitos. Este fato pode ser atribuido a maior
demanda energética nessas espécies, com consequente resposta metabdlica adaptativa (Austad,
2010). Seguindo este pensamento, uma outra hipotese para os resultados do presente trabalho
poderia ser atribuida a uma maior atividade comportamental dos machos da regido baixa,
ocasionado pela maior oferta de alimentos, com consequente aumento populacional, disputas
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por territorio e fémeas, e aumentos nos niveis de testosterona circulante pelo comportamento
de dominancia (Moser-Purdy et al., 2017).

O plasma é a fracdo liquida do sangue, sendo composta principalmente por &gua,
eletrolitos e proteinas (Benjamin et al., 2012). A composi¢do das proteinas plasmaticas em
roedores varia em funcao da espécie e das condicdes fisiologicas, sendo as mais abundantes:
albumina, imunoglobulinas e transferrina (Webb et al., 2003; Yang et al., 2020). Em relacéo
aos dados de proteina plasmatica total deste estudo, observou-se que na analise geral, 0s maiores
valores foram observados nos animais pertentes a parte alta do PNI (p.Alta) (Figura 6A), pelos
aumentos expressivos observados nos machos (Figura 6B) e nas fémeas (Figura 6C) do local.
Uma hipdtese para este aumento pode ser atribuida @ um certo grau de desidratagdo com
consequente hemoconcentracdo observado em animais expostos a elevadas altitudes (Picon-
Reategui et al., 1953). Outra possibilidade pode ser o desenvolvimento de respostas adaptativas
de protecdo, ocorridas ao longo do tempo frente ao estresse oxidativo sofrido pelas células no
ambiente hostil (Chantal et al., 2022). Linhagens laboratoriais de roedores quando submetidas
a hipoxia, demonstram alteracGes em seus perfis proteico-plasmaticos, expressando mais
proteinas na tentativa de estabelecer principalmente o equilibrio osmotico, o equilibrio na
viscosidade sanguinea, bem como o desenvolvimento de respostas a inflamacdo, e respostas
frente ao metabolismo lipidico, entre outros (Ahmad et al., 2014).
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Parque Nacional do Itatiaia.

Figura 6. Comparacdo dos valores de Proteina Plasmatica (g/dL) de roedores da Subfamilia
Sigmodontinae entre o grupo geral, grupo de apenas machos e grupo de apenas fémeas de duas
regides do Parque Nacional do Itatiaia (pBaixa e pAlta) - RJ, 2024.

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos oriundos dos megacariocitos
presentes na medula dssea, possuindo como principal funcdo a formacdo de um tampéo
hemostatico primario para interromper lesdes vasculares (Smyth et al., 2009). Além disso,
ajudam na reparacéo tecidual e participam de diversos mecanismos como defesa contra agentes
infecciosos, modulacdo da apresentacdo de antigenos, aumento das respostas imunes
adaptativas, entre outros (Ali et al., 2015).

Contagens plaquetarias da analise geral (Figura 7A) e entre machos (Figura 7B) foram
superiores nos animais da regido alta, ndo havendo diferenca significativa nas andlises
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realizadas somente entre fémeas (Figura 7C) deste estudo. Aumentos nas contagens de
plaquetas em individuos expostos a elevadas altitudes podem ser atribuidas a uma maior
producdo de trombopoietina a nivel hepéatico ou a acdo de citocinas liberadas pela hipoxia
tecidual (Hartmann et al., 2005).

Em algumas espécies que demonstram uma forte estimulagéo a eritropoiese por essa
exposicdo, pode haver diminuicdo nessas contagens pela competicdo entre células-tronco na
medula éssea (McDonald et al., 1992), o que nédo se observou no presente estudo. A diferenca
observada entre machos e fémeas da mesma regido pode ser atribuida a acdo estimulante de
hormdénios masculinos sobre a hematopoiese, assim como o mencionado em relagdo aos valores
de hematdcrito citados acima (Moser-Purdy et al., 2017).

900 Dif. =12 900 Dif. = 20,5 900 Dif. = 84
*%k U=1079 * U=218 U=3155
~ 800 1 p=00069 ~ 800 1 p=0011 ~ 800 p=0,163

=5 =%
100 @ 100

ns
T‘:l 700 "ﬁ 700 T‘:l 700

< 600 < 600 < 600

% 500 %= 500 % 500

g 400 Z 400 g 400 T
S 300 S 300 = S 300 +
£ 200 = 2 200 B 2200 = [T

1 1

1004 =
0 T T 0 0 T T
p.Baixa p.Alta C p.Baixa p.Alta C p.Baixa p.Alta
A PNI B PNI C PNI
Geral Machos Fémeas

ns: diferenca ndo significativa (p>0,05); *: diferenga significativa a 5% de probabilidade de erro (p<0,05); **: diferenga
significativa a 1% de probabilidade de erro (p<0,01) Dif.: diferenca entre os grupos comparados; t: valor do teste de Student;
U: valor do teste de Mann-Whitney; PNI: Parque Nacional do Itatiaia.

Figura 7. Comparacdo da Plaquetometria de roedores da Subfamilia Sigmodontinae entre o
grupo geral, grupo de apenas machos e grupo de apenas fémeas de duas regides do Parque
Nacional do Itatiaia (pBaixa e pAlta) - RJ, 2024.

E importante destacar que a contagem de plaquetas em roedores € significativamente
influenciada pelo pequeno tamanho destas, bem como pela propensdo a agregacdo (Everds,
2007). Quando ocorre agregacao, as contagens tendem a ser subestimadas, resultando em uma
consideravel variabilidade de valores demonstrados em diversos estudos hematolégicos e
hemostaticos em roedores (O'Connell et al., 2015). Uma diminuig&o nos valores e aumentos na
distribuicdo do tamanho das plaquetas no sangue de roedores de linhagens laboratoriais
mantidos em ambiente de elevada altitude foi identificado por Yan e colaboradores (2023), este
fato poderia estar relacionado a presenca de agregacdo plaquetaria, a saber que a aferi¢éo foi
completamente automatizada, com auséncia de analise microscépica de esfregacos sanguineos.

O leucograma € parte da avaliacdo hematoldgica destinada a contagens totais e
diferenciais de leucdcitos, além de suas descri¢bes morfoldgicas. Essas células participam de
inimeras respostas imunologicas, sendo as mudancas em seus valores e o tipo celular
predominante rotineiramente utilizados para identificar desordens e caracteriza-las quanto a
gravidade (Tvedten; Raskin, 2012).

Em roedores, a célula predominante de maneira geral é o linfécito seguido dos
neutréfilos, havendo uma inversdo nos valores a medida em que 0s animais tornam-se mais
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velhos (Nemzek et al., 2001). Sobre a funcgdo celular, os linfdcitos atuam no sistema imune
através da producdo de imunoglobulinas, atuacdo citotdxica, apresentacdo de antigenos, entre
outros (Tvedten; Raskin, 2012). Neutrofilos atuam principalmente através da fagocitose de
microrganismos, modulando a resposta inflamatéria para posterior resolucdo (Thrall et al.,
2012). Os monacitos sdo células que pertencem ao sistema fagocitario mononuclear, possuindo
a capacidade de diferenciacdo em macrofagos e células dendriticas (Chiu; Bharat, 2016). Essas
células sdo recrutadas posteriormente para fagocitarem, apresentarem antigenos, secretarem
quimiocinas e se proliferarem para resolucdo da lesao.

Para a interpretacdo das alteracBes leucocitarias € importante ter em mente que nao
apenas quadros patolégicos podem promover mudancgas quantitativas circulatérias, mas
também mecanismos fisioldgicos, principalmente quando se pensa em hormonios como
corticosteroides e catecolaminas envolvidas nos mecanismos de luta e fuga (Thrall et al., 2012).
Tais hormonios vao agir sobre os compartimentos denominados: pool marginal, pool circulante
e de reserva medular leucocitaria, gerando aumento nos valores, €, no caso dos linfdcitos frente
a acdo do cortisol, uma diminuicdo expressiva (Macneill, 2022). Outro fator que também pode
influenciar as concentracdes periféricas dessas células seria o ritmo circadiano, havendo
aumento durante a fase clara e diminuicdo durante na fase escura (Pilny, 2008).

Sobre a quantificagdo total de leucdcitos deste estudo, em todos os grupos analisados o0s
animais da regido baixa foram os que apresentam os maiores valores (Figura 8), em decorréncia
dos aumentos nas contagens diferenciais de neutrofilos (Figura 9A, 9B e 9C), linfocitos
(Figura 9D,9E, 9F) e mondcitos (Figura 9G, 9H, 9l).

Pelo método de captura utilizado, era esperado que a leucometria de ambas as
populacdes deste estudo sofresse forte influéncia hormonal, principalmente adrenérgica, com
aumento expressivo nas populacdes de neutrofilos e linfocitos (Davis et al., 2008). Porém, o
que se observou foram valores bem inferiores nos individuos da regido mais alta. Estudos
reportam gquedas nas contagens em animais submetidos a elevadas altitudes devido a alteracfes
induzidas pelo cortisol sobre redistribui¢do leucocitaria sanguinea a longo prazo (Yan et al.,
2023). Além das baixas contagens nos roedores da parte alta, fatores ambientais como aumentos
por disputas territoriais e oferta de alimentos, podem contribuir para 0 aumento expressivo da
leucometria nos individuos das regibes mais baixas, corroborando com outros achados
mencionados anteriormente neste trabalho.

Os eosinofilos sdo células granulociticas, encontrados principalmente nos tecidos do
trato gastrointestinal (do estbmago ao reto), timo, tecidos linfoides secundarios, Utero e tecido
adiposo (Lee et al., 2012). O papel especifico dessas células nos tecidos é objeto de investigacdo
continua, indo muito alem da defesa contra infeccdes parasitarias e mediagdo de processos
alérgicos (Jabobsen et al., 2012).

Durante a analise comparativa entre machos, a contagem de eosinofilos (Figura 9K)
demonstrou valores superiores em individuos da parte baixa, ndo havendo diferenca estatistica
nos demais grupos (Figura 9J e 9L). Uma das hipéteses para tal achado pode estar associada a
um maior grau de parasitismo por endoparasitos e ectoparasitos que foi observado durante a
manipulacdo destes (Linardi et al., 1985). Porém, como mencionado acima, a participacdo
dessas células em outros mecanismos ainda ndo é totalmente elucidada, necessitando de
maiores estudos para compreensao.
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Figura 8. Comparagdo da Leucometria Total (céls/ul) de roedores da Subfamilia

Sigmodontinae entre o grupo geral, grupo de apenas machos e grupo de apenas fémeas de duas
regides do Parque Nacional do Itatiaia (pBaixa e pAlta) - RJ, 2024.
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Figura 9. Comparacdo da contagem diferencial de neutréfilos (céls/ul), linfocitos (céls/pl),
monocitos (céls/ul) e eosindfilos (céls/ul) de roedores da Subfamilia Sigmodontinae entre o
grupo geral, grupo de apenas machos e grupo de apenas fémeas de duas regides do Parque
Nacional do Itatiaia (pBaixa e pAlta) - RJ, 2024.
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4.3 Diagnostico de Trypanosoma sp.
Pesquisas realizadas destacam a ampla distribui¢cdo bem como a diversidade do género

Trypanosoma identificado em roedores selvagens e sinantropicos ao redor do mundo (Kocher
et al., 2015; Mafie et al., 2018; Goodrich et al., 2020; Berbigier et al., 2021). Tais descobertas
recebem ainda maior relevancia no contexto de salde uUnica, pelo potencial zoondtico de
determinadas espécies encontradas como T. cruzi (Yefi-Quinteros et al., 2018), T. lewisi
(Milocco et al., 2013) e T. brucei (Morrison et al., 2023). Além disso, ja se sabe que a presenca
desses agentes pode influenciar na suscetibilidade a coinfec¢des por outros de importancia em
salde, como por exemplo Toxoplasma gondii (Gao et al.,, 2021), despertando maiores
preocupacOes na dinamica das doencas reemergente e emergentes.

No presente trabalho, 74 amostras sanguineas de animais pertencentes a parte alta no
PNI foram analisadas através da reacdo em cadeia da polimerase direcionada para 0 gene
18SSU do género Trypanosoma, das quais 35 eram pertencentes a machos, 37 a fémeas e dois
eram de animais cujo sexo ndo foi definido até o momento (Tabela 5). Deste total, 18,92%
(N=14) dos animais demonstraram-se positivos, dado semelhante ao encontrado por
Tanthanathipchai et al. (2023) ao investigar a presenc¢a de Trypanosoma lewisi no sangue de
Rattus rattus residentes de assentamentos humanos na Tailandia, e também ao encontrado por
Linardi et al. (2002) ao investigar o agente infeccioso em Minas Gerais (Brasil), através da
visualizacao das formas tripomastigotas em esfregaco sanguineo de roedores sinantrépicos.

Uma taxa de 74,7% de positividade para tripanosomatideos, incluindo os géneros
Trypanosoma e Leishmania, foi observada em pequenos mamiferos como os exemplares de
marsupiais Didelphis aurita, Marmosa paraguayana, Monodelphis americana, Metachirus
myosurus e de roedores como Akodon cursor, Rattus rattus e Oligoryzomys nigripes, na Estacdo
Bioldgica FIOCRUZ Mata Atlantica (EFMA) no Rio de Janeiro (Berbigier et al., 2021). A alta
prevaléncia pode estar associada a diversidade de marsupiais incluidas ao estudo, uma vez em
que estes desempenham um papel importante como possiveis reservatorios (Jansen etal., 2018).

Estudos realizados no Centro Abu Alnomros - Gizé, indicaram uma maior prevaléncia
da infeccdo em Rattus spp. (24,7%) em comparagdo com Rattus norvegicus, atribuindo tal fato
a uma solida imunidade adquirida deste segundo grupo, composto majoritariamente por
individuos mais velhos (Dahesh et al., 2016). Este achado reforca que além da susceptibilidade
variavel entre as espécies, determinados grupos quando expostos, desenvolvem mecanismos
imunes que reduzem a carga parasitaria ao ponto de ndo serem detectadas (Albright; Albright,
1991). Uma das hipoteses que podem ser atribuidas a menor taxa de positividade no presente
trabalho pode estar correlacionada a exposi¢des prévias nos individuos analisados, fato que
fomenta investigacOes soroldgicas futuras.

Em roedores capturados na cidade de Belo Horizonte (Brasil), as taxas de detec¢do da
espécie T. lewisi diferiu entre 0s sexos, com 24,9% (68/273) em machos e 16% (25/156) em
fémeas (Linardi et al., 2002). Dados semelhantes foram observados no presente trabalho, tendo
machos 20% (N = 7) e fémeas 16,22% (N=6) de positividade. Machos podem apresentar
maiores taxas de infeccdo por Trypanosoma sp. devido ao comportamento inerente a
exploracOes de areas, disputas territoriais e pelas maiores taxas de infestacdes por pulgas, sendo
elas potenciais vetores de determinadas espécies do agente infeccioso em questdo (Linardi et
al., 1985). Camundongos e ratos podem se infectar por T. evansi atraves da via subcutanea, fato
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que reforca estes achados em machos, os quais demonstram um temperamento mais agressivo
quando comparados as fémeas (Jansen, 1942).

Tabela 5. Pesquisa da infecgdo por Trypanosoma sp. em roedores da Familia Cricetidae,
Subfamilia Sigmodontinae: distribui¢do por sexo, niumero de animais, resultados moleculares
e morfoldgicos e distribuicdo por géneros no Parque Nacional do Itatiaia - RJ, 2024.

N PCR positivo A o
Sexo . P , Lamina + PCR Géneros
geral (Tripanosomatideo)
Akodon
(Meyen, 1833)
Macho . . Brucepatt.ersonius
pAlta 35 =~ 20% (N=7) ~2,86% (N=1) (Hershkovitz, 1998)
Castoria
(Pardifias, Geise, Ventura & Lessa,
2016)
Brucepattersonius
(Hershkovitz, 1998)
Fémea . . - Qastorla
Alia 37 ~16,22% (N=6) =~ 50% (N=3) (Pardifias, Geise, Ventura & Lessa,
P 2016)
Oligoryzomys
(Bangs, 1900)
N&o definido 5 ~ 50% (N=1) i Brucepattersonius.
pAlta (Hershkovitz, 1998)
Macho A0/ (N A0/ (N Rhipidomys
pBaixa 4 ~20% (N=1) ~20% (N=1) (Tschudi, 1845)
Fémea 1 i ) Rhipidomys
pBaixa (Tschudi, 1845)

pAlta: Parte Alta do Parque Nacional do Itatiaia; pBaixa: Parte Baixa do Parque Nacional do Itatiaia.

Cinco amostras sanguineas de individuos do género Rhipidomys (Familia Cricetidae,
Subfamilia Sigmodontinae) da parte baixa deste estudo foram analisadas através da PCR para
Trypanosoma sp. e destes, 20% (N = 1) demonstraram-se positivos. A saber que as infecc¢oes
por Trypanosoma sp. em roedores muitas vezes sdo atribuidas principalmente a pulgas dos
géneros Xenopsylla, Ctenocephalides e Pulex e carrapatos das ordens Ixodida e Argasidaea e
triatomineos, a temperatura ambiental tera uma forte influéncia na dindmica de transmissao
(Garcia et al., 2019). Estudos realizados em altitudes mais elevadas demonstram que a
prevaléncia e a abundancia desses vetores sdo menores pelas baixas temperaturas, o que limita
sua reproducdo e desenvolvimento (Gebrezgiher et al., 2023). Este dado pode ser
correlacionado as condic¢des do presente estudo, uma vez em que a altitude média local € de
aproximadamente 2.010m.
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Tabela 6. Relagdo dos roedores da Familia Cricetidae positivos para Trypanosoma: distribuicdo
por género, local apreendido, trilha, ponto da trilha, tipo de armadilha e sexo no Parque

Nacional do Itatiaia — RJ, 2024.

Género Local Trilha Ponto Armadilha Sexo
Oligoryzomys PNI, alto, ] 7 sh Fémea
(Bangs, 1900) Casa de Pedra
. _ Castoria PNI, alto, ] 3 sh Macho
(Pardifias, Geise, Ventura & Lessa, 2016) Casa de Pedra
) ) Castoria PNI, alto G 5 Sh Macho
(Pardifias, Geise, Ventura & Lessa, 2016)
~ Castoria PN, alto G 13 sh  Fémea
(Pardifias, Geise, Ventura & Lessa, 2016)
_ Castoria PNI, alto G 23 sh  Femea
(Pardifias, Geise, Ventura & Lessa, 2016)
Brucepattersonius PNI, alto G 23 Sh  Fémea
(Hershkovitz, 1998)
Brucepattersonius PNI, alto G 26 Sh  Macho
(Hershkovitz, 1998)
Brucepattersonius PNI, alto H 3 sh Fémea
(Hershkovitz, 1998)
Brucepatt_ersonlus PNI, alto H 8 Sh Macho
(Hershkovitz, 1998)
Brucepattersonius PNI, alto G 19 Sh  Macho
(Hershkovitz, 1998)
Akodon PNI, alto, J 6 Sh Macho
(Meyen, 1833) Casa de Pedra
Brucepatt_ersonlus PNI, alto, 3 13 sh Macho
(Hershkovitz, 1998) Casa de Pedra
Brucepatt_ersonlus PNI. alto G 27 sh i
(Hershkovitz, 1998)
~ Castoria PN, alto H 43 sh  Fémea
(Pardifias, Geise, Ventura & Lessa, 2016)
RhlpldOmys Pl.\“’ baixo, B 1 Sh Macho
(Tschudi, 1845) Abrigo Lamego
RhlpldOmys PI.\“’ baixo, B 8 Sh Fémea
(Tschudi, 1845) Abrigo Lamego
Rhipidomys PNI, baixo, B 3 Sh  Macho
(Tschudi, 1845) Abrigo Lamego
Rhipidomys PNI, baixo, B 8 Sh  Macho
(Tschudi, 1845) Abrigo Lamego
Rhipidomys PNI, baixo, B 3 TK Macho

(Tschudi, 1845)

Abrigo Lamego

PNI: Parque Nacional do Itatiaia; Sh: Armadilha tipo Sherman; Tk: Armadilha tipo Tomahawk.

Dos catorze animais positivos da parte alta, dez roedores foram capturados no mesmo
local (PNI, alto) em duas diferentes trilhas G (7 animais) e H (3 animais) e quatro foram
capturados em outro local (PNI, Casa de Pedra) na mesma trilha J (Tabela 6). Em relacdo aos
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cinco individuos da parte baixa testados, todos eram advindos da mesma trilha B. A positividade
encontrada em individuos que partilham do mesmo ambiente pode ter forte relagdo,
considerando que o gradiente de altitude encontrado na Mata Atlantica pode contribuir para o
estabelecimento de areas de simpatria entre espécies de roedores como as deste estudo,
favorecendo a circulacdo de parasitos entre eles (Delciellos et al., 2020).

Formas tripomastigotas foram identificadas em todas as laminas de esfregaco sanguineo
de animais também positivos na biologia molecular, sendo quatro animais advindos da parte
alta do PNI: machos 2,86% (N=1) e fémeas 50% (N=3) e no unico roedor macho (20%) da
parte baixa. Morfologicamente, os parasitos possuiam formas alongadas e fusiformes, com
membrana ondulante, cinetoplasto em forma de bastéo localizado na extremidade subterminal,
ndcleo oval e um Unico flagelo livre e ondulante que se estende ao longo de sua margem livre
(Figura 10 e Figura 11). As multiplas espécies de Trypanosoma possuem formas
tripomastigotas semelhantes, tornando a identificacdo baseada na morfologia dificil e muitas
vezes imprecisa (Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura, [2024]). No
presente estudo ndo foi possivel identificar a nivel de espécie, sendo necessario a realizacéo do
sequenciamento, para posterior posicionamento filogenético e compreensao acerca das espécies
encontradas.

Figura 10. Formas tripomastigotas de Trypanosoma sp. identificadas em esfregago sanguineo
de roedor da Familia Cricetidae, Subfamilia Sigmodontinae da parte alta do Parque Nacional
do Itatiaia— RJ, 2024. Coloracdo hematolégica Giemsa, aumento de 400x. Fonte: OLIVEIRA,
AFX (2024).
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Figura 11. Formas tripomastigotas de Trypanosoma sp. identificadas em esfregaco sanguineo
de roedor da Familia Cricetidae, Subfamilia Sigmodontinae da parte baixa do Parque Nacional
do Itatiaia — RJ, 2024. Coloracdo hematolégica Giemsa, aumento de 1000x. Fonte:
OLIVEIRA, AFX (2024).

5. CONCLUSAO

O presente trabalho identificou mudancas nos parametros hematoldgicos de roedores da
Familia Cricetidae, Subfamilia Sigmodontinae ao longo do gradiente de altitude,
principalmente quando correlacionados a varidveis como o sexo entre os grupos. De maneira
geral, os individuos da parte baixa apresentaram os maiores valores de hematdcrito e leucdcitos
quando comparados aos da parte de alta. Em contrapartida, os roedores das regibes mais
elevadas demonstraram valores plaquetarios e de proteina plasmatica total superiores.

Além disso, também foi identificado a ocorréncia de Trypanosoma sp. em amostras
sanguineas de roedores advindos de ambientes de baixa e elevada altitude no Parque Nacional
do lItatiaia, através de técnicas moleculares e observacdo em esfregago sanguineo, indicando
uma distribuigdo das espécies deste parasito na area. Este achado desperta novos interesses em
pesquisas filogeneéticas adicionais, necessarias para o esclarecimento a nivel de espéecie, bem
como o potencial impacto na satde humana e fauna local destes parasitos.
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