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RESUMO

Tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados pertencentes a familia Trypanosomatidae da
qual se destacam os géneros Leishmania e Trypanosoma por apresentarem exemplares
responsdveis pelo desenvolvimento de doencas tropicais negligenciadas de grande
importancia para a saude publica. No Brasil, a Leishmaniose e a Doen¢a de Chagas sdao
causadas por protozodrios dessa familia, Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi,
respectivamente, sendo que ambas sdo transmitidas ao ser humano por insetos
hematofagos. Embora a Leishmania spp. seja transmitida por flebotomineos e o
Trypanosoma cruzi por triatomineos, os carrapatos vém sendo estudados a fim de verificar o
possivel envolvimento desses artropodes no ciclo de transmissdao de agentes da familia
Trypanosomatidae, uma vez que também realizam repasto sanguineo. Dessa forma, a
presente pesquisa teve como objetivo geral verificar a ocorréncia de protozodrios da familia
Trypanosomatidae em carrapatos encontrados em capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) de
vida livre do Distrito Federal (DF) e como objetivos especificos identificar as espécies dos
carrapatos coletados e determinar através de métodos moleculares a existéncia de
tripanossomatideos nesses artropodes. As amostras de carrapatos utilizadas no presente
estudo foram coletadas a partir de capivaras de vida livre capturadas em areas recreativas do
DF em estudo sanitdrio prévio realizado entre os anos de 2017 e 2019. Os carrapatos foram
removidos diretamente do tecido cutaneo das capivaras e submetidos a extragao de DNA
com a utilizacdo de isotiocianato de guanidina e fenol cloroférmio. Para a deteccdo de
agentes da familia Trypanosomatidae, as amostras de DNA foram submetidas a cPCR
utilizando os oligonucleotideos D75 (5’- GCA GAT CTT GGT TGG CGT AG -3’) e D76 (5’- CGT
TCT CTG TTG CCC CTT TT -3’). Os produtos de amplificacdo de todas as reacdes de cPCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%, corados em brometo de etidio
(Vetec Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) e visualizados sob luz ultravioleta (UV transiluminator®,
UVP LLC, Upland,32 CA). Foram amostrados 558 carrapatos provenientes de 57 capivaras,
sendo que do numero total de carrapatos coletados cerca de 69.3% foi identificado como
Amblyomma dubitatum, 29% como Amblyomma sculptum e 1.6% como Amblyomma spp..
Das 229 amostras de DNA testadas para agentes da familia Trypanosomatidae, 7 deram
resultado positivo apds a cPCR, sendo que 5 eram da espécie A. sculptum (3 fémeas adultas e
2 machos adultos) e 2 eram da espécie A. dubitatum (1 ninfa e 1 macho adulto). Os
resultados da presente pesquisa evidenciam a presenca de agentes da familia
Trypanosomatidae em carrapatos das espécies Amblyomma sculptum e Amblyomma
dubitatum provenientes de capivaras de vida livre do DF, todavia o sequenciamento genético
das amostras positivas ainda nao foi realizado e ndo é possivel dizer qual é a espécie em
questdo. Assim, fazem-se necessarios novos estudos para elucidar a relagao das espécies A.
dubitatum e A. sculptum no ciclo de transmissao de agentes da familia Trypanosomatidae.

Palavras-chave: Trypanosoma; Leishmania; vetores artropodes; capivaras; saude publica.
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1 INTRODUGCAO

Tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados pertencentes a familia
Trypanosomatidae que é composta por 19 géneros de parasitas capazes de infectar
vertebrados, invertebrados e plantas (CORREA el al., 2020). Todavia, de todos esses
destacam-se os géneros Leishmania e Trypanosoma por apresentarem protozoarios
causadores de doencas tropicais negligenciadas e que portanto, tem importancia na saude
publica (MARTINEZ-CALVILLO; FLORENCIO-MARTINEZ; NEPOMUCENO-MEJIA, 2019).

No Brasil, ressaltam-se duas doencgas causadas por tripanossomatideos que s3o a
Leishmaniose e a Doenga de Chagas, cujos agentes etioldgicos sdo a Leishmania spp. e o
Trypanosoma cruzi respectivamente (KAUFER et al., 2017). Em todo o mundo, sdo reportados
anualmente 28 mil novos casos de Doenca de Chagas e 12 mil mortes em sua decorréncia
(BONNEY et al., 2019) e entre 1,5 e 2 milhdes de novos casos de Leishmaniose com 70 mil
mortes anuais (MAXFIELD; CRANE, 2021).

Ambas doencas possuem cardter zoondtico e sdo transmitidas ao ser humano por
insetos hematdfagos que se infectam durante o repasto sanguineo em animais reservatorios.
Embora a Leishmania spp. seja transmitida por flebotomineos e o Trypanosoma cruzi por
triatomineos (KAUFER et al., 2017), outros hematéfagos, como os carrapatos, vém sendo
estudados a fim de verificar o possivel envolvimento desses artropodes no ciclo de
transmissdo de agentes da familia Trypanosomatidae, uma vez que também realizam repasto
sanguineo (DANTAS-TORRES, 2011).

Os carrapatos sdo estudados como possiveis vetores de tripanossomatideos desde a
década de 80, quando McKenzie (1984) constatou a transmissdo de Leishmania infantum
pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES, 2011). Ademais, novas espécies
do género Trypanosoma foram descritas parasitando Rhipicephalus microplus (MAROTTA et
al., 2018a) e Amblyomma brasiliense, no Rio de Janeiro, indicando a necessidade em
continuar com estudos nessa linha de pesquisa (MAROTTA et al., 2018b).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo geral verificar a ocorréncia de
protozodrios da familia Trypanosomatidae em carrapatos encontrados em capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) de vida livre do Distrito Federal (DF) e como objetivos
especificos identificar as espécies dos carrapatos coletados e determinar através de métodos

moleculares a existéncia de tripanossomatideos nesses artréopodes.



2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) sao mamiferos herbivoros semiaquaticos
pertencentes a ordem Rodentia que podem ser encontrados em paises das américas central
e do sul, exceto no Chile e na regido dos Andes (MOREIRA et al., 2013). Por serem animais
semiaquaticos apresentam forte relacdo de dependéncia com a dgua, sendo que a instalacdo
e a permanéncia de grupos de capivaras em determinada localidade estad relacionada a
presenca de corpos de dgua (ALMEIDA et al., 2013).

Esses mamiferos frequentemente habitam areas urbanas (NUNES et al., 2020) e no
DF sdo encontrados de forma livre em parques e as margens do Lago Paranod. Todavia, por
serem hospedeiros primarios de carrapatos contribuem diretamente para a manutencao
desses artropodes no ambiente o que pode favorecer a transmissdo de doencas, além de
facilitar infestagcdes de carrapatos em humanos que frequentam locais recreativos nos quais
existem capivaras (QUADROS et al., 2021).

As espécies de carrapatos comumente encontradas infestando capivaras sdo
Amblyomma sculptum e Amblyomma dubitatum, sendo que o género Amblyomma é o de
maior importancia médica no Brasil por apresentar 32 espécies endémicas distribuidas por
todo o pais (BRITES-NETO et al., 2018). Tanto A. sculptum quanto A. dubitatum pertencem a
familia Ixodidae e por isso apresentam caracteristicas morfoldgicas marcantes tais como
escudo dorsal em todos os estagios de desenvolvimento, tegumento liso com poros, capitulo
visivel dorsalmente, hipostomio denticulado, espinhos internos nas coxas, presenca de
festdes e acentuado dimorfismo sexual (RIO GRANDE DO SUL, 2018).

Doencgas transmitidas por carrapatos tém preocupado a saude publica no Brasil e no
mundo devido ao aumento de suas notificagdes em areas endémicas e ao surgimento de
casos em areas nao endémicas. Como esses artropodes se alimentam do sangue de seus
hospedeiros em todas as suas fases de desenvolvimento, torna-se facil adquirir patégenos de
animais infectados e ainda transmiti-los a hospedeiros sadios (TOSATO; NAH; WU, 2021).
Amblyomma sculptum é, com frequéncia, reportado como vetor da febre maculosa brasileira
(FMB) que é uma zoonose de notificagdo compulséria (BRITES-NETO et al.,2018), todavia
estudos tém investigado a possibilidade de transmissdo de outros patégenos por carrapatos,
como, por exemplo, os tripanossomatideos (MAROTTA et al., 2018a; MAROTTA et al., 2018b).

Tripanossomatideos sdo protozoarios que tém ganhado destaque devido aos

patégenos Trypanosoma cruzi e Leishmania spp., dado que sdo os agentes etioldgicos da



Doenca de Chagas e da Leishmaniose, respectivamente (KAUFER et al., 2017). Os referidos
protozoarios possuem ciclo de vida heteroxeno e portanto necessitam de dois hospedeiros —
um invertebrado hematéfago e um vertebrado — para completar o seu ciclo evolutivo. Com o
intuito de sobreviver nesses dois hospedeiros extremamente distintos, o T. cruzi e a
Leishmania spp. passam por diversos estdgios de diferenciacdo celular que é regulada pela
expressdo genética desses protozodrios (MARTINEZ-CALVILLO; FLORENCIO-MARTINEZ;
NEPOMUCENO-MEJIA, 2019).

O Trypanosoma cruzi é endémico em diversos paises do ocidente, sendo transmitido
por triatomineos sob a forma tripomastigota metaciclica — estdgio infeccioso desse
protozodrio — que apds penetrar no organismo do hospedeiro vertebrado se multiplica e se
diferencia podendo causar a Doenca de Chagas (BONNEY et al., 2019). Essa doenca foi
descrita pela primeira vez em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas, sendo
atualmente considerada reemergente devido a notificagdo de casos autdctones em regides
antes consideradas livres dessa enfermidade. Ademais, animais domésticos — cdes e gatos — e
silvestres — roedores — também podem se infectar com o T. cruzi e por consequéncia
participar do ciclo de transmissdo desse parasita (GUARNER, 2019).

A Leishmania spp. também possui expressiva endemicidade, porém ndo sé nos paises
do ocidente e sim por todo o mundo. E transmitida por flebotomineos sob a forma
promastigota que é o seu estagio infeccioso. Esse protozodrio é responsavel por causar as
leishmanioses visceral, tegumentar e mucosa (ARONSON; MAGILL, 2020), sendo que em
2019 foram notificados 2.473 casos de leishmaniose visceral e 16.135 de leishmaniose
tegumentar no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). No meio urbano, os cdes s3o os
principais reservatorios da Leishmania spp. servindo como fonte de infeccdo para os
flebotomineos, todavia alguns animais permanecem assintomaticos enquanto que outros
desenvolvem graves sinais clinicos (DANTAS-TORRES et al., 2019). Ja os gatos domésticos vém
sendo estudados a fim de verificar a possibilidade de também atuarem como reservatérios,
no entanto atualmente sdo indicados como hospedeiros sentinelas de dreas endémicas para
a Leishmaniose (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019).

Diversos métodos podem ser utilizados para diagnosticar agentes da familia
Trypanosomatidae, sendo a ferramenta molecular por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) um método com alta sensibilidade e especificidade. Os ensaios

moleculares geralmente sdo utilizados por pesquisadores, pois conseguem diferenciar as



espécies de tripanossomatideos e podem ser realizados em um periodo reduzido de tempo

quando comparados a outros métodos (CANDIDO et al., 2021).
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3 METODOLOGIA

As amostras de carrapatos utilizadas no presente estudo foram coletadas a partir de
capivaras de vida livre capturadas em dreas recreativas do DF em estudo sanitario prévio
realizado entre os anos de 2017 e 2019, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade de Brasilia e registrado com o protocolo de n? 20/2019,
sendo ainda registrado no Sistema de Autoriza¢do e Informagao em Biodiversidade (SISBIO)
com o numero 43798-1.

A captura das capivaras foi realizada em cinco pontos, sendo trés deles na Fundagao
Jardim Zooldgico de Brasilia — Ponto A: Latitude 15° 50’ 48" S, Longitude 047° 56’ 27" W,
Ponto B: Latitude 15° 51’ 03" S, Longitude 047° 56’ 17" W; e Ponto C: Latitude 15° 51’ 00" S,
Longitude 047° 55’ 57" W (Figura 1) —, um no Campo Experimental Fazenda Sucupira que
pertencente a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Latitude 15° 55’ 31” S,
Longitude 048° 02’ 59” W (Figura 2) —, e o ultimo as margens do Lago Paranoa préximo ao

Palacio da Alvorada — Latitude 15° 47’ 30" S, Longitude 047° 47’ 49”” W (Figura 3).

Figura 1 - Georreferenciamento dos pontos de captura na Fundacdo Jardim Zoolégico de
Brasilia. Ponto A: Latitude 15° 50’ 48" S, Longitude 047° 56’ 27" W, Ponto B: Latitude 15° 51’
03" S, Longitude 047° 56’ 17" W; e Ponto C: Latitude 15° 51’ 00" S, Longitude 047° 55’ 57"
W. Disponivel em: <https://earthexplorer.usgs.gov/>. Acesso em: 28 jan. 2020.



Figura 2 - Georreferenciamento do ponto de captura no Campo Experimental Fazenda
Sucupira. Latitude 15° 55 31” S, Longitude 048° 02’ 59” W. Disponivel em:

<https://earthexplorer.usgs.gov/>. Acesso em: 28 jan. 2020.

Figura 3 - Georreferenciamento do ponto de captura as margens do Lago Paranod. Latitude
15° 47° 30” S, Longitude 047° 47' 49" W. Disponivel em: <https://earthexplorer.usgs.gov/>.
Acesso em: 28 jan. 2020.
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Os carrapatos foram removidos diretamente do tecido cutdneo das capivaras por um
periodo cronometrado de cinco minutos por animal e logo em seguida armazenados em
alcool isopropilico, para assepsia e conservacdo, até que a identificacdo das espécies e a
extracdo de DNA fosse realizada. No estudo prévio, os artropodes foram identificados por
espécie, sexo e estdgio de desenvolvimento — larvas, ninfas, machos adultos e fémeas
adultas. J4 o DNA foi extraido através do protocolo proposto por SANGIONI et al., 2005 com a
utilizacdo de isotiocianato de guanidina e fenol cloroférmio e posteriormente armazenado a
-20°C até a realizacao dos ensaios moleculares.

Para constatacdo da qualidade da extracdo do DNA dos artropodes, todas as amostras
de DNA extraidas foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR)
para confirmacdo do gene mitocondrial 16S rRNA, especifico para esses artropodes, a partir
da utilizacdo dos oligonucleotideos TK-F (5’- CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC GG - 3') e
TK-R (5’- ACG CTG TTA TCC CTA GAG -3’). Para cada amostra, uma mistura de 25 puL foi
preparada contendo 1 pumol/uL de cada oligonucleotideo (10pmol), tampdo 1x da Taq
polimerase (Invitrogen®), 1ImM de MgCl2, 0.2mM de dNTP (Invitrogen®), 1 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen®) e aproximadamente 2 ng do DNA extraido. Os ensaios de cPCR
foram realizados da seguinte forma: 1 ciclo de desnaturag¢do (8 min, 94°C); seguido por 10
ciclos de desnaturacdo (1 min, 922C), anelamento (1 min, 48°C) e extensdo (1 min 30s, 722C).
Ap0ds a finalizacdo dessa primeira etapa, foram realizados 32 ciclos de desnaturacdo (1 min,
929C), anelamento (1 min, 5429C), extensdo (1 min 30s, 722C) e um passo final de extensdo
(10 min, 72°C).

Para a deteccdo de agentes da familia Trypanosomatidae, foram realizadas cPCR
utilizando os oligonucleotideos D75 (5’- GCA GAT CTT GGT TGG CGT AG -3’) e D76 (5’- CGT
TCT CTG TTG CCC CTT TT -3’) empregando protocolo touchdown, no qual ocorre a queda
gradual da temperatura de anelamento em cada ciclo (LEE et al., 2010). As reacdes de cPCR
foram compostas por tampdo 1x da Taq polimerase (Invitrogen®), 2mM de MgCl2,
oligonucleotideos (10pmol), 0.25mM de dNTP (Invitrogen®), 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®) e cerca de 5 ng de DNA do produto de extracdo da amostra para um volume
final de 25 pL. Todas as amostras foram testadas em duplicatas e amostras sabidamente
positivas para Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. foram utilizadas como controles

positivos das reacdes, bem como agua Mili-Q® como controles negativos. Todas as reagoes
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foram realizadas no termociclador BioradMyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA).

Na etapa inicial, apds prévio aquecimento da tampa por 2 minutos, as amostras
foram incubadas a 94°C por 3 minutos para ocorrer a desnaturagao inicial. Em seguida, as
amostras passaram por quatro ciclos de 94°C por 1 minuto para a desnaturacdo da fita de
DNA, 62°C por 1 minuto para anelamento dos oligonucleotideos — diminuindo 2°C por ciclo —
e 72°C por 1 minuto para extensdo das fitas. Ao término desta etapa, foram realizados 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, 52°C e 72°C por 1 minuto. Por ultimo, foi realizada a extensao
final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo de todas as reacdes de cPCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2%, corados em brometo de etidio (Vetec Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO) e visualizados sob luz ultravioleta (UV transiluminator®, UVP LLC, Upland,32 CA).

Todos os ensaios moleculares foram realizados no Laboratério de Microbiologia e
Patologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterindria (FAV) da Universidade de Brasilia

(UnB).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostrados 558 carrapatos provenientes de 57 capivaras capturadas nos cinco
pontos descritos, sendo que do nimero total de carrapatos coletados cerca de 69.3% foi
identificado como Amblyomma dubitatum, 29% como Amblyomma sculptum e 1.6% como
Amblyomma spp., ja que as chaves de identificagdo existentes atualmente para classificar
taxonomicamente esses artropodes somente permitem a classificacdo de seus estagios
imaturos até o nivel do género (MARTINS et al., 2010). Ja com relacdo ao sexo e ao estagio
de desenvolvimento, 265 dos carrapatos eram machos adultos, 204 eram ninfas, 80 eram

fémeas adultas e 9 eram larvas (Tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade de carrapatos amostrados segundo espécie, sexo e estagio de
desenvolvimento.

Classificacdo Taxonomica

Sexo e Estagio de Amblyomma Amblyomma Amblyomma
Desenvolvimento dubitatum sculptum spp.
Larvas - - 9
Ninfas 165 39 -
Fémeas Adultas 46 34 -
Machos Adultos 176 89 -
TOTAL 387 162 9

Apenas Amblyomma sculptum e Amblyomma dubitatum foram identificados dentre
todos os carrapatos amostrados o que corrobora com os achados da literatura, ja que essas
sdo as unicas espécies descritas até o momento como parasitas de capivaras (CANCADO et
al., 2017).

Entre quatro e cinco carrapatos de cada capivara capturada foram utilizados para a
extracdo de DNA perfazendo um total de 231 amostras. Essa conduta foi tomada visando
amostrar um numero semelhante de carrapatos de todos os animais amostrados. Todavia,
apos submissdo a cPCR para confirmacdao do gene mitocondrial 16S rRNA duas amostras
foram descartadas, pois nao tiveram material genético amplificado o que indica que essas
duas extracdes ndao funcionaram. Por conseguinte, 229 amostras foram testadas para

agentes da familia Trypanosomatidae com 7 dessas resultando positivo apds a cPCR.
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Das sete amostras de DNA positivas, cinco eram de carrapatos da espécie
Amblyomma sculptum e dois da espécie Amblyomma dubitatum, sendo que trés eram

fémeas adultas, trés eram machos adultos e uma era ninfa (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidade de amostras positivas — apds teste para agentes da familia
Trypanosomatidae — conforme espécie, sexo e estagio de desenvolvimento.

Sexo e Estagio de Desenvolvimento Amblyomma sculptum ~ Amblyomma dubitatum

Larvas - -
Ninfas - 1
Fémeas Adultas 3 -
Machos Adultos 2 1
TOTAL 5 2

A deteccdo de tripanossomatideos em varios estdgios de desenvolvimento dos
carrapatos Amblyomma sculptum e Amblyomma dubitatum sugere que esses artropodes
possam se infectar em qualquer fase de seu desenvolvimento podendo manter esses
protozoarios em seu organismo ao longo de toda a vida. Contudo, a transmissao
transovariana desses patégenos deve ser investigada nessas espécies de aracnideos dado a
recente descoberta da possivel transmissdao transovariana de Trypanosoma rhipicephalis por
Rhipicephalus sanguineus (KAULICH et al., 2019).

Os achados do presente estudo sdao elementares, porém de suma importancia para a
academia e para a saude publica, visto que pela primeira vez é relatada a presenca de
agentes da familia Trypanosomatidae em carrapatos do género Amblyomma. Como alguns
exemplares dessa familia de protozoarios sdo responsaveis por causar doencas
negligenciadas, endémicas e reemergentes em diversos paises do mundo incluindo o Brasil
(MARTINEZ-CALVILLO;  FLORENCIO-MARTINEZ; NEPOMUCENO-MEJIA, 2019), faz-se
necessario estudos que investiguem a presenca desses patogenos em carrapatos,
principalmente porque pesquisas recentes identificaram novas espécies de
tripanossomatideos em exemplares de carrapatos, indicando assim a existéncia de um amplo
e desconhecido campo de pesquisa a disposicdo dos pesquisadores brasileiros (MAROTTA et

al., 2018a; MAROTTA et al., 2018b).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da presente pesquisa evidenciam a presenca de agentes da familia
Trypanosomatidae em carrapatos das espécies Amblyomma sculptum e Amblyomma
dubitatum provenientes de capivaras de vida livre do Distrito Federal, todavia o
sequenciamento genético das amostras positivas ainda ndo foi realizado e ndo é possivel
dizer qual é a espécie em questdo. No entanto, fazem-se necessdrios novos estudos para
elucidar a relacdo das espécies A. dubitatum e A. sculptum no ciclo de transmissdo de

agentes da familia Trypanosomatidae.
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