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RESUMO

Tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados, unicelulares, apresentam distribuicdo mundial
e sdo capazes de parasitar vérias espécies de animais, inclusive o homem. Os géneros
Leishmania e Trypanosoma vem sendo descritos em répteis, incluindo lagartos. No Cerrado,
estima-se que 241 espécies de lagartos participem da herpertofauna, ocupando a segunda
posicao do bioma mais rico em lagartos no Brasil. Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a presenca de agentes da familia Trypanosomatidae em amostras de sangue de lagartos
do género Tropidurus utilizando técnicas moleculares de Nested PCR e pesquisa direta em
esfregaco sanguineo. Foram testadas 81 amostras de sangue de lagartos do género Tropidurus,
distribuidos em 3 espécies: T. oreadicus, T. semitaeniatus e T. itambere, do banco de amostras
de DNA e de esfregacos sanguineos do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia. As amostras eram provenientes
de duas regides do Cerrado Brasileiro, na regido da Serra das Confusdes, localizada proximo
ao municipio de Redencdo do Gurgueia no estado do Piaui e na Reserva Ecoldgica do IBGE
localizado em Brasilia, Distrito Federal. Das 81 amostras testadas, 33 (40,7%) foram positivas
na PCR para o gene 18S rRNA, destas, 7 amostras eram da especie T. itambere, e 26 amostras
da espécie T. oreadicus. As 33 amostras foram negativas para Leishmania sp. na PCR. Nenhum
destes agentes foi visualizado nos esfregacos sanguineos. Este é o primeiro estudo a identificar

Trypanosoma sp. em lagartos da espécie T. oreadicus e T. itambere no Cerrado.

Palavras-chave: 1. Tropidurus oreadicus 2. Tropidurus semitaeniatus 3. Tropidurus itambere
4. Trypanosoma sp. 5. Cerrado
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ABSTRACT

Trypanosomatids are flagellated, unicellular protozoa, have a worldwide distribution and are
capable of parasitizing several species of animals, including man. The genera Leishmania and
Trypanosoma have been described in reptiles, including lizards. In the Cerrado, it is estimated
that 241 species of lizards participate in the herpertofauna, occupying the second position of
the richest biome in lizards in Brazil. Thus, the present study aimed to evaluate the presence of
agents of the Trypanosomatidae family in blood samples of lizards of the genus Tropidurus
using molecular techniques of Nested PCR and direct investigation in blood smears. Eighty-
one blood samples from lizards of the genus Tropidurus were tested, distributed in 3 species:
T. oreadicus, T. semitaeniatus and T. itambere, from the DNA sample bank and blood smears
of the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of the college of Veterinary Medicine from the
University of Brasilia. The samples came from two regions of the Brazilian Cerrado, in the
Serra das Confusdos region, located near the municipality of Redencdo do Gurgueia in the state
of Piaui and in the IBGE Ecological Reserve located in Brasilia, Federal District. Of the 81
samples tested, 33 (40.7%) were PCR positive for the 18S rRNA gene, of which 7 samples were
from the T. itambere species, and 26 samples from the T. oreadicus species. The 33 samples
were negative for Leishmania sp. in PCR. None of these agents were seen on blood smears.
This is the first study to identify Trypanosoma sp. in lizards of the species T. oreadicus and T.

itambere in the Cerrado.

Keywords: 1. Tropidurus oreadicus 2. Tropidurus semitaeniatus 3. Tropidurus itambere 4.
Trypanosoma sp. 5. Cerrado
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1 INTRODUCAO

O bioma Cerrado ocupa cerca de 21% do territorio nacional, sendo o segundo maior
bioma brasileiro (BORTOUG, 2002), abrange a regido central do Brasil e engloba Estados do
Goias, Distrito Federal, como também partes dos Estados de Minas Gerais, Rond6nia, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Tocantins, Maranhéo, Piaui e Para (SHIKI, 1997; SANO
et al, 2008; KLINK & MACHADO, 2005). O Cerrado é considerado a savana tropical mais
diversificada do mundo (MENDONCA et al. 2008; ROCHA et al., 2012), possui biodiversidade
elevada, aproximadamente 2.500 espécies de vertebrados vivem no bioma, entre mamiferos,

aves, répteis, anfibios e peixes, ocupando papel importante na ecologia (RATTER et al, 1997).

No Brasil, 760 espécies de répteis sdo reconhecidas, ocupando a segunda posi¢do em
maior nimero de espécies (COSTA & BERNILS, 2014). Estima-se que participem da
herpertofauna do Cerrado, 260 espécies de répteis e destas, 241 espécies sdo de lagartos. Desta
forma, o Cerrado € a segunda regido mais rica em lagartos no Brasil (BASTOS, 2007; COSTA
et al, 2007; RODRIGUES, 2005; NOGUEIRA et al., 2011).

Os répteis possuem papel importante por serem hospedeiros de muitos parasitos,
incluindo os parasitos de células sanguineas, sendo superior aos hemoparasitas registrados em
aves e mamiferos. Aproximadamente 14 géneros de hemoparasitas ja foram registrados nessas
espécies (DAVIES & JOHNSTON 2000; VITT et al 2008; TELFORD 2009; FARIA et al.
2019; PEIXOTO et al. 2020, UETZ et al. 2020).

Os tripanossomatideos sdo protozoarios, da Ordem Kinetoplastea, com distribuicdo
mundial, infectam varias espécies de répteis, aves, mamiferos e 0 homem, destacam-se 0s
géneros Leishmania e Trypanosoma (TELFORD, 1995; HOARE, 1972; VOTYPKA et al,
2015). No presente estudo foi realizado pesquisa de tripanossomatideos em espécies de lagartos
do género Tropidurus do Cerrado, pois os estudos sobre hemoparasitas nesses lagartos sao
escassos, uma vez que a maioria se restringe a identificacdo de espécies de lagartos, avaliacdo
das condi¢bes ambientais, e pouco se sabe sobre hemoparasitas nas espécies do género

Tropidurus no Cerrado.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar presenca de agentes da familia Trypanosomatidae em amostras de lagartos do

género Tropirudus (Squamata: Tropiduridae) no Cerrado brasileiro.

2.1 Objetivos Especificos

- Realizar detec¢do de tripanossomatideos por meio da técnica de Nested Reacdo em Cadeia da

Polimerase (nPCR) em lagartos do género Tropidurus do Cerrado.

- Realizar deteccdo de Leishmania sp. por meio da PCR convencional (cCPCR) em lagartos

positivos para tripanossomatideos na técnica de Nested PCR.

15



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Tropidurus

Lagartos da familia Tropiduridae (Ordem: Squamata), género Tropidurus séo
encontrados na América do Sul e, no Brasil, possuem ampla distribuicéo, sendo observados na
Caatinga, Cerrado, Floresta Amazo6nica, Mata Atlantica e Restinga (VANZOLINI et al., 1972;
VITT et al., 1993; ZERBINI et al., 1998). Atualmente, 22 espécies de Tropidurus foram
descritas no Brasil (SBH 2022).

Considerados onivoros, os Tropidurus possuem estratégias alimentares do tipo senta-e-
espera (ARAUJO, 1987; VAN SLUY'S, 1995). S&o ectotérmicos, se tornam mais ativos quando
expostos ao sol, e essa exposicdo acontece em longos periodos do dia e ano. S&o observados
em areas abertas e pouco encontrados em areas de florestas (VITT, 1993). A maioria das
espécies apresentam ciclo reprodutivo sazonal, caracterizando-se pela reproducdo no periodo
chuvoso e desova no periodo seco (VAN SLUYS, 1993; WIEDERHECKER et al, 2002).

Baseado em estudos morfoldgicos e moleculares, FROST e colaboradores (2001)
dividiram o género Tropidurus em quatro grupos: grupo T. bogerti, grupo T. spinulosus, grupo
T. semitaeniatus (que inclui a espécie T. semitaeniatus) e o grupo T. torquatus (que inclui as
espécies T. itambere e T. oreadicus).

Os lagartos do grupo Torquatus sdo predominantemente insetivoros, encontrados em
algumas areas abertas da Caatinga, Cerrado, Restinga, Chaco e Savana Amazonica (VITT,;
GOLDBERG, 1983; RODRIGURES, 1987; VITT, 1993; ZERBINI, 1998; FROST et al. 2001,
FARIA; ARAUJO, 2004). Dentre as espécies desse grupo, Tropidurus oreadicus sao
amplamente distribuidos no Cerrado, sendo descritos nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Goiés, Distrito Federal, Minas Gerais, Piaui, Bahia e Maranhdo (Figura 1-A)
(RODRIGUES, 1987; AVILLA-PIRES, 1995). As espécies de Tropidurus itambere podem ser
encontrados desde o centro ao sudoeste do Brasil, ja observados nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, ocupando regides do Cerrado (Figura 1-B)
(RODRIGUES, 1987).

No grupo Semitaeniatus, as espécies de Tropidurus semitaeniatus, podem ser
encontradas sobre superficies rochosas na Caatinga, nos locais préximos ao litoral, do Piaui até
Salvador (RODRIGUES, 2005; FREITAS; SILVA, 2007). Lagartos dessa familia necessitam

de muita exposicdo ao sol, sendo caracterizados como heliéfilos (VITT, 1995). Lagartos T.
16



semitaeniatus sdo considerados generalistas, se alimentam de artropodes e itens de origem
vegetal, embora se alimentem predominantemente de insetos, principalmente formigas (Figura
1-C) (VITT, 1995; RIBEIRO, 2010).

Figura 1. A, Lagarto Tropidurus itambere, B, Tropiduros oreadicus e C, Tropidurus semitaeniatus
(Autores: Jodo Gava Just, Luis F. C. de Lima e Célio Moura Neto, respectivamente; Fonte: iNaturalist)

3.2 Familia Trypanosomatidae

Pertencentes a Ordem Kinetoplastea, a familia Trypanosomatidae € formada por
protozoérios flagelados que morfologicamente possuem mitocéndria Unica e uma estrutura
denominada cinetoplasto, estrutura essa constituida por DNA circular (KDNA) localizado na
base do flagelo. Apresentam distribuicdo mundial e ja foram descritos em varias espécies,
incluindo répteis, aves e mamiferos, se destacam pela capacidade de causar doengas em
humanos (OPPERDOIS, 1994; HOARE; WALLACE, 1996; SIMPSON et al., 2006; LUKES
etal., 2014; VOTYPKA et al, 2015; KALFER et al., 2017).

A classificacdo desses protozoarios pode ser de acordo com o ciclo e caracteristicas
morfolégicas. Com relagéo ao ciclo, baseia-se na quantidade de hospedeiros, classificam-se em
monoxeno e dioxeno. No ciclo dioxeno participam dois hospedeiros, um vertebrado e outro
invertebrado, como acontece nas espécies do género Trypanosoma e Leishmania, e no ciclo
mondxeno participa apenas um hospedeiro invertebrado (VICKERMAN, 1976; SIMPSON et
al., 2006; WHEELER et al., 2013; KALFER et al., 2017).

Morfologicamente, a classificacdo mais utilizada baseia-se na observagédo do agente por
meio da microscopia de luz, sendo avaliado a posicdo e profundidade da bolsa do flagelo,
fixacdo lateral do flagelo ao corpo da célula e comprimento do flagelo. Dessa forma, seis classes

17



morfotipicas de tripanossomatideos sdo descritas: amastigota, coanomastigota, promastigota,
opistomastigota, epimastigota e tripomastigota. Existe ainda uma classificacdo baseada na
localizagao do flagelo: a superclasse denominada “juxtaform” engloba as formas cujo flagelo
localiza-se lateralmente ao corpo celular (tripomastigota e epimastigota), e a superclasse
“liberform” associa-se as formas que ndo possuem o flagelo inserido lateralmente ao corpo
celular (Figura 2) (WALLACE et al., 1963; HOARE; WALLACE, 1966; WALLACE et al.,
1996; WHEELER et al., 2013; LUKES et al., 2018).

Com base nas variagbes morfoldgicas, os tripanossomatideos sdo classificados nos
seguintes géneros: Crithidia, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Trypanosoma,
Phytomonas, Blastocrithidia, Sergeia, Wallacemonas, Blechomonas, Angomonas, Strigomonas
e Kentomonas (HOARE, 1972; LUKES et al., 2014; VOTYPKA et al., 2014).

Juxtaform Liberform

@

a b C d e f

Cinetoplasto

k N;o c : Bolsa Flagelar

>

Figura 2- Caracteristicas morfologicas dos protozoarios da familia
Trypanosomatidae. Subclasse “juxtaform” corresponde as formas
com flagelo inserido lateralmente ao corpo celular e subclasse
“liberform” corresponde as formas com flagelo ndo inserido
lateralmente ao corpo celular. a. Tripomastigota, b. Epimastigota, c.
Amastigota (ndo possui flagelo), d. Opistomastigota, e. Coamastigota,
f. Promastigota. Fonte: Adaptado de KAUFER et al., (2017).
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Os géneros Leishmania e Trypanosoma se destacam pela capacidade de infectar uma
variedade de espécies, incluindo repteis (s&o os Unicos flagelados capazes de infectar os répteis
e outros vertebrados), apresentam distribuicdo mundial e possuem importancia médica pois sdo
capazes de causar doencas no homem, como doenca do sono, doenca de Chagas e leishmaniose.
Em répteis, cada vez mais vem sendo descritas espécies desses géneros, principalmente do
género Trypanosoma. Dentre os répteis, os lagartos se destacam por terem pelo menos 42
espéecies do género Trypanosoma descritas no mundo (TELFORD, 1995; HOARE, 1972;
VOTYPKA et al, 2015).

3.3 Trypanossoma sp.

As espécies de género Trypanosoma possuem distribuicdo mundial, variam entre
espécies ndo patogénicas e patogénicas. As espécies patogénicas sao de interesse para a
medicina humana e medicina veterinaria pois possuem capacidade de causar doencas em varias
espécies de animais e no homem (HOARE, 1992; DESQUESNES et al., 2022).

As formas morfoldgicas encontrados sdo amastigotas, promastigotas, epimastigotas e
tripomastigotas. As espécies de Trypanosomas apresentam ciclo dioxeno, alternando entre
vertebrados e invertebrados hemat6fagos. As formas tripomastigotas sdo encontradas na
circulacdo sanguinea de hospedeiros vertebrados. Nos invertebrados é encontrada a forma
tripomastigota metaciclica. As formas amastigotas ocorrem nos vertebrados, sendo
intracelulares, as formas promastigotas e epimastigotas ocorrem em invertebrados (HOARE,
1972).

De acordo com a forma de eliminacdo da forma infectante, Hoare (1972), propds a
divisdo dos Trypanosomas em duas classes: Stercoraria e Salivaria. A classe Salivaria
caracteriza-se por espécies que se desenvolvem no tubo digestivo do inseto vetor (mosca tsé-
tsé) e a transmissdo acontece a partir da picada e inoculagdo de formas tripomastigotas
metaciclicas. Ja na classe Stercoraria, as espécies se desenvolvem no tubo digestivo do inseto
vetor, sendo transmitido pelas formas tripomastigotas metaciclicas que séo eliminadas nas fezes
do vetor (Figura 3) (HOARE, 1972; CLAES et al., 2005; CORTEZ et al, 2006; DESQUESNES
etal., 2022).
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" T.b. rhodesiense
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Figura 3 — Classificagdo do género Trypanossoma. G: Geénero; SG: Subgénero e ESP: Espécie. Fonte:
BAKER, 1983.

3.3.1 Trypanossoma sp. em repteis

Ja foram descritas mais de 80 espécies do género Trypanosoma em répteis.
Diferentemente dos mamiferos, ndo existe uma classificacdo para espécies desses protozoarios
em repteis, principalmente devido a variedade morfoldgica e pouca descri¢do acerca do ciclo
de vida desses agentes (TELFORD, 1995; MAIA et al., 2004; VIOLA, 2007).

Informacdes sobre ciclo biolégico e vetores de répteis sdo escassos, mas Telford (1995)
sugere que esses tripanossomas sejam transmitidos possivelmente por flebotominios em répteis
terrestres. As formas tripomastigotas sdo as descritas em avaliacdes microscopicas do sangue
periférico e formas intracelulares nunca foram observadas.

Em 1995, Telford, S. descreveu a presenca de varias espécies de Trypanosoma
encontrados no sangue de lagartos pertencentes a familia Gekkonidae. Neste estudo, foram
avaliadas caracteristicas morfoldgicas como: tamanho do protozoario, caracteristicas do
flagelo, largura da membrana flutuante, comprimento do nucleo entre outros aspectos baseados
na observacgéo das formas tripomastigotas encontradas, também foi descrito as espécies em que
se observou a mesma espécie de Trypanosoma, identificando sete espécies diferentes nessa

familia.
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O Trypanosoma grayi, observado em grandes formas de tripomastigotas em sangue de
crocodilos (Crocodilus niloticus), é a Unica espécie a apresentar descricdo de ciclo no
hospedeiro vertebrado e no vetor. Transmitido pela mosca tsé-tsé (Glossina palpapis), a
transmissdo ocorre pela ingestdo de fezes das moscas ou pela ingestdo da propria mosca
contendo a forma tripomastigota metaciclica. Apds ingestdo das fezes ou da mosca, formas
tripomastigotas metaciclicas penetram na mucosa oral dos crocodilos e no sangue ocorre
diferenciacdo na forma tripomastigota observada na microscopia. Na mosca, ap6s ingestao de
sangue de crocodilos contendo a forma tripomastigota, no intestino médio se diferenciam em
epimastigora, que apo6s processo de divisdo, no intestino posterior, se diferenciam em
tripomastigota metaciclica (Figura 4). A transmissdo causada pela ingestdo de insetos
contaminados ja foi descrita em outros répteis como: T. therezieni encontrada em camaledes e
T. phylodriasi descritas em serpentes (HOARE, 1929; 1931; BRYGOO, 1963; DE BIASE et
al., 1975).

Estagios iniciais de
desenvolvimento no intestino
medio de Glossing

Estagios de
desenvolvimeno no 7 & & (17 = \\\
intestino posterior de = e S T \ &% \Y
Glossina - Rl '

Estagios tardios de
desenvolvimento no intestino
médio de Glossing

Figura 4 — Ciclo biolégico do T. grayi. FONTE: VIOLA, 2007 (Adaptado de HOARE, 1931).
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No Brasil, T. plicae, T. superciliosae e T. rudoiphi j& foram descritos em lagartos
(CARINE; RUDOLPH, 1912; WALLLIKER, 1965; LAINSON et al., 1975). Pesquisando
sobre a prevaléncia de hemoparasitas da Amazonia, Picelli e colaboradores (2020), relataram
por meio da microscopia, presenca de parasitos extracelulares da familia Trypanosomatidae em
lagartos Tropiduridae das espécies Urunoscodon superciliosus, total de 83 positivos (70%,
n=118) e Plica umbra, total de um positivo (8%; n = 12), apresentando morfotipos diferentes

de Trypanosoma (Figura 5).

Figura 5 — Parasitos de lagartos encontrados na Amazonia. Trypanosoma spp em
(A) U. superciliosus e (B) P. plica. C. Infeccdo mista em U. superciliosus
(Trypanosoma e microfilia). FONTE: Adaptado de Picelli et al., (2020).

3.4 Leishmania spp.

Os protozoarios do género Leishmania sdo causadores de um grupo de doencas
denominadas leishmanioses. Com distribuicdo mundial, as regides tropicais e subtropicais sdo
as mais acometidas. Possui importancia para a medicina humana e veterinaria, afetando
homens, animais domeésticos e silvestres. Doencas causadas por Leishmania spp. séo
negligenciadas, sendo um problema de saude publica (BRASIL, 2000; BRASIL, 2006;
DESJEUX, 2004; DESQUESNES et al., 2022).
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O aumento de casos de leishmaniose no homem e animais domésticos, ocorre
principalmente pela migracéo, falta de saneamento basico, devido ao processo de urbanizagéo,
o desmatamento, diminuicdo na disponibilidade na alimentacéo para os mosquitos também séo
fatores que contribuem para a urbanizacdo desses vetores e consequentemente a procura do
homem e cées, principalmente, como fonte de alimento (LUZ et al., 2001; REIS, 2001,
BRASIL, 2002; DESJEUX, 2004; BRASIL,2006).

Dentre as formas clinicas da leishmaniose, a forma visceral causada por parasitos do
complexo Leishmania donovani, incluindo L. (L.) donovani, L.(L.) infantum e L.(L.)chagasi é
a forma mais grave (ROSS, 1903; NICOLLE, 1908; LAINSON ; HAW, 1987). A transmissao
acontece ap0s picada do mosquito flebotominio do género Lutzomyia, pelas fémeas durante o
repasto sanguineo no hospedeiro. No tubo digestivo da fémea, a forma amastigota que foi
ingerida evolui para promastigotas metaciclicas (forma infectante), que apGs passar por
processos de multiplicacdo e migrarem para a porcdo anterior do trato digestivo da fémea,
reiniciam o ciclo durante o proximo repasto sanguineo no homem e animais. Na pele do
hospedeiro, apos alimentacdo do vetor, formas promastigotas sdo fagocitadas por células do
sistema monocitico fagocitario e se transformam na forma amastigota que se multiplicam e
lisam as células. Apos lise celular, as formas amastigotas ficam livres, sendo fagocitadas
novamente por outras células, e a disseminacdo acontece para outros tecidos, incluindo
linfonodos, figado, baco e medula 6ssea, via corrente sanguinea. Esses tecidos sdo alvos pois
sdo ricos em células do sistema mononuclear fagocitario (MURRAY et al, 2005; BRASIL,
2006; KAMHAWI, 2006).

3.4.1 Leishmania spp. em répteis

Além dos mamiferos, os lagartos sdo 0s Unicos animais que podem ser infectados por
Leishmania spp. Contudo, a importancia dos répteis na disseminacao da leishmaniose ainda é
desconhecida. Os protozoarios encontrados em repteis ja descritos, foram classificados em um
subgénero denominado Sauroleishmania e as caracteristicas taxonémicas ainda ndo foram
elucidadas (BELOVA, 1971; TELFORD, 1975; LAINSON; SHAW, 1987; NOYS et al., 1998).

A transmissdo acontece com a participagdo de flebotominios do género Sergentomyia.
France et al, (1920) sugerem que a transmissdo de Leishmania para os répteis ocorra pela
ingestdo de vetores do género Sergentomyia, supondo que o parasita tenha acesso a circulacéo

sanguinea do hospedeiro vertebrado como resultado da absor¢do do parasita pela mucosa
23



intestinal (NOVO et al., 2016). A espécie L. tarentolae, ja foi detectada em lagartixas Tarentola
mauritanica e Mediodactylus kotschyi na Italia e Tarentola annularis no Sudao (POZIO et al.,
1983; KIIKCK-KENDRICK et al., 1986; ELWASILA, 1988; POMBI et al., 2020).

Zhang et al (2016; 2019) identificaram alta prevaléncia de Leishmania em lagartos (L.
turanica, L. tarentolae, complexo L. donovani e L. tropica) no Oeste da China, evidenciando a
importancia dos lagartos como possiveis reservatorios para leishmaniose humana, pela
identificacdo das espécies patogénicas em lagartos.

Mendoza-Roldan et al, (2022), demonstraram a circulacdo simpatrica de Leishmania
tarentolae e Leishmania infantum em lagartos Gekkonidae, cdes e flebotomineos na Italia. Das
37 amostras de lagartos amostrados, quatro foram positivas na PCR (10,81%) dessas, duas
espécies de lagartos T. mauritanica foram positivas para L. tarentolae e duas foram positivas
para L. infantum. Das amostras positivas para L. infantum, foram observadas formas
amastigotas na microscopia de medula 6ssea. De 716 flebotomineos coletados, 294 eram
fémeas, destas 24 (8,1%) foram positivas para L. tarentolae na PCR e um (4,2%), foi positivo
para L. infantum. Com relacdo aos caes baseados em testes sorologicos, dos 19 caes amostrados,

12 (63,2%) tiveram resultados positivos contra promastigotas de L. infantum e L. tarentolae.

3.5 Métodos utilizados para deteccao de tripanossomatideos

As técnicas utilizadas para deteccdo de agentes da familia Trypanossomatidae variam
em sensibilidade e especificidade. As técnicas vao desde a visualizacdo do agente, pela
microscopia éptica (métodos diretos) até o uso de métodos mais complexos como a realizacao
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR; métodos indiretos) (DESQUESNES, 2022).
Técnicas utilizadas para detec¢do direta do agente incluem a confeccéo de esfregaco sanguineo
devidamente corado, permitindo a identificacdo das formas amastigotas ou tripomastigotas dos
agentes por meio da microscopia optica. Pode ser realizado ainda as técnicas de lamina Umida
e do microhematécrito. (NISHIDA; DELMASCHIO, 2017; LUQUETTI; SCHIJMAN, 2019;
DESQUESNES, 2022).

Apesar de serem procedimentos considerados de baixo custo e demandarem poucos
equipamentos para realizagéo, a ndo deteccdo do agente em exames diretos ndo exclui uma

possivel infeccdo por tripanossomatideos. Isso acontece principalmente devido a influéncia da
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qualidade da amostra e a baixa parasitemia (LUQUETTI; SCHIJMAN, 2019; DESQUESNES,
2022).

Os métodos soroldgicos mais utilizados sdo ensaio imunoenzimatico (ELISA),
hemaglutinacdo indireta e a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Apesar de
apresentarem boa sensibilidade e especificidade, a capacidade de detectar reacdes cruzadas,
tornam esses testes insuficientes se avaliados individualmente. Desta maneira, a confirmacéo
do resultado sorologico deve ser realizada utilizando outra técnica para contraprova (BRASIL,
2014; LUQUETTI; SCHIIMAN, 2019; DESQUESNES, 2022).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), apresenta alta sensibilidade, sendo capaz de
detectar o DNA do agente tanto no hospedeiro quanto no vetor. Técnicas moleculares utilizados
na identificacdo de sequéncias alvo do DNA nuclear, cinetoplastico ou ribossomal se mantém
conservadas durante fases distintas do ciclo de protozoarios. Tem sido descrito uma variedade
de oligonucleotideos que possibilitam detectar agentes, desde familia, género e espécie por
meio da PCR. As regides varidveis do gene 18S rRNA ja foram caracterizadas na maioria das
espécies eucaridticas (NEEFES et al, 1993; GRISARD el al, 1999; LIMA et al., 2013;
SABINO et al., 2015; DESQUESNES, 2022).
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CAPITULO 2

PESQUISA DE TRIPANOSSOMATIDEOS EM LAGARTOS DO GENERO
TROPIDURUS (SQUAMATA: TROPIDURIDAE) NO CERRADO BRASILEIRO
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1 RESUMO

Tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados, unicelulares, apresentam distribuicdo mundial
e sdo capazes de parasitar vérias espécies de animais, inclusive o homem. Os géneros
Leishmania e Trypanosoma vem sendo descritos em répteis, incluindo lagartos. No Cerrado,
estima-se que 241 espécies de lagartos participem da herpertofauna, ocupando a segunda
posicao do bioma mais rico em lagartos no Brasil. Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a presenca de agentes da familia Trypanosomatidae em amostras de sangue de lagartos
do género Tropidurus utilizando técnicas moleculares de Nested PCR e pesquisa direta em
esfregaco sanguineo. Foram testadas 81 amostras de sangue de lagartos do género Tropidurus,
distribuidos em 3 espécies: T. oreadicus, T. semitaeniatus e T. itambere, do banco de amostras
de DNA e de esfregacos sanguineos do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia. As amostras eram provenientes
de duas regides do Cerrado Brasileiro, na regido da Serra das Confusdes, localizada proximo
ao municipio de Redencdo do Gurgueia no estado do Piaui e na Reserva Ecoldgica do IBGE
localizado em Brasilia, Distrito Federal. Das 81 amostras testadas, 33 (40,7%) foram positivas
na PCR para o gene 18S rRNA, destas, 7 amostras eram da especie T. itambere, e 26 amostras
da espécie T. oreadicus. As 33 amostras foram negativas para Leishmania sp. na PCR. Nenhum
destes agentes foi visualizado nos esfregacos sanguineos. Este é o primeiro estudo a identificar

Trypanosoma sp. em lagartos da espécie T. oreadicus e T. itambere no Cerrado.

Palavras-chave: 1. Tropidurus oreadicus 2. Tropidurus semitaeniatus 3. Tropidurus
itambere 4. Trypanosoma sp. 5. Cerrado
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2 ABSTRACT

Trypanosomatids are flagellated, unicellular protozoa, have a worldwide distribution and are
capable of parasitizing several species of animals, including man. The genera Leishmania and
Trypanosoma have been described in reptiles, including lizards. In the Cerrado, it is estimated
that 241 species of lizards participate in the herpertofauna, occupying the second position of
the richest biome in lizards in Brazil. Thus, the present study aimed to evaluate the presence of
agents of the Trypanosomatidae family in blood samples of lizards of the genus Tropidurus
using molecular techniques of Nested PCR and direct investigation in blood smears. Eighty-
one blood samples from lizards of the genus Tropidurus were tested, distributed in 3 species:
T. oreadicus, T. semitaeniatus and T. itambere, from the DNA sample bank and blood smears
of the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of the college of Veterinary Medicine from the
University of Brasilia. The samples came from two regions of the Brazilian Cerrado, in the
Serra das Confusdos region, located near the municipality of Redencdo do Gurgueia in the state
of Piaui and in the IBGE Ecological Reserve located in Brasilia, Federal District. Of the 81
samples tested, 33 (40.7%) were PCR positive for the 18S rRNA gene, of which 7 samples were
from the T. itambere species, and 26 samples from the T. oreadicus species. The 33 samples
were negative for Leishmania sp. in PCR. None of these agents were seen on blood smears.
This is the first study to identify Trypanosoma sp. in lizards of the species T. oreadicus and T.

itambere in the Cerrado.

Keywords: 1. Tropidurus oreadicus 2. Tropidurus semitaeniatus 3. Tropidurus itambere 4.
Trypanosoma sp. 5. Cerrado
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3 INTRODUCAO

Os tripanossomatideos sdo protozoarios, unicelulares, pertencentes ao filo Euglenozoa,
classe Kinetoplastea, caracterizados pela presenca de uma Unica mitocdndria e cinetoplasto
localizado na base do flagelo, parasitam vérias espécies, incluindo aves, peixes, répteis e
mamiferos. Espécies da familia Trypanosomatidae possuem importancia na medicina
veterinaria e humana por serem patogénicas, com destaque ao Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909), agente etiologico causador da doenca de Chagas e espécies do género Leishmania,
responsaveis pelas leishmanioses (MASLOV et al, 2013; LAINSON, 2010; CAVALIER-
SMITH, 2016; KAUFER et al 2017; ORTIZ & SOLARI, 2019).

Os répteis vém apresentando papel importante nas doencas transmitidas por vetores.
Artropodes tornam-se bem adaptados aos répteis, que se infectam por agentes zoondticos
transmitidos por vetores (bactérias, protozoarios, virus) sendo fonte primaria de alimentacédo
para os vetores artropodes que também podem se alimentar de humanos. Os répteis podem atuar
como hospedeiros de patdgenos zoonoticos associados a subclasse Acarina (acaros e
carrapatos) ou Diptera (mosquitos e flebotomineos) (VACLAV et al., 2011 ; EBANI,
2017 ; MENDOZA-ROLDAN et al., 2020). Em lagartos, identificacdes de espécies do género
Trypanosoma e Leishmania tem sido descritas, principalmente em regiGes endémicas para
doencas causadas por esses agentes (HOARE, 1931; TELFORD, 1995; VOTYPKA et al, 2015;
ZHANG et al, 2016, 2019; PICELLI et al, 2020; MENDOZA-ROLDAN et al, 2022).

Os principais métodos para identificacdo de agentes da familia Trypanosomatidae em
répteis incluem pesquisa direta do agente, utilizando microscopia de luz e técnicas moleculares
(PCR). Estes métodos se apresentam eficazes e tem sido utilizados na literatura (HOARE, 1931;
TELFORD, 1995; DESQUESNES, 2022; PICELLI et al, 2020).

No Brasil, dados sobre a presenca de hemoparasitas em lagartos na Amazonia Central
brasileira, compreendeu quatro grandes grupos: Apicomplexa (incluindo hemogregarinas,
piroplasmas e hemosporideos), tripanossomatideos, microfilarias (Picelli et al. 2020). N&do ha
relatos de pesquisa de hemoparasitas tripanossomatideos em lagartos Tropidurus no Cerrado.
Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo identificar espécies de tripanossomatideos

capazes de parasitar lagartos do género Tropidurus no Cerrado Brasileiro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Foram testadas 81 amostras de sangue de lagartos do género Tropidurus, distribuidos

em 3 espécies: T. oreadicus, T. semitaeniatus e T. itambere, do banco de amostras de DNA do

Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade de Brasilia (FAV/UnB). As amostras eram provenientes de duas regides do
Cerrado Brasileiro: na regido da Serra das Confus@es, localizada proximo ao municipio de

Redencdo do Gurgueia no estado do Piaui e na Reserva Ecoldgica do IBGE localizado em

Brasilia, Distrito Federal (Figura 1).
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Figura 1 — O Mapa apresenta, na cor laranja, a extensdo do Cerrado Brasileiro,
e circuladas de preto as areas amostradas, no estado do Piaui, 0 municipio de
Redencédo do Gurgueia, e no Distrito Federal, a area da Reserva Ecol6gica do

IBGE, Brasilia-DF.
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Foram analisadas as seguintes informacdes das planilhas do Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria (FAV/UNB) referentes as amostras de lagartos utilizados no presente
estudo: sexo e os resultados das pesquisas diretas para presenca de hemoparasitas, nos

esfregacos sanguineos.

4.2 Analises moleculares

As analises moleculares foram realizadas a partir de DNA obtido de amostras de sangue
total dos lagartos. A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue, utilizando
o kit comercial Illustra Blood Genomicprep (GE Health Care®) de acordo com as orientacGes
do fabricante. Apds extracao, as amostras foram armazenadas a -20°C até a realizacdo da PCR.
Com o objetivo de eliminar resultados falsos negativos em virtude da presenca de inibidores da
PCR, além de confirmacéo de integridade do DNA, as amostras de DNA foram submetidas a
PCR convencional que amplifica a regido alvo do gene citocromo oxidade (COI) usando os
oligonucleotideos COI-R e COI-F (Tabela 1). Na mistura da PCR, utilizou-se solu¢édo tampé&o
10X, 0,75 mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a 25mmol, 0,25ul de Tag DNA Polymerase 1U/uL
(Invitrogen®, Calsbad, CA), 1,0uL de cada primer a 10pM, 2,0uL de DNA e agua Milli-Q®
purificada para obter um volume final de 25uL para a reacdo. A amplificacdo consistiu em
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos repetitivos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto
a 60,2°C, e 1 minuto a 72°C, seguidos por uma extensdo final de 72°C por 5 min.

Apos PCR do COl, realizou-se Nested PCR para identificar DNA de protozoarios da
familia Trypanosomatidae nos lagartos. O gene alvo dessa reacdo foi o 18s RNA. Para a
primeira reacdo, foram utilizados os oligonucleotideos TRY927-R e TRY927-F (Tabela 1). Na
mistura da PCR utilizou-se tampdo 10X, 1,0 mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a 25mmol, 0,25ul
de Tag DNA Polymerase 5U/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA),1,0puL de cada primer a 10pM,
2,0uL de DNA e agua Milli-Q® purificada para obter um volume final de 25uL para a reagéo.
Para amplificacdo, a desnaturagdo inicial foi de 5minutos a 95°C, 30 ciclos foram repetidos de
30 segundos a 94°C, 60 segundos a 62°C e 90 segundos a 72°C, a extenséo final foi de 5 minutos
a 72°C. Para a realizacdo da segunda reacdo, foi diluido 1 pL do produto da primeira reagdo em
50 pL de agua Milli-Q®. Para a segunda utilizou-se os oligonucleotideos SSU561-R e SSU561-
F (Tabela 1). Para a mistura utilizou-se tampéo 10X, 0,75 mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a
25mmol, 0,25ul de Tag DNA Polymerase 5U/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1,0uL de cada
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primer a 10pM, 2,0uL do produto da primeira reacdo que foi diluido e agua Milli-Q® purificada
para obter um volume final de 25uL. A amplificacdo foi realizada nas mesmas condi¢fes de
ciclos da primeira reacéo.

Nas amostras positivas na PCR para deteccdo de tripanosomatideos, realizou-se PCR
para deteccdo do gene alvo SSU-rRNA de Leishmania spp. utilizando os oligonucleotideos
R221 e R332 (Tabela 1). Para a mistura da PCR utilizou-se tampéo 1X, 1,5 mM de MgCI2 a
50mM, 0,2mM de dNTP a 25mmol, 0,2ul de Tag DNA Polymerase 5U/uL (Invitrogen®,
Calsbad, CA), 1,0uL de cada primer a 10pM, 2,5uL de DNA e a4gua Milli-Q® purificada para
obter um volume final de 25pL.

Tabela 1. Oligonucleotideos e suas caracteristicas utilizados para detecgdo de tripanossomatideos em
lagartos do género Tropidurus do Cerrado Brasileiro.

Primers Sequencias dos Oligonucleotideos (5’-3')  Espécie alvo Gene alvo  Fragmento Referéncia
COI-R TNT TMT CAA CNA ACC ACA AAG A
COI-F ACT TCT GGR TGK CCA AAR AAT CA Repteis COl ~ 600 pb (NAGY et al, 2012)

TRY816F  CAG AAA CGA AAC ACG GGA G
TRY816R  CCT ACT GGG CAG CTT GGA

Trypanosomatidae 185 rRNA ~ 650 pb (NOYES et al. 1999)
SSUB61F  TGG GAT AAC AAA GGA GCA
SSUS61R  CTG AGA CTG TAA CCT CAA AGC
R221 GGT TCC TTT CCT GAT TTACG
R332 GGC CGG TAAAGG CCG AAT AG Leishmania sp. SSU-rRNA ~ 600 pb (VANEYSetal,
1992)

Todas as amostras foram testadas em duplicata. Controles negativos e positivos foram
utilizados nas PCR, realizadas no termociclador BioradMyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Os produtos de amplificacdo das reacdes de PCR para
tripanosomatideos e para Leishmania sp. foram separados por eletroforese em gel de agarose
2%, e os produtos de amplificagdo do gene alvo COI foram separados em gel de agarose a 1,5%.
Todos os géis de agarose foram corados em brometo de etidio (Vetec Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO) e visualizados sob luz ultravioleta (UV transiluminator®, UVP LLC, Upland,32
CA). Os produtos de PCR com bandas nos tamanhos esperados para cada conjunto de

oligonucleotideos utilizados foram considerados como positivos.
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5 RESULTADOS

Foram utilizadas amostras de sangue de 81 lagartos Tropidurus das espécies T.

oreadicus, T. semitaeniatus e T. itambere, coletadas na regido da Serra das Confusdes, proximo

ao municipio de Redencdo do Gurgueia, Piaui. As concentragdes das espécies foram restritas

aos locais de colheita. Observa-se que as amostras coletadas no Piaui estdo em maior nimero

de amostras (60/81) e a espécie T. oreadicus destacou-se por estar em maior quantidade (Tabela

2).

Tabela 2. Distribuicdo dos lagartos considerando o local de coleta e espécie.

Espécies de lagartos Tropidurus

T. oreadicus T. semitaeniatus  T. itambere Total
Redencdo do
Gurgueia 51 (62,9%) 9 (11,1%) - 60
Brasilia - - 21 (25,9%) 21
Total 51 9 21 81

Todas as 81 amostras de lagartos do género Tropidurus foram positivos para PCR do

gene alvo COI, confirmando a presenca de material genético dos lagartos nas amostras

extraidas, sendo aptas para realizacdo da PCR especifica para tripanossomatideos (Figura 2).
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Figura 2- Resultado de ensaio de PCR em gel para o gene alvo COlI, utilizando os oligonucleotideos
COI-R e COI-F. Pogos 1 e 2 controles negativos; pogos 3 a 15 amostras de lagartos do género
Tropidurus.

Das 81 amostras testadas por meio da Nested PCR para o gene alvo 18S rRNA,
utilizando os oligonucleotideos TRY927R/TRY927 e SSU561R/SSU561F para deteccdo de
tripanossomatideos, 33 (40,7%) foram positivas Das amostras positivas 26 (78,78%) da espécie
T. oreadicus e 7 (21,21%) da espécie T. itambere (Figura 3). Nenhuma amostra de lagartos da
espécie T. semitaeniatus amplificou na Nested PCR para tripanossomatideos. Os resultados de

animais positivos estdo dispostos nas Tabelas 3 e 4 de acordo com localizacao, espécie e sexo.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose (1,5%) da Nested PCR para deteccdo de agentes da familia
Trypanosomatidae, utilizando os oligonucleotideos TRY927R/TRY927 e SSU561R/SSU561F.
Amostras foram testadas em duplicata. Pogos 1-2: controle negativo. Pogos 3 a 12: amostras de lagartos
Tropiduros positivas para tripanosomatideos. Pogos 13 — 14: controle positivo. Pogo 15: marcador de
peso molecular 100pb (Invitrogen®)

Tabela 3 — Amostras de Tropidurus itambere positivas e negativas para tripanosomatideos por meio da
Nested PCR, coletados na Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia-DF.
Tropidurus itambere

Positivo Negativo Total
Macho 5 (23,80%) 6 (28,57%) 11
Fémea 2 (9,52%) 8 (38,09%) 10
Total 7 (33,32%) 14 (66,66%) 21
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Tabela 4 — Amostras de Tropidurus oreadicus positivas e negativas para tripanosomatideos por meio
da Nested PCR, coletadas na regido da Serra das Confusdes, localizada proximo ao municipio de

Redencdo do Gurgueia no estado do Piaui

Tropidurus oreadicus

Positivo Negativo Total
Macho 10 (19,60%) 15 (29,41%) 25
Fémea 16 (31,37%) 10 (19,60%) 26
Total 26 (50,97%) 25 (49,01%) 51

Nenhuma das 33 amostras que amplificaram na nested PCR para a familia

Trypanosomatidae foi positiva na PCR para Leishmania sp. com base no gene alvo SSU-rRNA.

Nenhum esfregaco sanguineo apresentou-se positivo na pesquisa direta para agentes

tripanossomatideos.  Uma amostra de T. oreadicus, 1/26 (3,8%) foi sugestiva de

Hemosporideos e confirmada pela cPCR em outros estudos.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi identificada a ocorréncia de infeccdo por tripanosomatideos em lagartos
Tropidurus capturados em duas regides do Cerrado Brasileiro. Foi observada variacdo nas
espécies e locais de coleta das amostras utilizadas. Do total de amostras analisadas, 25,9%
(21/81) foram oriundas da Reserva Ecoldgica do IBGE, no Distrito Federal, e eram da espécie
T.itambere (Tabela 2). O restante das amostras analisadas foram oriundas da Serra das
Confusdes, proximo ao municipio de Redencdo do Gurgueia, no Piaui, e corresponderam a
62,9% (51/81) e 11,1% (9/81) as espécies de T. oreadicus e T. semitaeniatus, respectivamente
(Tabela 2). Essa variagdo na populacdo de lagartos amostrados pode ser justificada pela
caracteristica ampla e heterogénia dos ambientes de Cerrado (RATTER et al, 1997;
OLIVEIRA-FILHO & RATTER, 2002). Colli et al, (2002), justificam essa variacao devido a
“estratificacdo horizontal do habitat”, 0 que resulta em uma associacdo entre as espécies da
herpertofauna e as caracteristicas ambientais, influenciando nas varia¢fes das comunidades de
lagartos no Cerrado. Outros autores justificaram essas variacdes baseando-se em fatores
climéticos e estrutura do habitat (PANTOJA, 2007; VITT et al, 2007; COSTA et al, 2007,
NOGUEIRA et al, 2009). A espécie T. itambere esta relacionada a ambientes com temperaturas
elevadas, baixa umidade e pouca cobertura vegetal, sendo muito observado em areas abertas
com afloramentos rochosos. Esta espécie ja foi observada no Distrito Federal, Goias, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (NOGUEIRA, 2005; LEDO, 2009;
SANTORO, 2016). Cabe salientar que, das espécies amostradas no presente trabalho, apenas a
espécie T. itambere estd presente na lista de répteis da familia Tropiduridae encontrados na
Reserva Ecoldgica do IBGE, no Distrito Federal (IBGE, 2011).

Os lagartos T. semitaeniatus sdo endémicos na Caatinga e nos locais proximos ao litoral
do Piaui até Salvador (ROGRIGUES, 2005; FREITAS & SILVA, 2007) e podem ser
encontrados na por¢do norte do Cerrado, bem como os lagartos da espécie T. oreadicus sdo
considerados endémicos do Cerrado (NOGUEIRA, 2006). Semelhantemente a especie T.
itambere, as espécies T. oreadicus e T. semiateniatus também possuem preferéncias por
superficies rochosas (MEIRA, 2003; FARIA & ARAUJO 2004:; SILVA, 2004; SILVA &
KOKUBUM, 2011). Relatamos as espécies T. oreadicus e T. semiateniatus coletadas no
mesmo ambiente, diferente dos dados relatados por Faria (2001), que descreveu a ecologia das

especies T. itambere e T. oreadicus como simpatricas em pesquisas realizadas no Cerrado do
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Brasil central. N&do ha relados na literatura sobre a presencga das espécies T. oreadicus e T.

semitaeniatus encontradas na Serra das Confusdes, no Piaui serem simpatricas.

Todas as amostras utilizadas no presente estudo foram testadas na PCR e amplificaram
o fragmento de aproximadamente 600 pb do gene COI. As sequéncias de oligonucleotideos
(Tabela 1) utilizadas no presente estudo, desenvolvidas por Nagy et al, (2012) demonstram-se
eficazes para identificacdo molecular do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COI) nas
espécies amostradas no nosso estudo. No Brasil, Matos et al. (2016) também obtiveram bons
resultados com o gene alvo COIl em Tropidurus, incluindo espécies testadas no presente estudo.
Outros genes ja foram propostos para identificacdo molecular de lagartos, como o gene 16S
rDNA (VENCES et al, 2005), mas andlises do gene COI foram bem-sucedidas (NAGY et al,
2012; VENCES et al, 2012). A amplificacdo deste gene no presente estudo permitiu confirmar
a integridade do DNA extraido e eliminar a presenca de possiveis inibidores da PCR nas
amostras de DNA dessas espécies, eliminando a possibilidade de resultados falso negativos nos

demais ensaios realizados.

Os ensaios de nested PCR utilizando os oligonucleotideos TRY927R/TRY927 e
SSU561R/SSU561F, para o gene alvo 18S rRNA da familia Trypanosomatidae no presente
estudo demonstrou uma taxa de infeccdo nos lagartos de 40,7%. Estudos avaliando o gene
sSrRNA da familia Trypanosomatidae, indicaram que essas sequéncias de oligonucleotideos
seriam capazes de amplificar espécies de Leishmania donovani, Endotrypanum monterogeii,
Crithidia fasciculata, Phytomonas serpens, Trypanosoma cruzi (em mamiferos), Trypanosoma
avium (em passaros) e Trypanosoma rotatorium (em anfibios) (NOYES, et al. 1999). Em 2008,
Smith e colaboradores identificaram Trypanosoma sp. em 81 Marsupiais (Bettongia penicillata)
na Austréalia correspondendo a 26,3% e Santos et al. (2019) pesquisando sobre possiveis
reservatorios de Trypanosoma em uma area Central do Pantanal brasileiro, identificaram taxa
de infeccdo e co-infeccdo de T. cruzi, T. rangeli e T. evansi em 43 quatis (Nasua nasua)
(15,8%), utilizando as mesmas sequéncias de oligonucleotideos e protocolo utilizado no
presente trabalho, onde encontramos uma porcentagem maior quando comparado a esses
estudos, demostrando que os oligonucleotideos utilizados séo eficazes na identificacdo de
Trypanosoma em varias espécies de animais, inclusive em lagartos Tropidurus. Néo foi
encontrado na literatura trabalhos direcionadas a identificacéo de Leishmania sp. utilizando as
sequéncias de oligonucleotideos citadas. Contudo, todas as 33 amostras positivas para
tripanossomatideos foram testadas para Leishmania sp. e todas foram negativas. Com base

nesses resultados, podemos inferir que todas as amostras positivas na nPCR para familia
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Trypanosomatidae estavam provavelmente infectadas por Trypanosoma sp. Contudo, ha a
necessidade de realizacdo do sequenciamento genético para a confirmacdo do agente

responsavel pela infeccdo dos lagartos Tropidurus positivos na nPCR no presente estudo.

Das 33 amostras de lagartos positivas identificadas por meio da nPCR, maior taxa de
infeccdo (78,78%) foi observada na espécie T. oreadicus da Serra das Confusfes, no Piaui e
21,21% corresponderam a espécies T. itambere coletadas na Reserva Ecologica do IBGE,
Brasilia. No Cerrado, espécies de Trypanosoma sao descritas principalmente em mamiferos
silvestres. Espécies T. dionisii e T. gennarii foram descritas pela primeira vez em Marsupiais
no Cerrado, este Ultimo foi agrupado no clado composto por espécies que infectam lagartos no
Brasil e na Africa (FERREIRA et al, 2017; RODRIGUES et al, 2017). Brandao et al. (2020),
relataram a presenca de T. cruzi em canideos silvestres no Cerrado. Espécies de Triatoma
sordida foram descritas em associa¢do com lagartos Tropidurus, demonstrando uma associagéo
entre vetor-hospedeiro. Minuzzi-Souza et al. (2018), identificaram sangue de lagartos
Tropidurus em espécies de Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida, esta Ultima é
considerada um importante vetor de T. cruzi, ocupa regides com longos periodos secos e
formagdes abertas, observada no Cerrado brasileiro (CARVALHO et al, 2000; CARVALHO
& ALMEIDA, 2011). Cabe salientar que ndo ha dados de deteccao de Trypanosoma sp. nessas
espécies de Tropidurus no Cerrado. Apesar do aumento dos estudos identificando espécies de
Trypanosomas em répteis, incluindo lagartos, essa € a primeira descri¢cdo de Trypanosoma sp.
em T. itambere e T. oreadicus no Cerrado Brasileiro. No Sul da Tailandia, Toontong et al.
(2022) identificaram infeccdo por tripanossomatideos pela primeira vez em oito (8) lagartixas
de cauda-chata, correspondendo a uma taxa de infec¢do de 42,1%, corroborando com 0s
resultados do presente estudo. No estudo realizado por Toontong et al. (2022), observou-se que
as lagartixas serviram como hospedeiros para Trypanosoma sp. mas ndo tiveram papel

significativo na transmisséo de tripanossomatideos patogénicos transmitidos para humanos.

Andlises futuras para identificacdo da espécie de Trypanosoma sp. nas amostras
positivas encontradas no presente trabalho faz-se necessario. Identificar possiveis novas
especies de Trypanossomas parasitando lagartos ou até mesmo espécies patogénicas para 0
homem, ajudara a compreender a importancia do estudo de hemoparasitas nesses animais. A
importancia dos répteis na epidemiologia de agentes patogénicos para humanos ainda necessita
de estudos para completa elucidacéo, uma vez que é de conhecimento que esses animais podem
servir de hospedeiros para esses agentes. InfeccOes naturais e experimentais estdo sendo

descritas, com o objetivo de fornecer informacdes a respeito, principalmente em regides
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endémicas. Botto-Maham et al. (2022), encontraram uma taxa de infeccéo de 95,4% de lagartos
infectados experimentalmente com T. brucei no Chile e demonstraram que houve a transmissao
do protozoario para um barbeiro que néo estava infectado. No nordeste brasileiro, Lilioso et al.
(2020) avaliaram o sangue de Triatoma brasiliensis e encontraram uma alta taxa de infeccéo
(86%) de T. petrocchiae associados a répteis, incluindo Tropidurus. A alta taxa de infeccdo
encontrada por Lilioso et al. (2020), superior ao presente estudo, pode estar relacionada a
amostra utilizada para identificar Trypanosomas, pois foi utilizado sangue do vetor (T.

brasiliensis) que é encontrado amplamente no nordeste brasileiro.

A identificacdo de espécies de Trypanosoma em répteis tem sido descrita principalmente
através da identificacdo direta do protozoario pela microscopia de luz, durante avaliacdo do
esfregaco sanguineo, inclusive em lagartos Tropidurus (TELFORD, 1995; PICELLI et al,
2020). No presente trabalho, ndo foram visualizados tripomastigotas de Trypanosoma sp. nos
esfregagos sanguineos, utilizando microscopia de luz. Apenas uma espécie de T. oreadicus
apresentou estruturas identificadas como sugestivas de Hemosporideos e posteriormente
confirmada pela técnica de cPCR. Este € o primeiro relato de coinfeccdes de Hemosporideos

e Trypanosoma sp. em lagartos Tropidurus no Cerrado.
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7 CONCLUSAO

Os lagartos do género Tropidurus, amostrados no presente estudo, demonstraram taxa
de infeccdo moderada, quando comparados estudos identificando infeccdo por agentes da
familia Trypanosomatidae pelo método molecular Nested PCR. Este é o primeiro estudo a
identificar Trypanosoma sp. em lagartos da espécie T. oreadicus e T. itambere no Cerrado. Em
estudos futuros, o sequenciamento das amostras positivas na Nested PCR faz-se necessario para
identificar quais sdo as espécies de Trypanosomas que afetam os lagartos Tropidurus no

Cerrado.
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