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RESUMO

Embora reportada uma vasta riqueza de serpentes no mundo, os estudos que
envolvem a diversidade parasitaria desse grupo e possiveis relacdes ecologicas com
o efeito do parasitismo ainda sao escassos. Dessa forma, o presente estudo teve
como objetivo investigar a riqgueza de tripanosomatideos em 33 Bothrops moojeni e
73 Crotalus durissus resgatadas no Estado de Mato Grosso do Sul e mantidas em
cativeiro no Biotério UCDB. O sangue dos animais foi coletado para cultura, exame a
fresco, diagndstico molecular e esfregaco sanguineo. A extragcdo de DNA ocorreu a
partir do coagulo. O DNA foi utilizado no diagnostico molecular com alvo especifico
para a familia Trypanosomatidae que revelou 36 animais parasitados (apenas uma B.
moojeni) em 106 avaliados. As amostras das serpentes infectadas foram enviadas
para sequenciamento de nova geracdo (NGS), que revelou a presenca de
Trypanosoma cruzi Tcll/TcVI, Leishmania sp., Leishmania infantum, Trypanosoma
cascavelli, Trypanosoma sp. DID e uma nova Unidade Taxonémica Operacional
Molecular (MOTU), Trypanosomatidae sp. CROT. Além disso, analise filogenética
revelou a presenca de Neobodo sp. Todos os testes parasitoldgicos foram negativos.
N&o houve diferenca estatistica quanto a infeccdo em relacdo aos machos e fémeas.
Apesar da relacdo com marsupiais, a rede haplotipica sugere que as serpentes foram
hospedeiras originais de T. cascavelli. As serpentes apresentam a capacidade de
manter infec¢é@o por T. cruzi e L. infantum por até 20 anos. Além disso, a utilizagéo de
NGS (sequenciamento de nova geracdo) contribui significativamente para o
conhecimento da diversidade de Kinetoplastea e de seus hospedeiros, entretanto

essa diversidade ainda é subestimada.

Palavras-chave: tripanosomatideos, Viperidae, NGS, serpentes



ABSTRACT

Although a large richness of snakes is reported in the world, studies involving the
parasitic diversity of this group and possible ecological relationships with the effect of
parasitism are still scarce. Therefore, the present study aimed to investigate the
richness of trypanosomatids in 33 Bothrops moojeni and 73 Crotalus durissus rescued
in the State of Mato Grosso do Sul and kept in captivity at the UCDB bioterium. Blood
samples was collected for culture, thick blood smear, molecular diagnosis and blood
smear. DNA was extracted from blood clots and used in molecular diagnosis with a
specific target for the Trypanosomatidae family, which revealed 36 parasitized animals
(only one B. moojeni) out of 106 assessed. Samples from parasitized snakes were sent
for Next Generation Sequencing (NGS), which revealed the presence of Trypanosoma
cruzi Tcll/TeVl, Leishmania sp., Leishmania infantum, Trypanosoma cascavelli,
Trypanosoma sp. DID and a new Molecular Operational Taxonomic Unit (MOTU),
Trypanosomatidae sp. CROT. Additionally, phylogenetic analysis revealed the
presence of Neobodo sp. All parasitological tests were negative. There was no
statistical difference regarding infection in males and females. Despite the relationship
with marsupials, the haplotypic network suggests that snakes were the original hosts
of T. cascavelli. Snakes have the capacity to maintain infection by T. cruzi and L.
infantum for up to 20 years. Furthermore, the use of NGS (next generation sequencing)
significantly contributes to the knowledge of the diversity of Kinetoplastea and their
hosts, however this diversity is still underestimated.

Keywords: trypanosomatids, Viperidae, NGS, snakes



INTRODUCAO

Atualmente ha descrito em literatura 4.038 espécies de serpentes (Uetz et al.,
2022), sendo 430 espécies encontradas no Brasil (Costa et al., 2022). As serpentes
desempenham um importante papel ecoldgico, seja como predadores ou presas
dentro da estrutura da teia alimentar, além da importancia no fluxo de energia devido
a sua abundancia e tamanho consideravel (Pomianowska-Pilipiuk, 1974). Além disso,
muitas espécies podem ser utilizadas como bioindicadoras da condicdo ambiental
devido as suas associa¢cdes com microhabitats especificos (Burger et al. 2007).

Répteis sdo conhecidos hospedeiros de uma grande variedade de parasitos,
(Davies; Johnston, 2000; Telford, 2009) que variam de protozoarios cinetoplastideos
(Killick-Kendrick et al., 1986; Telford, 1995) e apicomplexos (Levine, 1988; Viana et
al., 2013; O’donoghue, 2017), a nematoides microfilarideos (Thoisy et al., 2000; Halla
et al., 2014), assim como virus e bactérias (Telford, 2009). Esses microrganismos
estdo ecologicamente envolvidos em mecanismos que regulam as populacbes
silvestres, como especiacao e extincdo de espécies (Tompkins; Begon 1999, Thomas
et al., 2000), porém, existe uma escassez de trabalhos com répteis, que pode estar
relacionada com a dificuldade na captura e manejo dos animais (Cubas et al., 2014).

Dentre os hemoparasitas, os tripanossomatideos constituem um taxon com
grande sucesso evolutivo por parasitar diferentes grupos de hospedeiros como
plantas (Jaskowska et al., 2015), insetos (Runckel et al., 2014) e mamiferos (Roque;
Jansen, 2014) ao redor do mundo. Embora existam alguns estudos acerca da
investigagdo de tripanossomatideos em serpentes (Viola et al., 2008 e 2009; Halla et
al., 2014; Chen et al., 2019), a utilizacao de ferramentas moleculares com maior poder
analitco vem revelando em hospedeiros vertebrados que a riqueza de
tripanosomatideos € bem maior do que se tinha conhecimento, como observado em
Alves et al. (2023) e Santos et al. (2022a).

Hipétese: o tempo de cativeiro de B. moojeni e C. durissus possui uma relacao
inversa a riqueza de tripanosomatideos, ou seja, quanto maior o tempo de cativeiro

menor a riqueza de tripanosomatideos.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar as espécies de tripanossomatideos que infectam Bothrops moojeni
e Crotalus durissus resgatadas no Estado de Mato Grosso do Sul e mantidas em
cativeiro entre 2000 e 2022.

Objetivos Especificos

1) Padronizar a nested PCR do gene 18S rDNA para amostras de coagulo de

serpentes;

2) Investigar se existe diferenca de riqueza e/ou taxa de infeccdo por
tripanossomatideos entre Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas em

cativeiro;

3) Determinar se existe diferenca na taxa de infeccéo por tripanossomatideos

entre machos e fémeas de Crotalus durissus mantidas em cativeiro;

4) Verificar se o tempo de cativeiro pode influenciar na riqueza de
tripanossomatideos em Bothrops moojeni e Crotalus durissus;

5) Coletar e identificar flebotomineos no Biotério UCDB e seu entorno.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. SERPENTES

O téxon de serpentes, em sua totalidade, inclui todas as espécies modernas e
extintas, independentemente de serem ancestrais diretos ou ndo. J4 o grupo crown
shakes inclui as serpentes modernas e seu ancestral comum mais recente, focando
no seu ramo evolutivo direto. Sendo assim, a origem do grupo total de serpentes pode
ter ocorrido ha aproximadamente 128,5 milhdes de anos durante o Cretaceo Inferior
Médio e o grupo crown snakes 20 milhdes de anos depois (Hsiang et al., 2015).

Embora o grupo crown snakes tenha provavel surgimento no supercontinente
de Gondwana (Vidal et al. 2009), Hsiang et al. (2015) sugerem a possibilidade de que
0 grupo total de serpentes tenha se originado na Laurasia. Ainda, segundo Hsiang et
al. (2015), a familia Viperidae tem origem datada h& cerca de 50 milhdes de anos
durante o Eoceno (Figura 1).

De acordo com a reconstrucéo de Hsiang et al. (2015), o taxon ancestral do
grupo crown snakes (Figura 2) devia ter habitos noturnos e terrestres, cacando por
emboscada e sem o uso de constricdo, com provavel consumo de vertebrados e
invertebrados que eram inferiores ao tamanho da sua cabeca.

Atualmente, as serpentes compreendem um grupo com mais de mais de 4000
espécies (Uetz et al., 2022). Com excecdo da Antartida, sdo encontradas em todos 0s
continentes e sdo capazes de utilizar diferentes ambientes (subterraneo, arbéreo,
terrestre e aquatico), além de climas que vao desde desertos aridos ao oceano aberto
(Scanlon; Lee, 2011), como visto na figura 3. A subordem Serpentes € dividida em
duas infraordens: Scolecophidia e Alethinophidia (Scanlon; Lee, 2011) e 30 familias
(Uetz et al., 2022).
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Figura 1. Origem evolutiva do clado Serpentes por tempo de divergéncia inferida usando
topologia restrita. A linha vermelha que separa as eras Mesozdica e Cenozdéica marca a
adaga (1). Os nomes dos taxons acinzentados indicam espécies existentes que sao incluidas

fronteira Cretaceo-Paledgeno (K-Pg) em 66 Ma. A escala de tempo é em milhdes de anos. As
exclusivamente com base em dados fenotipicos (Hsiang et al., 2015).

caixas coloridas indicam os principais clados. Os taxons f




Figura 2. Reconstrucdo da serpente ancestral do “crown-group” de acordo com o estudo
Hsiang et al. (2015). Arte: Julius Csotonyi.
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Figura 3. Distribuicdo das espécies de serpentes conhecidas até dezembro de 2020 através

do globo (Uetz et al., 2021).

Em relagéo ao tipo de denticdo as serpentes podem ser divididas em qua
grupos: 1) aglifa — ndo apresentam denticdo capaz de inocular veneno (Figura 4A);

opistoglifa - na parte superior, regido posterior, existe um dente com um sulco q

tro
2)

ue



permite que o veneno escorra (Figura 4B); 3) proterdglifa - na parte superior, regiao
anterior, existe um dente sulcado que permite que o veneno escorra (Figura 4C); 4)
solendglifa: na parte superior, regido anterior, existe um dente oco e mével por onde

0 veneno escorre (Figura 4D) (Marques et al., 2015).

?}p(’;.

AGLIFA

@

C PROTEROGLIFA D SOLENOGLIFA

Figura 4. llustrag&o dos tipos de denticdo encontrados nas serpentes: agliga (A), opistoglifa
(B), proterdéglifa (C) e solendglifa (D).

Os predadores de um modo geral, sdo categorizados em dois tipos de
forrageamento: ativo — que saem em busca da sua presa; e por emboscada — que
escolhem um local e esperam pela presa (Schoener, 1971; Huey; Pianka, 1981). Em
relacdo as especializagbes predatorias das serpentes, o subjugamento de suas
presas ocorre através de dois mecanismos eficientes, constricdo e envenenamento
(Pough et al., 2003; Marques et al., 2015).

O veneno das serpentes pode ser classificado em trés categorias principais de
acordo com a sua composicao quimica: 1) citotoxico - causa efeito direto nas células
e tecidos podendo ocasionar necroses; 2) hemotéxico - causa hemorragias através

da modificacdo da capacidade coagulatéria do sangue; 3) neurotoxico — altera o



funcionamento do sistema nervoso central e, em humanos, afeta a capacidade

respiratoria e podendo até levar a morte (Ceriaco; Marques, 2021).

1. 2. SERPENTES NO BRASIL

No Brasil, as 430 espécies de serpentes descritas estdo distribuidas em 83
géneros e 11 familias, sendo as familias Elapidae (representada por dois géneros:
Leptomicrurus e Micrurus) e Viperidae (representada por quatro géneros:
Bothrocophias, Bothrops, Crotalus e Lachesis) de interesse por causarem acidentes
ofidicos (Costa et al., 2022).

O grupo das jararacas (género Bothrops) é composto por 28 espécies, sendo
gue Bothrops bilineatus apresenta duas subespécies, enquanto que para cascavel
(género Crotalus) encontramos uma Unica espécie, Crotalus durissus, com seis
subespécies (Costa et al.,, 2022). Dentre as mais abundantes no centro-oeste
brasileiro, podemos citar B. moojeni e C. durissus.

A distribuicdo geogréfica da jararaca caicaca (B. moojeni) (Figura 5A), engloba
as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e na por¢cdo noroeste do Parana
(Campbell; Lamar, 2004). E uma serpente tipicamente terrestre que ocupa campos
abertos do Cerrado (Nogueira et al., 2003) e que pode superar 150cm de comprimento
(Melgarejo, 2009). Possui habito alimentar generalista e entre suas presas descritas
estdo roedores, anfibios, anuros, lagartos, outras serpentes, passaros e centopeias
(Bernarde, 2014).

A C. durissus é uma espécie de cascavél exdética no Brasil e possui ampla
distribuicdo geogréfica (Figura 5B), sendo presentes no Norte, Cerrado, Sudeste e
algumas regides do Nordeste e Sul (Melgarejo, 2003). Sdo animais que medem até
180cm com dieta baseada em roedores e marsupiais, mas também podendo predar
lagartos (Cadle, et al., 1987; Lema, 2002; Bernarde, 2014).

Os estudos em serpentes neotropicais em relacdo a tripanossomatideos sao
principalmente voltados para bioprospecc¢éo de veneno das espécies de Bothrops e
Crotalus, principalmente com agéo antiparasitaria (Carone et al., 2017; Grabner et al.,
2017; Bandeira et al., 2018; Alfonso et al., 2019; Valentim et al., 2020; Katz et al.,
2020; Barbosa et al., 2021; Dematei et al., 2021).
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Figura 5. Distribuicdo geografica das serpentes Bothrops moojeni (A) (Giraudo et al., 2021) e
Crotalus durissus (B) (Cacciali et al., 2021) na América do Sul.

Embora existam alguns estudos recentes quanto ao parasitismo de uma forma
geral em viperideos no Brasil (De Oliveira Toledo et al., 2022; De Oliveira Simdes et
al., 2022; Lobao et al., 2023), sabe-se que tripanossomas de serpentes sao incomuns,
apesar de alguns relatos de infeccdo em diferentes familias e ambientes ao redor do
mundo e a patogenicidade desses tripanosomatideos nesse grupo de réptil ainda é
pobremente conhecida (Telford, 1995). Outros tripanosomatideos sdo ainda mais

incomuns.

2. FLEBOTOMINEOS

Os dipteros da familia Psychodidae Newman, popularmente conhecidos como
mosca-dos-filtros ou mosquitos-palha, constituem um grupo cosmopolita, com cerca
de 3400 espécies descritas (Cordeiro; Wagner, 2018; Galati, 2018; Curler et al., 2019;
Andrade et al., 2022). Possuem distribuicdo pantropical com encontros pontuais de
algumas espécies em regides temperadas (Lewis, 1971).

A atividade dos flebotomineos é crepuscular ou noturna, embora algumas
espécies possam se alimentar durante o dia. Os locais de descanso durante o dia sdo
frescos e Umidos, incluindo: casas, estabulos, vegetacao densa, buracos de arvores,
tocas de roedores e outros mamiferos e ninhos de passaros (Killick-Kendrick, 1999).
Quanto a capacidade de voo, os flebotomineos se dispersam por até 200m

(Alexander; Young, 1992; Morrison et al., 1993), sendo que fémeas de Lutzomyia
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longipalpis se voam por até 100m (Galvis-Ovallos et al., 2018) e Lutzomyia neivai por
até 128m (Casanova et al., 2005).

Apenas as fémeas sdo hematofagas, enquanto os machos séo nectarivoros.
As fémeas de Phlebotominae e Sycoracinae possuem probdscide e mandibulas
alongadas. As duas primeiras subfamilias citadas sdo hematofagas; Sycoracinae se
alimentam em anfibios (Bravo; Salazer-Valenzuela, 2009, JezZek et al., 2015) e as
fémeas de Phlebotominae se alimentam em animais homeotérmicos e pecilotérmicos
(Chaniotis, 1967; Lewis, 1975), estando inclusive, associadas a transmissao de virus,
bactérias e tripanossomatideos, entre vertebrados (Depaquit et al., 2010; Maroli et al.,
2013; Shaw et al., 2018).

3. CLASSE KINETOPLASTEA

A classe Kinetoplastea pode parasitar vertebrados (Stevens et al., 1998; Viola
et al., 2009; Costa et al., 2015), invertebrados (Svobodova et al., 2007) e plantas
(Jaskowska et al., 2015; Seward et al., 2017). Esse taxon é composto pelas ordens
Prokinetoplastida, Neobodonida, Parabodonida, Eubodonida e Trypanosomatida
(Moreira et., 2004; Yazaki et al., 2017; Kostygov et al., 2021).

A ordem Prokinetoplastida é representada por dois géneros: Ichthyobodo e
Perkinsela (Moreira et al., 2004; Adl et al., 2019). O género Ichthyobodo é composto
por parasitas flagelados presentes em agua salgada e doce que infectam células
epiteliais causando manifestacdo clinica em peixes (Lom; Dikova, 1992). Ja
Perkinsela é um endossimbionte obrigatério de Neoparamoeba, vivendo no
citoplasma da ameba em uma relagdo considerada mutualistica (Dykova et al., 2003).

A ordem Neobodonida é formada por espécies de vida livre (algumas
possivelmente endocomensais) dos géneros Actuariola, Azumiobodo, Cruzella,
Cryptaulax, Dimastigella, Klosteria, Neobodo, Phanerobia, Rhynchobodo,
Rhynchomonas (Moreira et al., 2004). As espécies Neobodo designis, N. saliens e
Rhynchomonas nasuta estdo entre os 20 flagelados heterotroficos mais frequentes
em amostras naturais no mundo (Patterson; Lee, 2000).

Fagotroficos ou osmotréficos, os representantes da ordem Parabodonida séo
de vida livre ou comensal/parasitaria. Para esse grupo sédo descritos 0s seguintes
géneros: Cryptobia, Jarrellia, Parabodo, Procryptobia, Trypanoplasma (Moreira et al.,
2004; Adl et al., 2019).
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A ordem Eubodonida é formada por espécies de vida livre, representadas pelo
género Bodo, familia Bodonidae (Moreira et al., 2004). Essa familia € comum em
ambientes aquaticos, e desempenha papel fundamental nas redes alimentares
microbianas consumindo bactérias e outros pequenos eucariotos (Arndt et al., 2000),
entretanto Alves et al. (2023) detectaram a presenca de Bodo sp. em coagulo
sanguineo de Artibeus lituratus (Stenodermatinae, Phyllostomidae).

Por fim, a ordem Trypanosomatida que compreende espécies exclusivamente
parasitas, divididas em ciclos monoxénicos (p.e.: Leptomonas, Paratrypanosoma e
Sergeia) e heteroxénicos (p.e.: Phytomonas, Leishmania e Trypanosoma) e €
representado uma unica familia, Trypanosomatidae. Além disso, possuem um uUnico
flagelo (Moreira et al., 2004; Adl et al., 2019).

3.1 FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

A familia Trypanosomatidae Doflein, 1951 (Trypanosomatida Hollande, 1952),
€ composta por protozoarios flagelados (Sobhy et al., 2017) predominantemente
monoxénicos, mas que também apresentam espécies heteroxénicas (Overath et al.,
2001). Os tripanosomatideos sdo compostos por 25 géneros que apresentam
diferentes tipos de hospedeiros e ciclos evolutivos (D’avila-Levy et al., 2015; Kaufer et
al., 2017; Maslov et al., 2019; Kostygov et al., 2020; Lukes et al., 2021).

Os tripanosomatideos séo caracterizados pela presenca de uma estrutura
denominada cinetoplasto, uma organela que contém numerosas copias de DNA
extranuclear (KkDNA) (Vickman et al., 1976). Provavelmente foram um dos primeiros a
divergir das linhagens celulares eucaridticas ancestrais, sendo considerados
organismos eucariotos primitivos (Stevens et al., 2001; Moreira et al., 2004). O
cinetoplasto é localizado proximo ao corpo basal do flagelo e a posicao organela-
flagelo em relacdo ao nucleo é uma importante ferramenta para classificacdo dos
diferentes estagios do ciclo de vida desses protozoarios (Hoare; Wallace, 1966)
(Figura 6).

O DNA do cinetoplasto, ou kDNA, consiste em uma rede de moléculas
circulares entrelacadas classificadas em dois tipos: minicirculos (de 0.5 a 10kb —
dependendo da espécie) e maxicirculos variando de 20 a 40kb (Shapiro; Englund,
1995; Jensen; Englund, 2012). Os minicirculos codificam RNAs guias (gRNAS) que
participam da edi¢do dos transcritos produzidos pelos maxicirculos, responsaveis pela

producéo de rRNAs e proteinas da cadeia respiratoria (Jensen; Englund, 2012).
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Dentre os tripanosomatideos, podemos destacar: i) Crithidia, protozoario que
até recentemente era conhecido com ciclo de vida monoxénico restrito a insetos
(Runckel et al., 2014; Olsen, 1986), porém recentemente foi relatada a infeccao por
Crithidia mellificae em morcegos (Rangel et al., 2019) e outros mamiferos (Dario et
al., 2021); ii) Phytomonas, com ciclo de vida heteroxénico, € relatado infectando
plantas em diferentes tecidos (Jaskowska et al., 2015) e transmitido por insetos
(Camargo, 1999; De Oliveira et al., 2017); iii) Leishmania, transmitida por
flebotomineos, pode infectar aproximadamente 70 espécies de animais, incluindo
répteis (Chen et al., 2019), roedores (Rose et al., 2004), cédes (Best et al., 2014) e
outros mamiferos (Dougall et al., 2009; Roque; Jansen, 2014); iv) Trypanosoma,
transmitido por insetos hematéfagos (Campos-Soto et al., 2020) e sanguessugas
(Corréa et al., 2016) , infecta peixes (Hayes et al., 2014), anuros (Leal et al., 2009),
répteis (Dvorakova et al., 2015), aves (Sehgal et al., 2001) e mamiferos (Aregawi et
al., 2019).

kDNA BF Nucleo

Tripomastigota

Opistomastigota

Epimastigota

Promastigota

Coanomastigota

Amastigota

Posterior Anterior

Figura 6. Reposicionamento da bolsa flagelar (BF - em laranja) em
relacdo ao cinetoplasto (KDNA - em verde) e ao nicleo (em roxo) em
diferentes formas de um flagelado (ilustracdo criada a partir da figura de
Field; Carrington, 2009).
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3.1.1. GENERO Trypanosoma

As espécies do género Trypanosoma Gruby, 1843 sdo transmitidas por
diversos hospedeiros invertebrados hematéfagos, variando de mutucas e barbeiros a
sanguessugas (Who, 2012; Fermino et al., 2015) e ja foram descritos em mais de 500
espécies de diferentes grupos de hospedeiros (Spodareva et al., 2018), como
mamiferos (Herrera et al., 2011; Jansen et al., 2018; Barros et al., 2020), anuros
(Lemos et al., 2008; Attias et al., 2016), peixes (Hayes et al., 2014; Corréa et al., 2016;
Smit et al., 2020), répteis (Viola et al., 2009; Fermino et al., 2019) e aves (Votypka et
al., 2012; Cooper et al., 2017; Pornpanom et al., 2019; Galen et al., 2020).

As espécies do género Trypanosoma que infectam mamiferos foram
classificadas por Hoare (1972) em dois grandes grupos: se¢ao Salivaria e secéo
Stercoraria. O primeiro, compreende 0s protozoarios com parte de seu ciclo de vida
no interior de glandulas salivares do inseto vetor, sendo transmitido durante o repasto
sanguineo das formas adultas nos vertebrados. O segundo grupo corresponde
aqueles cuja transmissao ocorre através da deposicao do conteudo intestinal do inseto
vetor sobre a pele do vertebrado durante o repasto sanguineo daquele (Stevens;
Gibson, 1999).

De acordo com arvores filogenéticas construidas a partir dos genes 18S (rRNA)
e gGAPDH, a familia e, portanto o género Trypanosoma, sdo monofiléticos (Stevens
et al., 1999; Hamilton et al., 2004), mas a auséncia de registros fosseis e a falta de
especificidade com os hospedeiros ndo permite datacdo por coevolucdo, o que
dificulta explicar o surgimento de determinadas linhagens. Porém, a divergéncia do
clado T. brucei e T. cruzi foi associada a divisdo de Gondwana durante o Cretaceo ha
cerca de 100 milhdes de anos (Stevens et al., 1999).

Atualmente, o género Trypanosoma pode ser dividido em 11 clados principais
por meio de uma analise dos genes 18S (SSU rDNA) e gGAPDH (Acosta et al., 2013;
Botero et al., 2013; Ferreira et al., 2017; Hamilton; Stevens, 2017; Ortiz et al., 2018)
(Figura 7).

Clado Aquatico: compreende tripanossomas de ornitorrinco (Mackerras, 1959;
Noyes et al., 1999; Paparini et al., 2014), quelbénios (Ray, 1987; Dvorakova et al.,
2015), isolados de peixes, anuros e outros vertebrados aquaticos (Maslov et al., 1996;
Stevens et al., 2001; Ferreira et al., 2007). A transmissdo ocorre atraves de
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sanguessugas e flebotomineos (Simpson et al., 2006; Hamilton et al., 2007; Paparini
et al., 2014).

Clado de Aves: agrupa os tripanosomas que infectam diversas espécies de
aves, entre eles Trypanosoma corvi, Trypanosoma avium e Trypanosoma bennetti
(Nandi; Bennett, 1994; Zidkova et al., 2012). Porém, segundo Averis et al. (2009) e
Cooper et al. (2017), esse clado mostrou baixa especificidade quanto ao hospedeiro,
ja que T. avium, Trypanosoma sp. AAT e outros gendtipos do clado foram reportados
infectando marsupiais na Australia.

Clado T. brucei: neste agrupamento estdo presentes espécies que ocorrem
principalmente no continente africano, incluidas nos subgéneros Trypanozoon (T.
brucei, T. equiperdum e T. evansi), Duttonella (T. vivax), Pycnomonas (T. suis) e
Nannomonas (T. congolense e T. simiae) (Hoare, 1972). Ainda no subgénero
Nannomonas, € reportado T. godfreyi, espécie que infecta moscas tsé-tsé e o unico
relato de hospedeiros vertebrados foi uma infeccdo experimental em porcos
(Mcnamara et al., 1994). A infeccdo por espécies deste clado ocorre através da
transmissao pela via anterior do tubo digestivo de moscas dos géneros Glossina
(Adams et al., 2010), Stomoxys ou Tabanus (Abebe et al., 2017).

Clado T. theileri: apesar da inclusédo de espécies como T. cyclops descrito em
primatas (Macaca nemestrina e Macaca ira) (Weinman, 1972), esse grupo é
caracteristico pela espécie Trypanosoma theileri que infecta bufalos, veados e gado
(Rodrigues et al. 2006), sendo que bois e bufalos podem apresentar diferentes
gendtipos (Garcia et al., 2011). Além disso, Ramirez et al. (2014) encontraram T.
theileri em Desmodus rotundus, um morcego hematéfago.

Clado de tripanosomas de marsupiais australianos: incluia isolados em coala
(Phascolarctos cinereus), como T. gilletti (Mcinnes et al., 2011) e T. copemani (Noyes
et al., 1999; Austen et al., 2009). Outras espécies foram adicionadas a esse grupo,
como Trypanosoma sp. KG1 isolado em carrapato (Haemaphysalis hystricis) no Japao
(Thekisoe et al.,, 2007) e T. pestanai com isolados em diferentes espécies de
mamiferos da Europa (Rioux et al., 1966; Peirce; Neal, 1974; Dyachenko et al., 2017;
Sgroi et al., 2021).

Clado T. lewisi: € composto por espécies isoladas em coelho (Oryctolagus
cuniculus) como T. nabiasi (Railliet, 1895; Merino-Espinosa et al., 2016), e isolados
em roedores como T. microti (Beldomenico et al., 2009). Aléem disso, a espécie que

da nome ao clado, T. lewisi, é globalmente distribuida e ja foi reportada em roedores
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(Cassan et al., 2018), primatas ndo-humanos (Da Silva et al., 2010) e humanos (Truc
et al., 2013; Lin et al., 2015).

Clado T. cruzi: inclui espécies do subgénero Schizotrypanum como a espécie-
tipo, T. cruzi, encontrada em centenas de espécies de mamiferos de diferentes ordens
e transmissado associada a diversas espécies de triatomineos (Noireau et al., 2009;
Jansen et al., 2015). Muitas espécies desse clado foram reportadas em morcegos,
entre as quais, T. dionisii (Mafie et al., 2018; Austen et al., 2020), T. vespertilionis
(Baker; Thompson, 1971; Molyneux, 1991) e T. livingstonei (Lima et al., 2013), além
de T. minasense em primatas (Coimbra et al., 2020). As inferéncias filogenéticas de
T. rangeli, também isolado em morcegos (Da Silva et al., 2009), e de T. cruzi deram
origem a “The Bat Seeding Hypothesis” (Hamilton et al. 2012). Uma vez que a maioria
das espécies desse clado foram descritas em morcegos, atualmente é aceito que
esses animais podem ter sido os hospedeiros ancestrais do clado.

Clado T. terrestris: inclui unicamente a espécie Trypanosoma terrestris descrito
em Tapirus terrestris (anta) na Floresta Atlantica (Acosta et al., 2013). Atualmente,
sabe-se que T. terrestres também €& capaz de estabelecer infeccdo em capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris) (Torres et al., 2018).

Clado T. irwini: € composto pela espécie-tipo Trypanosoma irwini descrita em
coalas (Mcinnes et al., 2009) e T. bennetti isolado de um falcdo (Falco sparverius)
(Kirkpatrick et al., 1986).

Clado de tripanosomas crocodilianos: inclui espécies como T. ralphi isolado de
Melanosuchus niger, T. terena isolado de Caiman yacare (Fermino et al., 2013) e T.
grayi (Hoare, 1929). Moscas tsé-tsé e sanguessugas sao relatadas como vetores de
tripanosomas em crocodilianos (Hoare, 1931; Fermino et al., 2015).

Clado de tripanosomas de serpentes-lagartos/marsupiais-roedores: antes
exclusivo de hospedeiros reptilianos, como Pseudoboa nigra de onde foi descrito T.
serpentis (Viola et al., 2009), o clado conta com espécies como T. freitasi, descrito em
Didelphis (Régo et al., 1957), T. gennari descrito em Monodelphis domestica (Ferreira
et al.,, 2017) e T. cascavelli descrito por Pess6a e De Biasi (1972) e redescrito por
VIOLA et al. (2009). Apesar de descrito em Crotalus durissus, T. cascavelli ja foi
encontrado em Monodelphis americana por Dario et al. (2017). Esses protozoarios
apresentam uma ampla distribuicdo geografica (Jansen et al.,, 2018; Rodrigues,
2019a; Galen et al., 2020) e s&o transmitidos predominantemente por dipteros (Viola
et al., 2008; Telford, 2009; Mantilla et al., 2017), sifonapteros (Lizundia et al., 2011),
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hemipteros (Siqueira, 2016) e anelideos (Telford, 2009; Correa et al., 2016). Os
vetores de tripanossomas de serpentes sao insuficientemente conhecidos, pois a
maioria dos ciclos de vida ndo foram totalmente elucidados (Telford, 2009). As
espécies de Trypanosoma que parasitam as serpentes aquaticas séo, provavelmente,
transmitidas por meio de sanguessugas (Brumpt, 1914; Telford, 2009). No caso de
répteis terrestres, segundo Telford (1995), os parasitas sédo, aparentemente,

transmitidos por flebotomineos.
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Figura 7. Clados de espécies do género Trypanosoma. Fonte: Rodrigues (2019b), adaptado
de Botero et al., 2013 e Ferreira et al., 2017.
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3.1.2. GENERO Leishmania

O género Leishmania remete a um grupo de protozoarios parasitas que
infectam principalmente mamiferos, com excecdo do subgénero Sauroleishmania,
gue infecta lagartos (Klatt et al., 2019) e serpentes (Chen et al., 2019). Esse subgénero
possui os flebotomineos do género Sergentomyia como vetores (Lewis, 1987),
entretanto ainda ha controvérsias quanto ao papel dos répteis na propagacdo da
infeccéo (Belova, 1971).

No homem, a leishmaniose é uma doenca preocupante, mas ainda
negligenciada em regides tropicais, subtropicais e temperadas (Otranto; Dantas-
Torres, 2013), com 20 espécies do género associadas a infeccdo em humanos
(Okwor; Uzonna, 2016) e transmissao através da picada de flebotomineos infectados,
dos quais cerca de 166 espécies sdo provaveis vetores em todo o0 mundo (Akhoundi
et al., 2016) com destaque para os géneros Phlebotomus no Velho Mundo (Maroli et
al., 2013) e Lutzomyia no Novo Mundo (Dantas-Torres et al., 2012). No cédo, a infec¢ao
por L. infantum pode resultar em uma doenca de carater viscero-dermotrépica que
pode levar o animal & morte. Esses animais s@o reconhecidos reservatérios naturais
de L. infantum (Roque; Jansen, 2014).

Recentemente, os membros do género Leishmania foram divididas em quatro
subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e Mundinia; (Espinosa et al.,
2016; Solana et al., 2022) e seis complexos: complexo L. tropica, complexo L. major,
complexo L. donovani, complexo L. mexicana, complexo L. guyanensis e complexo L.
braziliensis (Figura 8) (Solana et al., 2022).

Complexo Leishmania tropica: inclui espécies bastante heterogéneas com
cepas que podem ser distinguidas geneticamente (Schénian et al., 2001),
bioquimicamente (Mebrahtu et al., 1992) e sorologicamente (Schnur et al., 2004). A
espécie que da nome ao complexo é responsavel pela leishmaniose cutanea na Asia
e Oriente Médio, porém, em raros casos podem também ser associada a um quadro
visceral em humanos e cées (Mebrahtu et al. 1989; Magill et al. 1993; Sacks et al.
1995; Guessous-ldrissi et al. 1997; Mohebali et al. 2005; Alborzi et al. 2006).

Complexo Leishmania major: L. major é distribuida desde a Africa Subsaariana
ao Sul do subcontinente Indiano - Asia Central, sendo uma das responsaveis pelos
casos de leishmaniose cutanea nessas regides (Elfari et al., 2005; Al-Jawabreh et al.,
2008). A L. major esta associada a roedores do género Gerbillus nessas regides,
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sendo considerada uma zoonose por também infectar humanos (Benallal et al., 2023;
Azizi et al., 2011).

Complexo Leishmania donovani: compreende as espécies responsaveis pelos
casos de leishmaniose visceral humana (manifestagdo potencialmente fatal da
infecc&o), causada pela L. donovani no Leste da Africa e india e pela L. infantum no
Médio Oriente e na Asia Central, em toda a bacia do Mediterraneo e na América Latina
(Who, 2023). No Brasil, a L. infantum ja foi descrita em diversos hospedeiros
vertebrados  além do cdo e do homem: Lycalopex  vetulus
(Deane e Deane, 1954), Cerdocyon thous (Roque; Jansen, 2014), Didelphis albiventris
(Humberg et al., 2012), Nasua nasua (De Macedo et al., 2023) e Rattus rattus (Caldart
et al., 2017).

Complexo Leishmania mexicana: L. mexicana é a principal espécie responséavel
pelos casos de leishmaniose cutanea na América do Norte e Central (Kevric et al.,
2015; Pace, 2014). Leishmania amazonenses infecta mamiferos silvestres de
diferentes ordens (Roque; Jansen et al., 2014) e também é responsavel por diferentes
manifestagdes cutaneas da leishmaniose no homem (Silveira et al., 2004), sendo
distribuida principalmente pela América do Sul, como Brasil, Venezuela e Bolivia
(Steverding, 2017). Ainda, leishmaniose visceral provocada por L. amazonensis ja foi
reportada em cédes (Tolezano et al., 2007) e humanos (De Souza et al., 2018) no
Brasil.

Complexo Leishmania guyanensis: L. guyanensis é distribuida no Brasil,
Bolivia, Coldmbia, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela (Borges et al.,
2018), sendo responsavel pela manifestacdo da forma tegumentar da doenca em
humanos (Steverding, 2017). Varios mamiferos s@o considerados reservatérios
naturais para essa espécie, como Choloepus didactylus (preguica), Tamandua
tetradactyla (tamandua), marsupiais e roedores (Lainson et al., 1981). Outra espécie
pertencente ao complexo é Leishmania panamensis, principal responsavel por
leishmaniose tegumentar na Colémbia (Ramirez et al., 2016) e no Panama (Vasquez
et al., 1998).

Complexo Leishmania braziliensis: L. braziliensis € a espécie mais difundida
nas Américas, sendo presente em 18 paises (Paho, 2019). E capaz de infectar
diferentes mamiferos de diversas ordens, porém, ndo ha descrito uma espécie de
mamifero que atue como reservatério, provavelmente é o conjunto de mamiferos

infectados que atua como sistema complexo de reservatério para L. braziliensis. A
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outra espécie do complexo, L. peruviana, esta limitada as regibes dos vales
interandinos do Peru e causa no homem lesdes cutaneas, raramente afetando a

mucosa (Davies et al., 2000; Perez et al., 2007; Kato et al., 2019).
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Figura 8. Andlise evolutiva da familia Trypanosomatidae baseada na regido de codificacdo
da sequéncia do maxicirculos (Solana et al., 2022).

4. TRYPANOSOMATIDAE EM SERPENTES

Atualmente s&@o reconhecidas 24 espécies de Trypanosoma parasitando
serpentes africanas (Wenyon, 1909; Bouet, 1909; Macfie, 1919; Fantham; Porter,
1950; Brygoo, 1965; Sato et al., 2009; Halla et al., 2014), americanas (Wenyon, 1908;
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Brumpt, 1914; Pessba, 1928; Arantes; Fonseca, 1931; Fonseca, 1935; Fantham;
Porter, 1953; PessOa, 1968; PessoOa; Fleury, 1969; Pessba; De Biasi, 1972; Pessba et
al., 1974; Ayala et al., 1983; Viola et al., 2008; Telford, 2009; Viola et al., 2009; Halla
et al., 2014) e asiaticas (Mathis; Léger, 1909; Sinha; Mandal, 1976; Lun, 1985). Na
China, Chen et al. (2019) detectaram DNA de Leishmania donovani, L. turanica, L.
infantum e L. (Sauroleishmania) sp. em tecidos de diferentes espécies de serpentes.

Dos trabalhos de descri¢do de tripanossomatideo em serpentes citados acima,
até o ano de 1985 as espécies foram descritas a partir de dados morfométricos,
possibilitando que, de acordo com Telford (2009), algumas delas sejam sinénimas.
Somente a partir de 2008 os trabalhos tiveram a insercéo da biologia molecular como
ferramenta auxiliar para descrigdo, utilizando como alvo os genes cyt b, HSP70, ITS1
(Chen et al.,, 2019), gGAPDH e SSU (Sato et al., 2009; Viola et al., 2009). O
sequenciamento de nova geracdo ainda nao foi utilizado como ferramenta para
descricdo de riqueza de tripanossomatideos em amostras de serpentes até o
presente.

No Brasil, poucos grupos de pesquisa desenvolvem trabalhos envolvendo a
investigacdo de tripanossomatideos em serpentes, sendo os trabalhos de Viola et al.
(2008) e Viola et al. (2009) os mais recentes e ainda assim ja se passaram quase 15
anos desde suas publicacfes. Entre os motivos que explicam as auséncias desses
estudos, destaca-se que: i) serpentes sdo animais de dificil captura e manejo e; ii)
tripanossomas de serpentes supostamente ndo infectavam hospedeiros mamiferos; e
iii) ndo havia a consciéncia da importancia da inclusdo de parasitos em estudos de

biodiversidade.
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METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados animais resgatados no Estado de Mato Grosso do Sul e
mantidos em cativeiro no Biotério da Universidade Catélica Dom Bosco (Campo
Grande-MS). Foi selecionada uma espécie de cada género de Viperidae que ocorrem
no Mato Grosso do Sul, jararaca-caicaca (Bothrops moojeni, n=33) e cascavel
(Crotalus durissus, n=73). Todos os individuos com peso minimo de 300g. As
serpentes sdo mantidas em cativeiro intensivo, acondicionadas individualmente em
caixas de polietileno (39 cm x 59 cm x 31 cm) com tampas perfuradas, alimentacéo
mensal com roedores de padrdo sanitario convencional, provenientes do préprio
Biotério UCDB e agua ad libitum. Os animais amostrados foram agrupados de acordo
com o tempo de cativeiro no Biotério UCDB: G1 (2000-2005), G2 (2006-2011), G3
(2012-2017) e G4 (2018-2022).

Procedimentos éticos

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo a licenga concedidas
pelo Sistema de Autorizacédo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto
Chico Mendes de Conservacéao da Biodiversidade (ICMBio) (78932-1) e Comisséao de
Etica para o Uso de Animais da Universidade Catolica Dom Bosco (n° de protocolo
006/2021), Campo Grande, MS.

Coleta de Sangue

O animal foi manejado com o auxilio de um gancho herpetolégico, sendo
retirado do cativeiro intensivo (caixas de polietileno com 39cm x 59cm x 31cm) e
contido com o uso de um tubo de PVC transparente. ApOs esse processo a serpente
era encaminhada para a mesa de coleta.

Seguindo Redrobe e MacDonald (1999), foi coletado até 10% do volume total

de sangue do animal de acordo com o peso de cada espécime. A antissepsia foi
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realizada com sabdo antisséptico, alcool 70% iodado e alcool 70% (na respectiva
ordem, com trés aplicacdes para cada) e o0 sangue coletado por puncéo da veia caudal
(Campbell, 2006) com seringas de 1 mL e agulha (13x0,45mm-26G). O sangue
coletado foi direcionado para hemocultura (500uL), para o exame a fresco, esfregaco
sanguineo e o restante acondicionado em tubo sem anticoagulante para posterior

analise molecular.

Diagndstico das espécies de Tripanosomatideos
Testes parasitoldgicos

O cultivo de 250uL de sangue total foi realizado em meios bifasicos NNN
(Nicole, Novy, McNean) + LIT (Liver Infusion Triptose) e NNN/Schneider. Os
procedimentos foram realizados dentro do campo de seguranca de um fogareiro. Os
tubos foram incubados a 27°C e monitorados quinzenalmente por quatro meses.

Foi realizado esfregaco sanguineo em duplicata para cada animal e a coloracéo
utilizada foi com solucdo comercial pronta para uso (Panético R4pido — Laborclin,
codigo 620529) com trés corantes em série. As laminas foram submersas em pé no
fixador por 20 segundos; logo apds retirar a lamina do fixador, o excesso foi retirado
e a mesma colocada no corante | por 20 segundos; em seguida a lamina era removida
do corante | e colocada no corante Il por 30 segundos. ApGs esse processo as laminas
foram dispostas em uma estante para secagem e posterior armazenamento em caixas
porta-lamina.

Além disso foi realizado exame de sangue a fresco, sendo adicionado
aproximadamente 5ul de sangue em uma lamina e coberto com uma laminula. Tanto
o exame a fresco, como o esfregagco sanguineo foram examinados em microscopio

optico de luz sob a objetiva de 100x para busca do protozoario.

Diagndstico molecular
Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de coagulo (diferentes pedacos do mesmo coagulo
foram selecionados na tentativa de uma amostragem heterogénea) com base no
protocolo de precipitagdo por acetato de amoénio como descrito previamente por
Bruford et al. (1998).
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Padronizacdo da concentracdo de DNA para PCR de sangue animais com hemacias
nucleadas

O DNA de codgulo de uma serpente comprovadamente parasitada por
Trypanosomatidae foi diluido em agua ultrapura nas seguintes razdes: 1) 1:1; 2) 1:
0,500; 3) 1: 0,250; 4) 1: 0,125 e 5) 1: 0,0625 e a quantificacdo foi realizada no
Fluorémetro Qubit com dsDNA broad range kit (Thermo Fisher Scientific, Wal-tham,
MA, EUA). O critério de escolha foi a concentracdo que néo inibisse a reacdo da PCR,
gue ndo apresentasse rastros durante a visualizacdo em gel de agarose e que
apresentasse uma banda nitida correspondente a presenca de DNA de

tripanossomatideos.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para deteccao de tripanosomatideos foi utilizado como alvo uma regiéo variavel
do gene 18S rDNA, com primers externos TRY927F e TRY927R, e primers internos
SSUS561F e SSU561R, de acordo com Smith et al. (2008). Para cada reacdo foram
incluidas amostras de controles negativo e positivo. Os produtos da PCR foram
visualizados em gel de agarose a 1,5% apdés coloracdo com GelRed (Biotium, Inc.,
California, USA).

Clonagem

A clonagem do produto amplificado na nPCR foi realizada em uma amostra de
um individuo de C. durissus (UCDB696), sendo selecionada pela qualidade da banda
correspondente a ~650 pb observada no gel de agarose. O procedimento foi realizado
diretamente no pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Foram escolhidas quatro colbnias aleatoriamente para
sequenciamento. Os minipreps foram realizados com o Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, USA) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

Sequenciamento

Os produtos amplificados por nPCR foram quantificados no Fluorémetro Qubit
com dsDNA broad range kit (Thermo Fisher Scientific, Wal-tham, MA, EUA) e
preparados para sequenciamento convencional (Sanger) e sequenciamento de nova

geracéo (NGS) de acordo com os protocolos recomendados para o lllumina (lllumina
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Demonstrated Protocol: Metagenomic Sequencing Library Preparation) e
sequenciadas no Illumina HiSeq2500 (PE250) de acordo com os primers descritos por
Barbosa et al. (2017).

Andlise de bioinformatica

Os dados gerados pelo NGS foram importados e analisados no software R (R
Development Core Team, 2021). As sequéncias foram analisadas usando o pacote
DADAZ2 v1.14.0 de acordo com o tutorial (https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html
(acessado em 02 de marco de 2023)) (Callahan et al., 2016). Além disso, a taxonomia
das ASVs (Amplicon Sequence Variant) geradas foram atribuidas a partir de uma base
de dados adaptada de SILVA v132., e as informacdes foram combinadas em phyloseq
object de acordo com McMurdie e Holmes (2013). O total de leituras obtido por
amostra na tabela ASV foi normalizado para 100.000 leituras e as ASVs que
apresentaram <50 leituras na amostra foram excluidas da analise como parametro de

determinacao de ocorréncia de espécies por amostra (Dario et al., 2022).

Anélises estatisticas
Um teste Chi-quadrado foi utilizado para verificar se havia diferencas
significativas entre em machos e fémeas quanto a infec¢do por tripanosomatideos

através do software R (R Development Core Team, 2021).

Anadlise filogenética

Para identificacdo de espécies/gendtipos de cinetoplastideos e agrupamento
genético, as leituras de ASV foram alinhadas as sequéncias de espécies de rDNA 18S
de cinetoplastideos recuperadas do banco de dados GenBank usando o algoritmo L-
INS-I, disponivel no software MAFFT v.7.0 (Japdo) (KATOH et al.,, 2013). O
alinhamento foi inspecionado e editado manualmente no MEGA7 (Kumar et al., 2016).
As analises de maxima verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (Bl) foram
realizadas. Os melhores modelos de substituicdo de base foram escolhidos de acordo
com o critério de informagé&o Akaike corrigido em jModelTest-2.1.10 para cada modelo
(Darriba et al., 2012). A reconstrugdo ML foi realizada usando o software 1Q-Tree
(Viena, Austria) (Nguyen et al., 2015). O bootstrap ultrarrapido (Hoang et al., 2018) foi
realizado com 5.000 réplicas com 1.000 interacbes maximas e coeficientes de

correlacdo minimos de 0,99 para suporte de ramificaco, e o teste de ramificacdo SH-
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aLRT foi realizado com 5.000 réplicas para validar o resultado da inicializacédo
ultrarrapida. O método de busca heuristica utilizado foi o padrdo do programa, e o
algoritmo para obtencado da arvore final foi o Neighbor Joining. A inferéncia bayesiana
foi realizada no programa MrBayes (Huelsenbeck et al., 2001; Ronquist et al., 2003),
usando o meétodo de Cadeias Markov Monte Carlo (MCMC) para atribuir
tripanosomatideos antes da informacédo. Quatro execucdes independentes foram
realizadas para 20 milhdes de cadeias MCMC, com amostragem a cada 2.000
geracbes e 25% de burn-in de cada execucdo. Todos os programas foram
disponibilizados na plataforma Phylosuite v1.2.2 (China) (Zhang et al., 2020) e as
arvores de reconstrucao foram visualizadas no software FigTree v.1.4.3.

Para verificar a intraespecificidade de Trypanosoma cascavelli, foi construida
uma rede de haplétipos por median-joining (Bandelt et al., 1999) e maxima parciménia
(Polzin; Daneshmand, 2003).

Coleta de flebotomineos e identificagdo

Para excluir a possibilidade de transmissao vetorial por Lutzomyia, Unico vetor
com tamanho suficiente para entrar na caixa que as serpentes sao mantidas, foi
realizada coleta de flebotomineos em dois pontos na Universidade Catdlica Dom
Bosco (Campo Grande/MS), dentro e fora do setor Biotério UCDB (20° 24’ 33” S e 54°
36’ 56” O) e no entorno da reserva Surucua (20°24’39” S e 54°36°54” O) (Figura 9).
Foram utilizadas seis armadilhas luminosas tipo CDC-LT (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, GA, USA), armadas entre 1m e 1,5m de altura do solo. As
coletas ocorreram entre dezembro de 2022 e maio de 2023, com instalacdo entre 17h
e 8h. A montagem da lamina para fixagdo do flebotomineo foi realizada conforme
Forattini (1973) e a identificacdo da espécie seguiu a classificacdo proposta por Galati
(2021).
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Figura 9. Pontos de instalacdo de armadilhas luminosas tipo CDC-LT (icones) o Biotério
UCDB e no entorno da reserva Surucua. A: ampliacdo da estrutura fisica do Biotério
evidenciando os pontos de instalacao das armadilhas na parte interna e externa do prédio; B:
ampliacdo da sala em que as serpentes eram mantidas com duas armadilhas instaladas no
interior; C: armadilha instalada na parte externa do prédio.
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RESULTADOS

Padronizacdo da concentracdo de DNA para PCR de sangue animais com

hemacias nucleadas

A padronizacdo da concentracdo de DNA de codgulo sanguineo de serpentes
esta contida na Tabela 1 e resultou em reconhecer, somada a visualizacdo em gel de
agarose, gque a concentracdo de aproximadamente 100 ng/uL foi a ideal para

realizacdo do diagnostico molecular.

Tabela 1. Valores dos testes de diluicdo de DNA
gendmico de serpente com concentragdo em ng/uL
e o0s valores de absorbéancia (A260/A280).

Diluicbes ng/pL A260/A280
Original 2593.2 1.559
11 1818.9 1.792
1: 0,500 908.8 1.833
1: 0,250 510.4 1.860
1: 0,125 261.2 1.837
1: 0,0625 86.49 1.648

Diagndstico molecular de Trypanosomatidae

O diagnéstico molecular revelou que 33,96% (36/106) dos animais
apresentaram DNA de tripanosomatideos, sendo 47,94% (35/73) em C. durissus e
somente um individuo entre 33 de B. moojeni. Das 36 amostras que apresentaram
DNA de Trypanosomatidae, cinco apresentaram sobreposicdo de picos no
sequenciamento Sanger, tratando-se de uma infec¢cdo mista, tornando necessario
uma nova abordagem para classificacéo especifica.

Das 35 cascaveis que apresentaram DNA de tripanosomatideos, 23 eram
fémeas e 12 eram machos, entretanto ndo houve diferenca significativa quanto a
infecc@o em relagédo ao sexo em C. durissus. Todas as hemoculturas, exames a fresco

e esfregacos sanguineos realizados foram negativos. A variagcao do tempo de cativeiro
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das serpentes no Biotério UCDB e presenca de DNA de tripanosomatideos podem ser

observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Amostras de Bothrops moojeni e Crotalus durissus positivas para
Trypanosomatidae e o periodo dos registros de entrada no Biotério UCDB.

INTERVALO DE n n POSITIVOS OCORRENCIA

GRUPO

TEMPO TOTAL 18S rDNA (%)
1 2000-2005 14 07 50
2 2006-2011 16 05 31,2
3 2012-2017 30 12 40
4 2018-2022 41 12 29,2

Clonagem - Trypanosomatidae sp. CROT

A clonagem do produto amplificado, resultou em quatro sequéncias de 568pb.
A andlise dessas sequéncias por BLASTn revelou que essas compartilhavam uma
cobertura que variou de 99.99 a 100% e identidade de 97.02 a 97.90% com uma
sequéncia de Trypanosomatidae sp. depositada no GenBank (niumero de acesso:
AF071866.1), nomeada ‘strain EVA’ (em referéncia a Lutzomyia evansi, espécie de
flebotomineo que foi coletado na Venezuela e que apresentou o DNA desse
tripanossomatideo). No entanto, posteriormente essas sequéncias de DNA foram
confirmadas, em conjunto com a andlise filogenética, como constituindo um novo
género. Essa nova Unidade Taxondmica Operacional Molecular (MOTU) foi
denominada “CROT” (Trypanosomatidae sp. CROT) em referéncia ao hospedeiro

mais numeroso (C. durissus).

Sequenciamento de nova geracao

Todas as amostras de coagulo sanguineo de serpentes que apresentaram DNA
de Trypanosomatidae para o gene 18S rDNA descritas na Tabela 2 foram enviadas
para sequenciamento de nova geracédo (NGS), sendo uma desconsiderada por nao
apresentar o numero minimo de reads.

Nossos resultados mostraram que, independentemente do tempo de cativeiro,
as serpentes podem manter tanto a presenca de DNA de tripanosomatideos de

mamiferos como de serpentes por até 20 anos (Figura 10). Assim, em 37 das 106
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serpentes examinadas (Bothrops e Crotalus), foi possivel demonstrar a presenca de
DNA de ao menos uma espécie de tripanossomatideo.

O NGS mostrou a presenca de DNA de quatro espécies de tripanosomatideos
classicamente reconhecidas como de hospedeiros mamiferos: Trypanosoma cruzi
Tcll/VI, Leishmania sp., L. infantum, Trypanosoma sp. DID. Além dessas,
identificamos DNA de T. cascavelli e Trypanosomatidae sp. CROT em B. moojeni e
C. durissus.

Trés individuos, todos da espécie C. durissus, apresentaram DNA de uma Unica
espécie de tripanossomatideo (respectivamente, L. infantum, Trypanosomatidae sp.
CROT e Trypanosoma sp. DID). Contudo, DNA desses trés protozoarios também
foram encontrados simultaneamente com DNA das demais espécies de
tripanosomatideos nas outras amostras de serpentes analisadas (Figura 10).

Sequéncias de DNA de T. cruzi Tcll/VI e Trypanosoma sp. DID foram
encontradas na maioria das serpentes, 30/35 e 33/35 respectivamente,
independentemente de seu tempo de cativeiro. O terceiro tripanossomatideo mais
comum (21/35), Trypanosomatidae sp. CROT, foi encontrado em todos os periodos
amostrados (Figura 10).

Sequéncias de DNA de L. infantum foram detectadas em 18 de 35 individuos,
independentemente do periodo amostrado. Sequéncias de DNA de Leishmania sp.
foram encontradas em somente seis serpentes, ndo ocorrendo no grupo com 12 a 17

anos de cativeiro.
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Figura 10. Representacdo grafica da deteccdo de DNA de Kinetoplastea através do
sequenciamento de nova geracao (NGS) por individuo (todos C. durissus - excec¢do de
UCDBG687, unico B. moojeni) e separados por tempo de cativeiro.

Andlise filogenética baseada nas sequéncias obtidas no NGS

Clado cruzi

A analise filogenética mostrou que as sequencias de T. cruzi (ASV2) e T. cruzi
Tcll (ASV1) ficaram muito proximas, de forma que ambas devem ser tratadas como
T. cruzi Tcll/TcVI, pois ndo foi possivel a separacdo desses genotipos como

observado na figura 11. Além disso, observou-se que a sequéncia de Trypanosoma
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sp. DID (ASV3) se agrupou com as outras sequencias de Trypanosoma sp. DID ja

previamente depositadas no GenBank.

99/100/1 - AF239980 .
78/93/0.81 Arosgasy | PanesomacrmziDIUN
AF288660 Trypanosoma cruzi DTU IV
,’;‘5?3??79 Trypanosoma cruzi DTU IV
99/99/1 AF301912

OR434347 - ASV2

A
78/89/0.83 86/93/0 8FKT305919 Trypanosoma cruzi DTU lIVI
e
96/97/1 MH558662
77/83/0.93 FJ001664 Ti v i
/83/0. ryp cruzi marink
—[j:gigggg Trypanosoma erneyi
—LAJ009151 Trypanosoma dionisii
77/93/0.89 FJ001666 o
e KT907061 Trypanosoma teixeirae
AJ012418 Trypanosoma sp.
EU867803
--/--10.87 AY491745 5
91/99/1 AJ012417 Trypanosoma rangeli
88/93/1 AJ012416
ENA1E50 AJ009166 Trypanosoma vespertilionis
FM202493 Trypanosoma sp.
84/89/0.97 AJ012411 Trypanosoma conorhini
FM202492 Trypanosoma sp.
E ,\KAL%61%76968 Trypanosoma sp. neobat 3
MH41065 Trypanosoma sp. neobat 2
64/81/0.67 MH41067 Trypanosoma sp. neobat 4
KT368796 ~ Trypanosoma sp. neobat 1
T Trypanosoma wauwau
98/100/1 MW618923 Twzaggggén: sp. neobat 5 ) )
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_ORa34350-Asv3  KY243026 TP 7
-MH404842
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E Trypanosoma sp. DID
~MH404845
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~MN196493
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Figura 11. Arvore filogenética do clado Trypanosoma cruzi baseada no gene 18S rDNA para amostras de DNA de
serpentes. As arvores foram inferidas com duas abordagens: ML - Méaxima Verossimilhanga (TIM2 + G) e BI -
Inferéncia Bayesiana (SYM + | + G). O numero de nés corresponde a ML (ultrabootstrap e SH-aLRT) e BI
(probabilidade posterior). A barra de escala mostra o nimero de substituices de nucleotideos por sitio. Os tracos
representam os valores ultrabootstrap/SH-aLRT ausentes ou inferiores (<60). O fundo verde indica o grupo formado
por T. cruzi DTU Tcll/TcVI e o fundo azul indica as sequéncias identificadas como Trypanosoma sp. DID.

Leishmania spp.

A sequéncia ASV6, previamente identificada como L. infantum através do

sequenciamento de nova geracdo, confirmou seu status taxondémico na arvore

filogenética de Leishmania spp. (Figura 12). A sequéncia ASV7 foi agrupada no

complexo Leishmania Leishmania, sendo assim classificada como Leishmania sp.
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M81429 Leishmania infantum

OR434343 Leishmania infantum ASV6
‘E KF041800 Leishmania donovani
KF302742 Leishmania donovani
90/89/11 M81430 Leishmania infantum i - o
[ MN757918 Leish ia infantt L L
MN757920 Leishmania infantum
MN757921 Leishmania infantum
——— 0Q282858 Leishmania infantum
0Q888198 Leishmania infantum
[———XR002460813 Leishmania major
—X53916 Leishmania tarentolae
———X53915 Leishmania major
——0Q888188 Leishmania amazonensis
———0Q282857 Leishmania amazonensis
~MZ319380 Leishmania amazonensis
MN201976 Leishmania sp.
+———MN201973 Leishmania sp.
/=075 | MN201972 Leishmania sp.
———M84225 Leishmania tarentolae Lei
t M81414 Leish ia tarentolae
[———KU177178 Leishmania mexicana
t———KMO061042 Leishmania mexicana
77/68/0.82 I ~KF302746 Leishmania amazonensis
| ———KF041806 Leishmania mexicana
[~ KC205986 Leishmania tarentolae
-JX030088 Leishmania amazonensis
{———JX030087 Leishmania amazonensis
OR434342 Leishmania sp. ASV7
———KF041798 Leishmania enrietti
| ——JNO003595 Leishmania panamensis
Ll ———JX030135 Leishmania braziliensis

el KF041799 Leishmania braziliensis Leishmania Viannia complex
———KF041807 Leishmania naiffi
L KF302743 Leishmania guyanensis
KX901621 Crithidia fasciculata
XR001548753 Leptomonas pyrrhocoris

Figura 12. Arvore filogenética de Leishmania spp. baseada no gene 18S rDNA para amostras de DNA de serpentes.
As arvores foram inferidas com duas abordagens: ML - Maxima Verossimilhanca (TN93e) e BI - Inferéncia
Bayesiana (K80e). O numero de nos corresponde a ML (ultrabootstrap e SH-aLRT) e Bl (probabilidade posterior).
A barra de escala mostra o numero de substituicdes de nucleotideos por sitio. Os tragos representam os valores
ultrabootstrap/SH-aLRT ausentes ou inferiores (<60). Os quadrados vermelho, amarelo e azul correspondem aos
complexos L. infantum/donovani, Leishmania (Leishmania) e L. (Viannia), respectivamente. A ASV6 ficou agrupada
com sequéncias de Leishmania do complexo L. infantum/donovani, enquanto que AV7 ficou agrupada com
sequéncias do complexo Leishmania (Leishmania).

92/100/1

Rede de haplétipos de T. cascavelli

A rede haplotipica mostrou trés haplogrupos em T. cascavelli, sendo: 1)
exclusivos de serpentes (n=4); 2) exclusivos de marsupiais (n=7) e 3) encontrado em
marsupiais e serpentes (n=6). A sequéncia ASV4 de T. cascavelli, do presente estudo,

estéd incluida no haplogrupo 3 (Figura 13).
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Figura 13. Rede de haplétipos de Trypanosoma cascavelli construida com sequéncias do
gene 18S rDNA de amostras de diferentes vertebrados. O tamanho de cada né é proporcional
a frequéncia da sequéncia. O circulo preto pequeno representa o vetor mediano. O fundo
vermelho representa T. cascavelli gue ocorre apenas em marsupiais; o fundo azul representa
T. cascavelli que ocorre em serpentes e marsupiais; o fundo verde representa T. cascavelli
que ocorre apenas em serpentes. O ponto cinza representa Trypanosoma sp. 910
(EU095838), intimamente relacionado a tripanossomatideo de serpentes que ocorrem em
flebotomineo (grupo externo). As sequéncias de T. cascavelli utilizadas na analise foram:
PCE51 (MH411650); PCE53 (MH411651); PCE55 (MH411652); PCE384 (MH411653);
PCE410 (MH411656); COLTRYP00624 (MF141867); 693 (EU095845); 632 (EU095844); 631
(EU095843); 630 (EU095842); 629 (EU095841); 621 (EU095840); 425 (EU095837);
LBT12589 (OP508234); LBT12598 (OP508235); ASV6 (0Q282855); ASV4 (presente estudo
- OR434344).

Trypanosomatidae sp. CROT, um novo género

A andlise filogenética das quatro sequéncias de DNA de Trypanosomatidae sp.
CROT né&o as agrupou com nenhum outro género da familia Trypanosomatidae,
formando um grupo independente que apresentou pequenas variagdes intragrupo
(Figura 14). As variacbes observadas sinalizam se tratar ao menos de gendtipos

distintos, quica, novas espécies.



35

—] KF054111 Paratrypanosoma confusum
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KF054128 Blechomonas pulexsimulantis
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MKO056191 Leptomonas pyrrhocoris

XR001548753 Leptomonas pyrrhocoris

KP71894 Leptomonas seymouri

KP71895 Leptomonas seymouri

MKO056192 Leptomonas seymouri

JX030135 Leishmania braziliensis

X53912 Leishmania amazonensis

KT944309 Novymonas esmeraldas

MT174474 Zelonia sp.

KY364901 Crithidia luciliae

Y00055 Crithidia fasciculata

JQ359718 Herpetomonas samuelpessoai

JN582045 Wallaceina sp.
10010071 | JQ359714 Lafontella mariadeanei
4l KC205981 Lafontella mariadeanei

76/90/0.81

100/100/1

181/91/0.9

MT174491 Lafontella mariadeanei
DQ394362 Sergeia podlipaevi
AF071866 Trypanosomatidae sp.
98/91/1 OR371592 - Trypanosomatidae sp. CROT ¢l.13
93/98/1| fOR371593- Trypanosomatidae sp. CROT cl.14
g89/98/1 | OR371595- Trypanosomatidae sp. CROT cl.16
OR371594- Trypanosomatidae sp. CROT cl.15

MF000702 Bodo saltans

0.07

Figura 14. Arvore filogenética da ordem Trypanosomatida baseada no gene 18S rDNA para
amostras de DNA de serpentes. As arvores foram inferidas com duas abordagens: ML -
Maxima Verossimilhanca (TIM2 + | + G) e Bl - Inferéncia Bayesiana (GTR + | + G). O numero
de nés corresponde a ML (ultrabootstrap e SH-aLRT) e Bl (probabilidade posterior). A barra
de escala mostra o numero de substituicbes de nucleotideos por sitio. Os tragos representam
os valores ultrabootstrap/SH-aLRT ausentes ou inferiores (<60). O fundo vermelho representa
um novo género de tripanossomatideo estreitamente relacionado a Trypanosomatidae sp.

Anadlise filogenética de Kinetoplastea

Os primers utilizados na nPCR com alvo para gene 18S rDNA s&o especificos
para a familia Trypanosomatidae, entretanto uma sequéncia de DNA gerada no NGS
(ASV5) ndo gerou uma classificacdo especifica, indicando a necessidade de uma
analise complementar. Dessa forma, a analise filogenética agrupou a sequéncia ASV5
no género Neobodo (Figura 15), porém, a distancia filogenética sugere ser uma nova

espécie.
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L14840 Trypanoplasma borreli
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Figura 15. Arvore filogenética da classe Kinetoplastea baseada no gene 18S rDNA para
amostras de DNA de serpentes. As arvores foram inferidas com duas abordagens: ML -
Maxima Verossimilhanga (GTR + | +G) e Bl - Inferéncia Bayesiana (GTR + | + G). O numero
de nds corresponde a ML (ultrabootstrap e SH-aLRT) e Bl (probabilidade posterior). A barra
de escala mostra o niumero de substituicdes de nucleotideos por sitio. Os tragos representam
os valores ultrabootstrap/SH-aLRT ausentes ou inferiores (<60). As cores de fundo
representam as seguintes ordens: azul -Trypanosomatida; verde — Eubodonida; amarelo —
Neobodonida; roxo — Parabodonida. A ASV5 agrupou-se com sequéncias de Neobodo da
ordem Neobodonida.

Coleta de flebotomineos no entorno do serpentario

O esforgo amostral foi de 15 horas armadilha/dia, totalizando 990 horas. A
amostragem por area foi de 360 horas no Biotério UCDB e 630 horas no entorno da
mata Surucua. Um unico flebotomineo foi capturado no entorno da mata ha 137m do

Biotério UCDB, sendo classificado como Psathyromyia campograndensis.
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DISCUSSAO

DNA DE PARASITOS NOS TECIDOS: INFECCAO OU NAO?

Existem diversos conceitos de infeccao disponiveis (Barreto et al., 2006; Silva;
Angerami et al., 2008; Brussow et al., 2019), todos tem a ideia comum de que se trata
da invasao de um microrganismo e seu desenvolvimento no corpo de um animal
causando ou ndo doenca. No entanto, na era da gendmica, faltam definicdes no
vocabulario que reflitam o significado da presenca de DNA de microrganismos em
tecidos de animais.

A técnica de PCR tem sido defendida como ferramenta de identificacdo de
organismos gue nao podem ser cultivados in vitro ou em casos em que as técnicas de
cultura existentes sao insensiveis e/ou precisam de tempos de incubacéao prolongados
(Yang; Rothman, 2004), inclusive novas tecnologias como a PCR Digital tém sido
descritas como ferramentas de diagnostico de infec¢des parasitarias (Pomari et al.,
2019).

A presenca de DNA de parasitas em hospedeiros ndo usuais tem sido
recentemente documentada pela biologia molecular, Martinez-Hernandés et al. (2022)
utilizaram o termo infecgéo para a presencga de DNA de T. cruzi em diferentes tecidos
(coracao, intestino, figado e peito) de coruja Tyto furcata. Chen et al. (2019) relataram
como infeccao natural a presenca de DNA de Leishmania spp. em amostras de figado
de serpentes. No Brasil, Dario et al. (2016) também descreveram como infec¢éo a
presenca de DNA de T. cruzi (DTUs |, I, lll e IV) e Trypanosoma dionisii em tecido
cardiaco humano fixado em parafina. Pelo exposto, a presenca de DNA deve ser

interpretada como evidéncia de infeccéo.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

A técnica de PCR com primers especificos para familia Trypanosomatidae em
conjunto com o sequenciamento de nova geragcdo mostrou ser uma estratégia
eficiente e sensivel para a detecgéo de tripanossomatideos em serpentes. Contudo,

alguns ajustes foram necessarios para alcancar esses
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resultados. O DNA extraido de amostras de coagulo de serpentes revelou uma
concentracdo muito elevada em relacao a, por exemplo, DNA de mamiferos extraido
com a mesma técnica e isso se deve ao fato de répteis apresentarem hemacias
nucleadas. Essa concentracdo média de 2000 ng/ul inibe a reacdo da PCR, sendo
necessario testar uma concentracdo de DNA que permita a reacdo da PCR e a
deteccdo dos tripanossomatideos. As diluicdes foram testadas com a utilizacdo de
DNA total de uma serpente comprovadamente parasitada por Trypanosomatidae. Foi
concluido que a concentragdo de ~100 ng/ul permitiu a deteccdo de
tripanossomatideos sem inibicdo da reacéo por excesso de DNA. Esse procedimento
provavelmente resultou em que a rigueza amostrada seja subestimada. Mesmo assim,
foi possivel observar seis taxons diferentes de Kinetoplastea nas amostras de
serpentes, portanto, sugere-se que essa rigueza seja ainda maior.

A expressiva diferenca na taxa de infeccdo em C. durissus (35/73) em relacéo
a B. moojeni (01/33), pode representar a existéncia de micro diferencas ecoldgicas
ainda ndo descritas (tanto na serpente, como no parasito), possibilitando esse
resultado discrepante, ou uma maior resisténcia de B. moojeni a infeccdo por
tripanosomas de serpentes. A infeccdo experimental de um isolado de T. cascavelli
mostrou que B. moojeni apresentou parasitemia mais baixas em comparacdo a C.
durissus (Viola et al., 2008).

Era esperado que o grupo de serpentes com menor tempo de cativeiro, por
estarem expostos a infeccdo no ambiente natural recentemente, apresentasse maior
riqueza de tripanosomatideos em relacéo a animais com maior tempo de cativeiro, 0
gue ndo aconteceu. Observamos que a capacidade de serpentes manterem DNA de
tripanosomatideos de mamiferos estendeu-se por mais de 20 anos.

Embora a passagem de moléculas de DNA do interior do tubo digestivo para
outros tecidos ja tenha sido comprovada (Spisak et al., 2013), para que ocorra uma
disperséo sistémica de microrganismos ou moléculas € necessaria uma condigédo de
lesédo do muco externo e do epitélio para acesso da barreira vascular intestinal interna
(Paone; Cani, 2020; Takiishi et al., 2017). Aléem disso, o tempo de permanéncia de
DNA livre no sangue é curto: por volta de uma a duas horas (Xing et al., 2022; Thierry
et al., 2010), podendo ser reduzido entre quatro (Rumore et al., 1992) e 30 minutos
(Moreira et al., 2006) em condic¢des patologicas. Portanto, € improvavel que o DNA de

tripanosomatideos que encontramos nas serpentes seja remanescente da aquisicéo
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de DNA por via oral had 20 anos. Sendo assim, hipotetizamos que esses animais se
infectaram na natureza antes do cativeiro e mantiveram essa infec¢ao até o presente.

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) € reportada como um dos
principais vetores de L. infantum nas Américas (Cabrera et al., 2023; Thomaz-Soccol
et al., 2023). No Mato Grosso do Sul, além de Lu. longipalpis, outras espécies tambéem
podem ser encontradas esporadicamente infectadas por Leishmania spp., sao elas:
Lu. cruzi, Lu. almerioi (Savani et al., 2009), Lu. forattinii (Pita-Pereira et al., 2008) e
Nyssomyia whitmani (Ribeiro et al., 2015), entretanto, ndo se sabe o papel das
mesmas ha epidemiologia das leishmanioses. O Unico espécime capturado no
presente estudo foi através de uma armadilha que estava a 137m do Biotério UCDB
e a limitagcdo da distancia de voo descrita em literatura € de até 100m (Galvis-Ovallos
et al., 2018), descartando assim a hipétese de transmissdo vetorial nas serpentes
avaliadas.

A hipétese da ocorréncia de algum ciclo de transmisséo dentro do serpentario
ndo deve ser levada em consideracdo, pois seria necessario provar a entrada de
possiveis vetores desses tripanosomatideos (p.e. Lutzomyia spp.) dentro do biotério,
0 que ndo pbéde ser comprovado como descrito na secao resultados.

Os resultados consistentemente negativos dos testes parasitoldégicos (exames
de sangue a fresco, hemocultura e esfregaco sanguineo corado) indicaram a auséncia
de flagelados circulantes no momento de coleta, mas néo invalidam a possibilidade
de que esses flagelados estivessem presentes em um outro momento da infecgéo.

A presenca de T. cruzi nas serpentes examinadas € interessante pelo fato de
gue até entdo aves e répteis eram considerados refratarios para infeccdo por esse
protozoario (Kierszenbaum et al., 1976; Urdaneta-Morales; Mclure, 1981). Entretanto,
essa refratariedade possa ter evitado outras investigagcbes com aplicacédo de novas
ferramentas de diagnostico ndo disponiveis na época. O elevado niumero de serpentes
positivas por T. cruzi em nosso estudo, juntamente com o0s recentes achados da
infeccdo em Tyto furcata (coruja-da-igreja ou suindara) (Martinéz-Hernandés et al.,
2022) e em quatro espécies de lagartos, sendo que uma delas (Liolaemus platei) teve
a habilidade de transmitir o protozoario para um barbeiro (Mepraia spinolai) néo
infectado (Botto-Mahan et al., 2022), sugere que T. cruzi pode estar se estabelecendo
em novos hospedeiros.

A infeccdo por L. infantum em répteis ja foi confirmada através da PCR de

formas amastigotas de medula de lagarto (Tarentola mauritanica) (Mendoza-Roldan
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et al., 2022) e por PCR de figado nas serpentes Psammophis lineolatus e Gloydius
halys (Chen et al., 2019). A ocorréncia simpatrica de répteis, animais domésticos e
humanos em areas de transmissao, segundo Mendoza-Roldan et al. (2022), podem
facilitar a transmisséo de L. infantum, contudo os autores ndo apresentam uma
hipétese explicativa. Campo Grande € uma regido endémica e enzooltica para
leishmaniose e outras cidades do Estado ja apresentaram surtos da doenca em
humanos. Esses dados mostram a expressiva dispersao de L. infantum no Estado do
Mato Grosso do Sul, no entanto, a importancia ou ndo das serpentes no ciclo
enzodtico de transmisséo ainda precisa ser estudado.

Tripanosomas de serpentes apresentam baixa especificidade quanto a seus
hospedeiros (Viola et al., 2008) e T. cascavelli ndo é excecado, uma vez que, além de
C. durissus (Viola et al., 2009), ja foi reportado ainda em marsupiais: Monodelphis
domestica (Santos et al., 2022a), D. albiventris, Marmosa demerarae (Rodrigues et
al., 2019a), M. americana (Dario et al., 2017) e agora em outra espécie de serpente,
a B. moojeni. Diferente de outros mamiferos, os marsupiais hascem ectotérmicos e
desenvolvem gradualmente a endotermia durante a lactacdo dentro do marsupio
termicamente estavel (Ikonomopoulou; Rose, 2006; Gaughan et al., 2015) e esses
animais tendem a apresentar uma baixa temperatura corporal (25°C a 33°C) em
relacdo a outros mamiferos (Dawson; Olson, 1988; Busse et al., 2014). Embora
ectotérmicas, as serpentes apresentam comportamento termo regulatério em busca
de temperaturas ideais. Foi observado em B. insularis preferéncia por temperaturas
oscilando entre 24.9°C e 26.3°C (Bovo et al., 2012). Nesse sentido, pode-se
considerar que tanto viperideos, como marsupiais, apresentam uma faixa de
temperatura comum, fator que pode ser crucial para estabelecimento de T. cascavelli
em dois grupos tdo distintos. A capacidade adaptativa de tripanosomatideos as
variacGes de temperatura ja foi observada, por exemplo, em C. mellificae que resistiu
a trés temperaturas diferentes e apresentou curvas de crescimento em 27°C e 36°C
(Dario et al., 2021).

A rede haplotipica de T. cascavelli, que utilizou como grupo externo um isolado
de flebotomineo (Trypanosoma sp. 910) muito préoximo filogeneticamente de
tripanosomas de serpentes (Viola et al., 2008), mostrou trés clados distintos: um clado
exclusivo de serpentes, outro exclusivo de marsupiais e um terceiro clado, capaz de
infectar ambos, serpentes e marsupiais. O haplogrupo exclusivo de serpentes

mostrou-se filogeneticamente mais préximo ao grupo externo (Trypanosoma sp. 910).
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O haplogrupo exclusivo de marsupiais esta mais distante filogeneticamente do grupo
externo (Trypanosoma sp. 910). O haplogrupo comum a marsupiais e serpentes
estava inserido na rede haplotipica entre os dois grupos citados anteriormente. Dessa
forma, sugere-se que as serpentes foram os hospedeiros originais de T. cascavelli e
que o processo de adaptacdo a mamifero esteja acontecendo lentamente como
visualizado na rede haplotipica através do posicionamento filogenético do haplogrupo
de serpentes e marsupiais. Possivelmente, o potencial de infectar mamiferos ja era
pré-existente em T. cascavelli, um fenémeno conhecido como pré-adaptacao
ecologica (Agosta; Klemens, 2008). Esses trés clados podem ser explicados através
do processo que pode ter ocorrido ha milhées de anos quando ambos 0s ancestrais
dos hospedeiros utilizavam o mesmo habitat ou por um processo recente devido a
acdo antropica em ambientais naturais e consequente proximidade entre os dois
taxons de hospedeiros. Vale lembrar que serpentes do grupo crown e marsupiais
didelfideos tem sua origem datada em 100 milhdes de anos a.p.

Heterogeneidade genética de T. cascavelli ja havia sido descrita por Viola et al.
(2008). O mesmo autor descreveu que Crotalus durissus nascidas em laboratério e
infectadas experimentalmente com T. cascavelli isolado 621, apresentaram
parasitemias significativas mantidas por um més, apresentaram sinais clinicos e
vieram a obito apds quatro meses. No entanto, quando infectadas com T. cascavelli
isolado 425, também apresentaram parasitemia patente, porém sem registro de ébito.
A rede haplotipica (Figura 13) mostra que o isolado 621, que causou 6bito, pertence
ao haplogrupo exclusivo de serpentes enquanto que o isolado 425, que nao resultou
em Obito, pertence ao haplogrupo de serpentes e marsupiais.

Dos animais que apresentaram DNA de Kinetoplastea em coagulo sanguineo
(n=35), Trypanosoma sp. DID esteve presente em amostras de 32 serpentes das duas
espécies. Esse é o primeiro registro dessa MOTU em répteis (C. durissus e B.
moojeni). Trypanosoma sp. DID € uma MOTU que foi relatada até aqui, pelo encontro
de DNA em marsupiais e roedores. Utilizando como alvo o gene 18S e posterior
clonagem, DNA de Trypanosoma sp. DID foi encontrado em D. albiventris de Goias e
D. aurita do Rio de Janeiro (Rodrigues et al., 2019b). Seguindo a mesma metodologia,
Nantes et al. (2021) encontraram a mesma MOTU em D. albiventris de Campo
Grande/MS. A partir do uso do gene 18S e sequenciamento de nova geracao (NGS),
Santos et al., (2022a) encontraram Trypanosoma sp. DID na espécie marsupial T.

macrurus e nas espécies de roedores Clyomys laticeps e Oecomys mamorae do
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Pantanal Sul-mato-grossense. Nenhuma diferenca filogenética entre as MOTUs foi
observada na analise realizada pelos mesmos autores e no presente estudo.

Todas as informacdes disponiveis para Trypanosoma sp. DID sdo de amostras
de DNA de animais examinados no centro-oeste e sudeste do pais, logo, ndo é
possivel concluir nada sobre essa aparente homogeneidade do taxon, que de fato &
possivel que se trate de uma MOTU geneticamente homogénea ou nossa
amostragem néao foi ampla suficiente para amostrar outros genotipos caso existam.

O taxon descrito nesse trabalho como Trypanosomatidae sp. CROT ficou
agrupado em um clado de tripanossomatideos descritos em invertebrados:
Trypanosomatidae sp. ‘strain EVA’ derivada de um exemplar de Lutzomyia evansi da
Venezuela e Sergeia podlipaevi originario de Culicoides festivipennis e Culicoides
truncorum da Republica Tcheca (Svobodova et al., 2007). A analise filogenética da
familia Trypanosomatidae, incluindo Trypanosomatidae sp. CROT (Figura 14) mostra
gue esse taxon esta inteiramente a parte dos outros géneros da familia, sugerindo se
tratar de um novo género de tripanossomatideo que inclui quatro gendtipos
(OR371592, OR371593, OR371594, OR371595).

A presenca de DNA de Neobodo sp., um cinetoplastideo de vida livre, em
coagulo sanguineo de um vertebrado (roedor) foi relatada pela primeira vez em 2022
(Santos et al.,, 2022a), também por NGS. Embora a andlise filogenética tenha
mostrado que o posicionamento da sequéncia de DNA Neobodo sp. estivesse
agrupado junto de uma sequéncia de Neobodo sp. de Glossina fuscipes, foi observada
uma diferenca significativa no posicionamento de ambas, mostrando que que a
sequéncia encontrada nesse trabalho se trata de uma nova MOTU.

A deteccédo de DNA de Neobodo sp. no sangue de uma serpente, sugere que
essa espécie de protozoario de vida livre é capaz de se estabelecer nesse tecido como
ja descrito em Bodo sp. em sangue de Artibeus lituratus e Neobodo sp. em sangue de
Oecomys mamorae (Alves et al., 2023; Santos et al. 2022a). Também foi observada,
por microscopia éptica, a presenca de Bodo em amostra de saliva humana (Knowles;
Gupta, 1924) e Parabodo caudatus em amostra de urina e sangue de cdes domésticos
(Vandersea et al., 2015; Huggins et al., 2019). A identificacdo de Neobodo sp. em um
anico animal pode estar associada a ndo utilizagdo de um primer especifico para esse
grupo (p.e. Mukherjee et al., 2015) e caso isso fosse realizado, provavelmente poderia
ter sido descrita uma maior taxa de infeccdo por outros Kinetoplastea nos animais

amostrados.
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A presenca de Neobodo sp. em C. durissus pode ser considerada como
infeccédo, pois mesmo que seja um flagelado heterotrofico comum em agua (Patterson;
Lee, 2000), seria necessario um conjunto de condi¢des patoldgicas no intestino do
hospedeiro que permitisse que 0 parasito tivesse acesso ao sangue por essa via
(Paone; Cani, 2020; Takiishi et al., 2017). Também, é preciso considerar que o DNA
permanece viavel no sangue por um periodo de até duas horas em condi¢cdes normais
(Xing et al., 2022; Thierry et al., 2010).

Deste modo, € mais provavel que Neobodo sp. tenha acessado a corrente
sanguinea do hospedeiro ja antes de chegar ao intestino, por exemplo através de uma
lesdo na mucosa oral. Assim, esse flagelado teria ficado viavel até, ao menos, o
momento da coleta de sangue tendo conseguido sobreviver aos mecanismos da
resposta imune inata.

O presente estudo trouxe resultados considerados inesperados, como a
infeccdo por tripanossomatideos considerados como exclusivos de mamiferos em
serpentes. Embora esses animais tenham apresentado a capacidade de manter esses
tripanossomatideos associados a mamiferos por mais de 20 anos em cativeiro
intensivo, ndo se sabe qual o papel epidemiolégico que esses répteis poderiam
desenvolver na natureza. Mamiferos e répteis apresentam diferentes mecanismos de
termorregulagédo, dessa forma, percebe-se que existe um ponto comum entre 0s
grupos que, somada a plasticidade adaptativa desses tripanossomatideos, permite o
estabelecimento desses flagelados em diferentes grupos de hospedeiros.

O encontro de um parasito é frequentemente associado a alguma manifestacao
clinica por parte do hospedeiro; no entanto, € preciso levar em consideracdo que
raramente um hospedeiro de vida livre € parasitado por uma Unica espécie, ao
contrario do que acontece nas infec¢cbes experimentais. Assim sendo, qualquer
manifestacdo clinica provavelmente resulta do sistema complexo resultante da
interagéo do conjunto de parasitos desse hospedeiro. Os resultados mostraram que
serpentes podem manter infec¢cdes mistas por até cinco taxons de tripanossomatideos
por até duas décadas e, ainda assim, permaneceram sem sinais clinicos aparentes
em cativeiro com as condi¢cdes em que estavam. Esse achado mostra que a hipétese
formulada nesse trabalho foi rejeitada, ja que as infec¢cdes mistas foram observadas
em todos os grupos independente de seu tempo de cativeiro.

Adicionalmente, a identificacdo de novos taxons que possivelmente incluem um

género e cinco espécies reforcam a nocdo da complexidade desse sistema
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Kinetoplastea-hospedeiro como um modelo representativo do fenémeno parasitismo.
Interpretar esses achados é um desafio, porém o encontro de outros Kinetoplastea
classicamente ndo associados a vertebrados evidencia a importancia de esclarecer

esse fendbmeno em trabalhos futuros.
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CONCLUSOES

E possivel extrair DNA parasitario de sangue de animais que apresentam

hemécias nucleadas a partir de diluicbes seriadas;

A utilizacdo de NGS (sequenciamento de nova geracdo) contribui
significativamente para o conhecimento da diversidade de Kinetoplastea e de

seus hospedeiros;

Trypanosomatidae infecta indistintamente machos e fémeas de C. durissus;

As infecgdes mistas por tripanosomatideos na natureza sdo a maioria dos

casos e Nao a excecao;

7

A diversidade de Kinetoplastea ainda é subestimada, como comprova o

encontro de novas unidades moleculares taxonémicas operacionais (MOTUS);

Serpentes apresentam a capacidade manter infeccéo por T. cruzi e L. infantum

por até 20 anos;

O DNA de T. cruzi nas serpentes infectadas por esse taxon foi identificado

como sendo do genotipo Tcll/TcVI;

Trypanosoma sp. DID, reportado até o presente somente em mamiferos, é

capaz de infectar serpentes dos géneros Crotalus e Bothrops;

A rede haplotipica de T. cascavelli reconheceu trés grupos: 1) exclusivo de

serpentes, 2) exclusivo de marsupiais e 3) ambos, serpentes e marsupiais;
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Trypanosomatidae sp. CROT constitui um novo género que inclui quatro
genotipos/espécies;

O encontro de DNA de Neobodo sp. no coagulo de uma C. durissus sugere
fortemente que esse género pode infectar vertebrados.
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