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RESUMO GERAL

MAROTTA, Carolina Ribeiro. Estudo morfoldgico, bioldgico e caracterizacdo molecular
de duas novas espécies de Trypanosoma oriundos de carrapatos naturalmente infectados.
2017. 117p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinéria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

Parasitos do género Trypanosoma s&0 microrganismos unicelulares e flagelados que
pertencem a familia Trypanosomatidae. O presente estudo descreve pela primeira vez o
encontro de dois isolados do género Trypanosoma, um infectando naturalmente o carrapato
Rhipicephalus microplus e o outro infectando naturalmente o carrapato Amblyomma
brasiliense. Ambos isolados foram caracterizados através de analises moleculares,
morfomeétricas e bioldgicas. As culturas de Trypanosoma foram obtidas através do isolamento
em linhagens celulares de IDE8 e mantidas meio de cultivo L15B, incubadas em estufas
bacterioldgicas a 30°C. Os isolados obtiveram um bom rendimento de propagacdo em meio
L15B nas temperaturas de 30°C, 32°C e 34°C. A cultura permaneceu estavel com mais de 14
passagens de propagacdo em cultura axénica com meio L15B a temperatura de 30°C. A
criopreservacdao da cultura do isolado apresentou viabilidade apds descongelamento pelo
armazenamento em nitrogénio liquido. Foi realizada a curva de crescimento e andlise das
formas evolutivas dos isolados em meio axénico e nas linhagens celulares IDE8 e DH82. A
analise das sequéncias nucleotidicas obtidas com alvos dirigidos para a regido 18S rDNA e
24S0. rDNA comprovaram a autenticidade dessas novas espécies. As sequéncias nucleotidicas
descritas foram depositadas no Genbank. A microscopia eletrdnica de varredura e andlise
morfométrica revelaram ampla diversidade morfoldgica das duas espécies denominadas
Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. cepa P1RJ e Trypanosoma amblyommi sp. nov. cepa
C1RJ. A citometria de fluxo associada a microscopia de fluorescéncia comprovou a
internalizacdo de ambos os isolados de Tripanosomatideos em células das linhagens IDES8 e
DH82 mesmo com a inibicdo da fagocitose celular. Aspectos relacionados a patogenicidade,
envolvimento com hospedeiros vertebrados, epidemiologia, ciclo evolutivo e mecanismos de
transmissdo ainda sdo desconhecidos. Portanto, serdo necessarios mais estudos para o
conhecimento de aspectos do ciclo biolégico de Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. e
Trypanosoma amblyommi sp. nov.

Palavras chaves: Trypanosoma rhipicephalis sp. nov, Trypanosoma amblyommi sp. nov. ,
carrapato, propagacdo in vitro.



ABSTRACT

MAROTTA, Carolina Ribeiro. Morphological study, biological and molecular
characterization of two new species of Trypanosoma derived from naturally infected
ticks. 2017. 117p. Thesis (Doctorate in Veterinary Sciences). Institute of Veterinary
Medicine, Department of Animal Parasitology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

Parasites of the genus Trypanosoma are unicellular and flagellated microorganisms from the
Trypanosomatidae family. This study describes for the first time the encounter of two isolates
of the Trypanosoma genus naturally infecting Rhipicephalus microplus and Amblyomma
brasiliense characterized through molecular, morphological and biological analyzes.
Trypanosoma cultures were obtained by isolation in IDES cell lines and maintained in L15B
culture environment, incubated at 30°C. The isolates obtained had a good yield spread in an
L15B environment at temperatures of 30°C, 32°C and 34°C. The culture remained stable over
14 spread passages in axenic culture in L15B environment at a temperature of 30°C.
Cryopreservation of the isolated culture presented viability after thawing due to liquid
nitrogen storage. The curve of growth and analysis of the evolutionary forms of the isolates in
the axenic environment and the cell lines IDE8 and DH82 were performed. The analysis of
nucleotide sequences obtained with goals directed at the region 18S rDNA and 24So rDNA
confirmed the authenticity of this new species. The nucleotide sequences described were
deposited to Genbank. Scanning electron microscopy and morphometric analysis revealed a
wide morphological diversity of the two described species. Flow cytometry associated with
fluorescence microscopy confirmed the internalization of both Trypanosomatid isolates in
cells from the IDE8 and DH82 lines even with the inhibition of cellular phagocytosis.
Pathogenicity-related aspects, involvement in vertebrate hosts, epidemiology, evolutionary
cycle and transmission mechanisms are still unknown. Therefore, more studies will be
necessary for the knowledge of life cycle aspects of Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. and
Trypanosoma amblyommi sp. nov.

Keywords: Trypanosoma rhipicephalis sp. nov., Trypanosoma amblyommi sp. nov., tick, in
vitro propagation.
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representa S50pum.

Figura58 Microscopia eletronica das formas de Trypanosoma amblyommi sp. 88
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Figura59 Microscopia eletronica da diversidade morfologica de Trypanosoma 89
amblyommi sp. nov. (C1RJ), cultura de 6 dias.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os tripanosomatideos sdo organismos complexos, cuja classificacdo taxondémica
sempre foi um desafio. Adicionada a ampla diversidade morfoldgica, representada pelas
diferentes fases evolutivas e variabilidade genética. A familia Trypanosomatidae inclui
espécies que infectam uma grande variedade de hospedeiros vertebrados (HOARE,
1972, HAAG et al. 1998).

O estudo de uma nova espécie deve considerar o perfil molecular e aspectos
relacionados a biologia, como o conhecimento de suas formas evolutivas que o parasito
possa apresentar durante o seu ciclo bioldgico. Aspectos relacionados a patogenicidade,
envolvimento com hospedeiros vertebrados, epidemiologia, ciclo evolutivo e
mecanismos de transmissao.

No presente estudo, foram realizados o isolamento e a propagacdo de duas
espécies de Trypanosoma, oriundas dos carrapatos Rhipicephalus microplus e
Amblyomma brasiliense, naturalmente infectados. Foi também elaborada a
caracterizacdo molecular dessas duas novas espécies através do sequenciamento e
analise filogenética dos genes 18S rDNA e 24Sa rDNA. Além da avaliacdo da
viabilidade em diferentes meios de cultivo e temperaturas de incubacdo, anélise
morfométrica, monitoramento da diferenciacdo das formas evolutivas. Assim como a
realizacdo da curva de crescimento em cultivo axénico e nas linhagens de células de
carrapato IDE8 e de macrofago DHB82, citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia para a avaliacdo da internalizacdo e fagocitose celular e a microscopia
eletronica de varredura. O objetivo foi a descricdo de duas novas espécies do
género Trypanosoma oriundas de carrapatos naturalmente infectados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Género Trypanosoma

Parasitos do género Trypanosoma sao microrganismos unicelulares e flagelados
que pertencem a familia Trypanosomatidae. Artropodes hematdfagos atuam como
vetores biologicos e mecéanicos das diferentes espécies dessa familia, infectando uma
ampla variedade de hospedeiros vertebrados (HOARE, 1972; HAAG et al., 1998).

As formas evolutivas presentes no ciclo biologico dos tripanosomatideos séo
nomeadas de acordo com o formato do corpo, posi¢do do cinetoplasto, em relacdo ao
nicleo e o ponto de emergéncia do flagelo. A presenca de uma estrutura circular
denominada cinetoplasto, em todos os representantes dessa familia caracteriza esse
grupo. Além disso, o cinetoplasto € uma estrutura importante em estudos moleculares
por conter uma massa condensada de DNA (RIOU & DELAIN, 1968).

O género Trypanosoma apresenta grande diversidade bioldgica ao longo do ciclo
evolutivo. Classicamente as formas amastigota, epimastigota, tripomastigota e
esferomastigota sdo 0s estagios evolutivos descritos para as espécies desse género
(HOARE, 1972; VICKERMAN, 1976).

Trypanosoma (Megatrypanum) theileri € um parasito cosmopolita de gado com
alta incidéncia em todos os continentes, exceto na Antartida. Vetores de T. theileri sdo
principalmente dipteros. Tabanideos sdo considerados 0s vetores mais importantes.
InfeccBes experimentais em laboratorio demonstraram que a transmissdo ocorre pela
excrecdo de tripomastigotas metaciclicas nas fezes de tabanideos, que ganham entrada
para um novo hospedeiro, quer pela ferida da mordida do vetor ou abrasdes da pele.
Além disso, a infeccdo pode ocorrer por ingestdo de fezes ou do proprio vetor pelo
hospedeiro (BOSE & HEISTER, 1993).

Até a década de 60, os estudos sobre os tripanosomatideos tinham como
objetivos principais conhecer sua morfologia, hospedeiros, ciclo de vida, vetores modo
de transmissdo, infectividade e patogenicidade para animais de experimentacdo, além de
estabelecer o cultivo desses protozoarios in vitro. Nessa época, muitas espécies foram
descritas e frequentemente mudadas de posicao taxondmica, porque havia imprecisdo na
definicdo do género ou quando caracteristicas biologicas e/ou moleculares. Com a
microscopia eletrénica, foi possivel evidenciar importantes caracteristicas estruturas
entre as espécies ou formas evolutivas dos tripanosomatideos (SOUZA, 2008).

As abordagens bioldgicas a partir do cultivo in vitro sdo fundamentais para o
conhecimento de caracteristicas importantes do parasito como padrdes morfologicos e
perfis de multiplicacdo. A grande diversidade de meios de cultura pode fornecer
informacdes nutricionais desses parasitos (SCHUSTER & SULLIVAN, 2002). O
conhecimento da forma de multiplicacdo dos tripanosomatideos é importante quando
estudamos novas espécies. Algumas espécies do subgénero Megatrypanum como T.
theileri, Trypanosoma melophagium e Trypanosoma conorhini a multiplicacdo é feita
através da forma epimastigota em mamiferos (HOARE, 1972).

Estudos de interagcdo celular podem oferecer informacbes de relagbes entre
parasito e hospedeiro. Em um estudo com a espécie Trypanosoma terrestres os autores
utilizaram monocamada de células Vero, C6/36 e SF9 e verificaram que apesar do
crescimento parasitario nao foi possivel observar a invasdo nessas células (ACOSTA et
al., 2016). Madeira et al. (2009) demostrou que o Trypanosoma caninum ndo foi capaz
de infectar macrofagos murinos.
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Foi descoberto o Trypanosoma KG1 isolado de carrapato da espécie
Hemaphysalis hystricis naturalmente infectados no Japdo (THEKISOE et al., 2007).
Trypanosoma caninum foi isolado a partir de uma cultura axénica da pele intacta de um
cdo doméstico capturado no Rio de Janeiro, Brasil, co-infectados com Leishmania
braziliensis (MADEIRA, et al 2009). O sitio anatbmico de onde o T. caninum tem sido
isolado apresenta uma caracteristica incomum para 0s parasitos pertencentes ao género
Trypanosoma. As amostras isoladas foram obtidas a partir do cultivo de pele integra. A
patogenicidade desse parasito € um aspecto ainda a ser estudado. No entanto, o T.
caninum parece ndo ser patogénico, tendo sido isolado na maioria das vezes de caes
saudaveis (MADEIRA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2011).

2.2.  Aspectos moleculares do Género Trypanosoma

Estudos moleculares dos Trypanosoma posicionaram diversas espécies em
grupos distintos dos subgéneros previamente definidos por parametros taxondmicos
tradicionais (RODRIGUES et al., 2006).

Diversos marcadores genéticos tém sido empregados para o estudo molecular de
parasitos do género Trypanosoma. Para as regides conservadas do genoma, tais como
genes da pequena e grande subunidade do DNA ribossomal (18S rDNA e 24Sa rDNA),
sdo frequentemente usados para abordagem diagnostica, principalmente para a
identificacdo de novas espécies (LIMA et al., 2012; SIMO et al., 2013; VILLAREAL et
al., 2013). O gene ribossomico (rDNA) ¢ encontrado “in tandem”, ou seja, como
unidades repetitivas sequencialmente, compostas por unidades de transcri¢do (cistrons
ribossémicos) e espacadores intergénicos (IGS - ribosomal intergenic spacer). Essas
copias passam por diversas etapas de processamento resultando em uma Unica unidade
de transcricdo, composta pelas moléculas da subunidade menor (18S ou SSU — small
subunit) e da subunidade maior (5.8S e 24S ou LSU - large subunit). As regides
transcritas variaveis correspondem as regides dos espacadores transcritos externos (ETS
- external transcribed spacers) e dos espacadores transcritos internos (ITS — internal
transcribed spacers), que séo divididos em ITS-1 localizada entre as subunidades 18S e
585 e 0 ITS-2, entre 58S e 24S (DIETRICH et al., 1993). As sequéncias das
subunidades 18S, 5.8S e 24S rDNA apresentam variagdes evolutivas lentas, devido a
pressdo seletiva, em geral por insercdes, delecbes ou mutacBes, as sequéncias das
regides do ITS rDNA evoluem muito mais rapidamente, apresentando regides variaveis
tanto em tamanho como em sequéncia entre 0s organismos. As sequéncias da regido do
ITS rDNA sdo relativamente pequenas e rodeadas por segmentos altamente conservados
nos quais os iniciadores para PCR (reagcdo em cadeia da polimerase), os primers, sdo
normalmente direcionados. O fato das sequéncias da regido do ITS rDNA evoluirem
muito mais rapidamente que as outras regides do gene ribossémico, coloca essa regido
como um importante alvo para estudos que envolvem a variabilidade genética (LIMA et
al., 2012). Sequéncias da subunidade do 18S rDNA, tém sido as mais utilizadas devido a
facilidade de amplificacdo por PCR e a presenca de regides conservadas que permitem
alinhamentos confiaveis (PINTO et al., 2012). As sequéncias de ITS-1 e ITS-2 rDNA
tém sido usadas como marcadores genéticos para estudos de variabilidade nas
comparagdes de individuos da mesma espécie ou entre espécies fortemente relacionadas
(PULIDO et al., 1996).

O DNA do cinetoplasto (kDNA) além de ser uma estrutura altamente
organizada, a auséncia de recombinacdo e elevado polimorfismo fazem do kDNA um
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importante alvo molecular no estudo das relacfes evolutivas entre o0s tripanosomatideos.
O kDNA representa cerca de 20-25% do total de DNA da célula e esta organizado em
uma rede formada pela concatenacdo de milhares de moléculas de DNA circulares,
constituido pelos minicirculos e maxicirculos (LIU et al., 2005).

2.3.  Queixada (Tayassu pecari)

Tayassu pecari € um mamifero ungulado da familia Tayassuidae e no Brasil
recebe entre outros, o nome vulgar de “queixada”. Trata-se de um mamifero da ordem
Artiodactyla e sua distribuicdo nas Américas se estende desde o México até o nordeste
da Argentina (MAYER; WETZEL, 1987). Segundo (REYNA-HURTADO et al., 2009),
0 queixada (figura 1) possui uma alta afinidade para locais com abundéancia de agua,
habitando a periferia de rios, areas alagadas e charcos, principalmente durante o periodo
seco do ano. Merece destaque sua proximidade com membro da familia Suidae
representada pelo porco doméstico (Sus scrofa domesticus) em sua versdo selvagem e
pelo Javali (Sus scrofa scrofa). Tayassu pecari pode atingir 1,10 m de comprimento,
possui comportamento social gregario e forma grupos de tamanho variavel, podendo
atingir 300 individuos em florestas densas tropicais (FRAGOSO, 2004). A figura 1
registra exemplares da espécie nativos no Parque Nacional de Itatiaia, RJ.
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Figura 1. Fotograflas dé Tayassu pecarl (quelxada) em bando, retlrada durante uma
coleta de amostras bioldgicas no Parque Nacional do Itatiaia, maio de 2015. Fotos
cedidas: Dr. Hermes Luz.

2.4. Carrapato Amblyomma brasiliense

O carrapato Amblyomma brasiliense Aragdo (1908) é endémico na América do
Sul, com relatos na Argentina, Paraguai e Brasil (GUGLIELMONE et al., 2003), (Rio
de Janeiro, S&o Paulo, Minas Gerais, Par4 e Espirito Santo) (ARAGAO, 1936).

Espécie comum parasitondo o porco-do-mato (Tayassu tajacu), também ocorre
em menor numero no queixada (Tayassu pecari), paca (Agouti paca), cotia (Dasyprocta
agouti), capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) e anta (Tapirus terrestris). Este
carrapato foi encontrado também na ave jacu-pemba (Penelope superciliaris)
(GUIMARAES et al., 2001). Nas matas em que porcos-do-mato sdo abundantes, o
homem é muito atacado por esta espécie, principalmente pelas suas larvas, mas ainda se
desconhece sua capacidade vetorial de agentes patogénicos para seres humanos ou
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mesmo para animais (ARAGAO, 1936). Estudos relataram que larvas e ninfas de A.
brasiliense estdo entre os carrapatos mais agressivos para 0s seres humanos no Brasil
(ARAGAO, 1936).

Larvas de A. brasiliense ttm a base do capitulo retangular, palpos curtos e
idiossoma arredondado, coxa | com dois espinhos, sendo o externo mais longo que o
interno e coxas Il e Il com um espinho. Ninfas (Figura 2) tém a base do capitulo
retangular com cdérnua pontiaguda, idiossoma oval, coxa | com dois espinhos evidentes,
sendo o externo mais longo que o interno, coxas Il e 11l com um espinho curto em cada
uma e coxa IV com um espinho muito pequeno, presenca de tubérculos quitinosos na
superficie interna da borda posterior do idiossoma. Estas caracteristicas, associadas a
quetotaxia e porotaxia, poderdo tornar possivel a identificacdo dos estagios imaturos de
carrapatos do género Amblyomma (MARTINS et al., 2008).

Morfologicamente, os machos possuem a coxa | com dois espinhos, coxas Il e
I11 com dois tubérculos, coxa IV com espinho externo e um interno reduzido a um
pequeno tubérculo, escudo castanho claro, com manchas amareladas e festdes
prolongados por laminas quitinosas, salientes, ndo incisadas. O sulco marginal nédo
ultrapassa o segundo festdo e o hipostomio apresenta denticdo 3/3 (GUIMARAES et al.,
2001).

Por seu lado, as fémeas possuem tubérculos quitinosos nos angulos internos dos
festdes, base dorsal do gnatossoma retangular com os angulos posterolaterais salientes,
tubérculos quitinosos em todos os festdes, exceto no situado ao centro, escudo com
bordo escuro e centro acobreado, espinhos da coxa | curtos, o interno correspondendo a
metade do comprimento do externo (GUIMARAES et al., 2001).

Estudos mostraram que esta espécie de carrapato possui um ciclo de vida de
aproximadamente um ano em condi¢des de laboratério (20°C, 90% de umidade e
fotoperiodo de 12 horas) e que tais condiches seriam essenciais para 0 Seu
desenvolvimento, com sensibilidade a variacbes de temperatura e de umidade
(SANCHES et al., 2008).

Figura 2. Ninfa de Amblyomma brasiliense, (A) vista ventral: presenca de tubérculos
nos angulos internos dos festdes (setas), hipostomio curto com duas fileiras de
denticulos (detalhe); (B) vista dorsal: presenca de cérnuas (setas). Fotos cedidas: Paulo
Cezar Magalhées.



2.5. Carrapato Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus microplus € um ixodideo responsavel por grandes
perdas econdmicas para a pecudria de regides tropicais e subtropicais e transmite
hematozoarios, principalmente dos géneros Anaplasma e Babesia. Este carrapato é um
ectoparasito hematofago originario da Asia, cujo principal hospedeiro é o bovino. Sua
incidéncia é maior em grandes rebanhos da América, Africa, Asia e Australia, sendo
considerado o carrapato de maior impacto em perda econdmica nos rebanhos da
Ameérica do Sul (BARROS-BATESTTI et al., 2006). Desde de 2002, R. microplus se
tornou a nomenclatura para o carrapato Boophilus microplus de acordo com estudos
taxonémicos (BARKEL & MURRELL, 2003).

A presenca de uma projecdo caudal no macho e espinhos na coxa | bem
desenvolvido nas fémeas sdo caracteristicas diferencias presentes em R. microplus.
Possuem capitulo curto, palpos ligeiramente mais curtos que o hipostomio. Pode
apresentar denticdo 5/5 ou 4/5, auséncia de festdes, placas espiraculares ovais em ambos
0S sexos, no macho quatro placas adenais bem desenvolvidas (BARROS-BATESTTI et
al., 2006).

2.6.  Cultivo de células de carrapato

Culturas preparadas diretamente de tecidos de um organismo sdo chamadas de
culturas primarias. Na maioria dos casos células em culturas primarias podem ser
retiradas da placa de cultura e usadas para formar um namero razoavel de culturas
secundarias, elas podem ser repetidamente subcultivadas por semanas e meses. Tais
celulas se proliferardo em linhagem de celulas (ALBERTS et al., 2002). Linhagens
continuas de células ja foram estabelecidas a partir de varias espécies de carrapatos
ixodideos e argasideos e representam uma importante ferramenta para o isolamento e
propagacao de patdgenos (PASSOS et al., 2012).

O primeiro estabelecimento de cultura de células embrionérias foi do carrapato
Hyaloma asiaticum, realizado por Shatkin et al. (1977). No ano seguinte Pudney et al.
(1973) estabeleceram o segundo cultivo com ovos de Rhipicephalus microplus. Foram
observados por esses autores as formas celulares fibroblastoides e epiteliodes apds
semanas de cultivos.

A maioria das células de carrapato em cultivo cresce rapidamente em trés
dimensGes, geralmente ndo se aderem fortemente, podem sobreviver por longos anos
com mudangas regulares do meio de cultivo e com realizacdo de subculturas (BELL-
SAKYI et al., 2007). O meio mais utilizado para cultivo in vitro de células de diversas
espécies de ixodideos é 0 Leibovitz’s L-15 suplementado com soro fetal bovino e caldo
de triptose fosfato. Em 1985, o meio L-15 foi modificado pela adicdo de minerais,
vitaminas, aminodcidos, acido 2-cetoglutarico e glicose formando o Leibovitz’s L-15B
(MUNDERLOH et. al., 1994). Com o aperfeicoamento das técnicas de cultivo de
células de carrapato, foi estabelecida a primeira linhagem através de tecidos de
carrapato Rhipicephalus appendiculatus (VARMA et al., 1975).

A maioria das linhagens celulares de carrapatos existentes foi estabelecida de células
embrionarias, usando metodologias simples e sem selecionar tipos celulares especificos.
O cultivo celular de carrapatos é uma importante ferramenta para estudar a interagdo
entre células desses artropodes e patdgenos transmitidos por eles, pois podera ajudar a
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definir a natureza complexa da relagdo hospedeiro-vetor-patégeno (BELL-SAKYI et al.,
2007). A elucidacdo da importancia de mecanismos de propagacao de patdgenos serve

de base para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e medidas eficazes de
prevencao.



CAPITULO |

ESTUDO MORFOLOGICO, BIOLOGICO E CARACTERIZACAO
MOLECULAR DE Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. (PROTOZOA:
KINETOPLASTIDA) ORIUNDO DE Rhipicephalus microplus
(ACARI: IXODIDAE)



RESUMO

Parasitos do género Trypanosoma sdo microrganismos unicelulares e flagelados que
pertencem a familia Trypanosomatidae. O presente estudo descreve pela primeira vez o
encontro de um isolado do género Trypanosoma infectando naturalmente Rhipicephalus
microplus caracterizada através de analises moleculares, morfométricas e biologicas. A
cultura de Trypanosoma foi obtida através do isolamento, em linhagem celular de IDES,
a partir da hemolinfa de carrapatos da espécie R. microplus naturalmente infectados. A
cultura foi mantida meio de cultivo L15B, incubada em estufa bacterioldgica a 30°C. O
isolado denominado de Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. cepa P1RJ teve um bom
rendimento de propagacdo em meio L15B nas temperaturas de 30°C, 32°C e 34°C. A
cultura permaneceu estavel com mais de 14 passagens de propagacdo em cultura
axénica com meio L15B a temperatura de 30°C. A criopreservacdo da cultura do isolado
apresentou viabilidade ap6s descongelamento pelo armazenamento em nitrogénio
liquido. Foi realizada a curva de crescimento e analise das formas evolutivas do isolado
em meio axénico e nas linhagens celulares IDE8 e DH82. A analise das sequéncias
nucleotidicas obtidas com alvos dirigidos para a regido 18S rDNA e 24So rDNA
comprovaram a autenticidade dessa nova espécie. As sequencias nucleotidicas descritas
foram depositadas no Genbank. A microscopia eletronica de varredura e anélise
morfométrica revelaram ampla diversidade morfolégica da espécie descrita. A
citometria de fluxo associada a microscopia de fluorescéncia comprovou a
internalizacdo do isolado de Tripanosomatideo isolado em células das linhagens IDE8 e
DH82 mesmo com a inibicdo da fagocitose celular. Aspectos relacionados a
patogenicidade, envolvimento com hospedeiros vertebrados, epidemiologia, ciclo
evolutivo e mecanismos de transmissdo ainda sdo desconhecidos. Portanto, serdo
necessarios mais estudos para o conhecimento de aspectos do ciclo bioldgico de
Trypanosoma rhipicephalis sp. nov.

Palavras chaves: Trypanosoma rhipicephalis sp. nov., carrapato, propagacéo in vitro.



ABSTRACT

Parasites of the genus Trypanosoma are unicellular and flagellated microorganisms
from the Trypanosomatidae family. This study describes for the first time the encounter
of an isolate of the Trypanosoma genus naturally infecting Rhipicephalus. microplus
characterized through molecular, morphological and biological analyzes. Trypanosoma
cultures were obtained by isolation in IDE8 cell lines from a hemolymph of the R.
microplus species ticks infected and maintained naturally in L15B culture environment,
incubated at 30°C. The isolate from Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. strain P1RJ
had a good yield spread in an L15B environment at temperatures of 30°C, 32°Cand
34°C. The culture remained stable over 14 spread passages in axenic culture in L15B
environment at a temperature of 30°C. Cryopreservation of the isolated culture
presented viability after thawing due to liquid nitrogen storage. The growth curve and
analysis of the evolutionary forms of the isolates in the axenic environment and the cell
lines IDE8 and DH82 were performed. The analysis of the nucleotide sequences
obtained with targets directed to the 18S rDNA and 24Sa rDNA region confirmed the
authenticity of this new species. The described nucleotide sequences were deposited to
Genbank. Scanning electron microscopy and morphometric analysis revealed a wide
morphological diversity of the two described species. Flow cytometry associated with
fluorescence microscopy confirmed the internalization of both Trypanosomatid isolates
in cells from the IDE8 and DH82 lines even with the inhibition of cellular phagocytosis.
Pathogenicity-related aspects, involvement in vertebrate hosts, epidemiology,
evolutionary cycle and transmission mechanisms are still unknown. Therefore, more
studies will be necessary for the knowledge of life cycle aspects of T. rhipicephalis.

Keywords: Trypanosoma rhipicephalis sp. nov., tick, in vitro propagation.
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1 INTRODUCAO

Parasitos do género Trypanosoma sdo microrganismos unicelulares e flagelados
que pertencem a familia Trypanosomatidae. Dentre as diferentes espécies existentes na
natureza, Trypanosoma cruzi € sem ddvida a que apresenta maior importancia em saude
publica, sendo o agente etiolégico da doenca de Chagas, zoonose transmitida por
triatomineos no continente americano (PEREIRA & NAVARRO, 2013). Trypanosoma
rangeli é outra espécie que circula entre os animais e seres humanos, sendo também
transmitida por triatomineos (SILVA et al., 2004). No Brasil, existe ainda espécies
transmitidas mecanicamente pela picada de moscas hematofagas aos animais, como é o
caso de Trypanosoma vivax para os bovinos (OSORIO et al., 2008) e Trypanosoma
evansi para 0s equinos, camelos, bovinos, bubalinos, suinos, caninos, elefantes e outras
espécies animais em areas tropicais e subtropicais do globo terrestre, causando doencas
que levam a perdas econdmicas, inclusive causando a morte dos animais (HERRERA et
al., 2004).

Embora a maioria das espécies de Trypanosoma seja transmitida por insetos
hematdfagos, os carrapatos parecem ser também provaveis vetores de algumas espécies
desse género (MORZARIA et al.,, 1986; THEKISOE et al., 2007). No Brasil, ¢
frequentemente encontrado parasitondo hemolinfa de Rhipicephalus microplus um
tripanosomatideo com as caracteristicas morfologicas semelhantes a Trypanosoma
theileri, uma espécie descrita como ndo patogénica aos bovinos e que usualmente é
transmitida por tabanideos (MARTINS et al., 2008).

O presente estudo descreve pela primeira vez o encontro de um isolado do
género Trypanosoma infectando naturalmente R. microplus caracterizada através de
analises moleculares, morfométricas, citometria de fluxo, analise das formas evolutivas,
curva de crescimento, em condicdes axénicas e celulares, microscopia de fluorescéncia
e microscopia eletronica de varredura.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1.  Local de execucdo das analises laboratoriais

O isolamento e a manutengdo em cultivo de Trypanosoma sp. foram realizados
no Laboratério de Doencas Parasitarias (LDP), localizado no Anexo | do Instituto de
Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropédica, RJ. As analises
morfolégicas e moleculares da espécie foram desenvolvidas em parceria com o
Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ. A microscopia de fluorescéncia foi realizada no
Laboratorio de Microbiologia Celular, Pavilhdo Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ. A citometria de fluxo foi realizada na
Plataforma de Citometria de Fluxo — Analise Multiparamétrica, Pavilhdo Cardoso Fonte
da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. A microscopia eletronica de varredura foi
realizada no Laboratdrio de Biologia Celular e na Plataforma de Microscopia Eletronica
Rudolf Barth, no Pavilhdo Carlos Chagas da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

2.2.  Procedéncia das linhagens de células utilizadas no estudo

A linhagem de célula embrionaria do carrapato Ixodes scapularis IDES8
(MUNDERLOH et al., 1994) utilizada no presente estudo foi procedente do “The
Roslin Institute and Royal (Dick) School of Veterinary Studies, BIOBANK” -
http://tickcells.roslin.ac.uk/. Esta linhagem foi oficialmente introduzida no Brasil por
doagéo pela Dra. Lesley Bell Sakyi.

A segunda linhagem utilizada no estudo foi a linhagem de macréfago DH82
obtida de um caso de histiocitoma foi procedente do Laboratorio de Doenca Parasitarias
da UFRRRJ.

2.3. Manutencdo e cultivo da linhagem de células IDES8

As células foram mantidas em situacdo de rotina no LDP com meio Leibovitz’s
L-15B (Sigma®), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Life
Technologies®), 10% de caldo de triptose fosfatada (Sigma®), 0,1% de lipoproteina
bovina concentrada (MP Biomedicals®), 1% de L-Glutamina (200 mM) (Sigma®) e
1% da solucdo de antibioticos penicilina (10.000 Ul) e estreptomicina (10mg/mL)
(Sigma®). O pH do meio foi ajustado para 6,6 - 6,8 e posteriormente esterilizado em
filtro de nitrocelulose com porosidade de 0,22 pum.

A linhagem foi mantida em frascos de cultura de 25cm? em estufa bacteriol6gica
a 30°C. As culturas foram monitoradas com auxilio de um microscépio de contraste de
fase invertido. Os repiques foram feitos apds a formacgdo de monocamada confluente de
células (Figura 3) na superficie do frasco de cultura. As renovacfes do meio de cultura
foram realizadas semanalmente com a substituicdo de aproximadamente 2/3 do meio.
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Figura 3. Monocamada de células da linhagem IDES8, microscopia de contraste de fase
invertida, objetiva de 40X.

2.4.  Origem dos carrapatos Rhipicephalus microplus

Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram obtidas de infestacdo natural em
bovinos oriundos da bovinocultura, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), municipio de Seropédica, RJ.

2.5. Esterilizacdo dos carrapatos

Dentro do fluxo, o pool de carrapatos vivos foi transferido para um Becker
pequeno e em seguida submersos por alcool 70% por um minuto. Apds a remogdo do
alcool 70% com auxilio de uma pipeta Pasteur os carrapatos foram submersos em
solucdo de hipoclorito de sodio diluido em &gua ultrapura estéril (1:50) por 30
segundos. Em seguida, nova submersdo em alcool 70% por 1 minuto. Na etapa seguinte
foi adicionar detergente (Rioex®) até cobrir os carrapatos por 30 segundos. Apods a
retirada do detergente os carrapatos foram deixados submersos em alcool 70% durante
um minuto. Foi adicionada solugdo de A&gua ultrapura estéril com penicilina
estreptomicina e anfotericina B ao pool de carrapatos e deixados submersos por um
minuto. Em seguida, os carrapatos foram secos em gaze estéril e transferidos com
auxilio de pinca estéril para placa de Petri estéril sendo acondicionados até o uso para o
isolamento do Trypanosoma.

2.6.  Isolamento de Trypanosoma

Os carrapatos coletados foram mantidos em estufa incubadora tipo BOD
(demanda bioquimica oxigénio) no laboratério até o procedimento de isolamento dos
parasitos. A hemolinfa foi obtida através da sec¢do do primeiro par de patas do
carrapato Rhipicephalus microplus, em sua porcdo distal (Figura 4). Foi possivel
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observar o parasito no esfregaco a partir do 12° dia ap6s inicio da postura. A presencga
do protozoario foi detectada em esfregacos de uma gota de hemolinfa corados em
Giemsa a 10% (Figura 5). O esfregaco foi feito em 24 carrapatos, sendo positivos
apenas 3 teledginas, que posteriormente foram submetidas a esterilizacdo em capela de
fluxo laminar, dos carrapatos positivos e posterior inoculagcdo de hemolinfa em meio de
cultivo. Utilizou-se pipeta Pasteur contendo 0,5 mL de meio L15B para obter a
hemolinfa e homogeneizagdo com o meio de cultura e transferidos para um frasco de
cultivo celular de 25 cm? contendo uma monocamada homogénea da linhagem celular
IDE8 (MUNDERLOH et al., 1994). Em seguida foi adicionado 5 mL de meio de cultura
e mantidos em estufa a 30°C. O crescimento do microrganismo em cultura in vitro foi
detectado com auxilio de esfregagos corados pelo método de Giemsa no 7° dia pos
cultivo. A cultura foi acompanhada semanalmente com auxilio de exames citolégicos. A
troca de meio de cultura e repiques foram realizados semanalmente.

Figura 4. Foto ilustrativa da sec¢do da pata anterior de um carrapato Rhipicephalus
microplus para extracdo da hemolinfa.
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Extragdo de hemolinfa

4

Esfregaco de hemolinfa corado por Giemsa 10%

4

Esterilizagdo dos carrapatos positivos

4

Homogeneizacao de hemolinfa em meio L15B

4

Inoculacdo em linhagem IDES8

4

Adicionado 5 mL de meio L15B

4

Incubados em estufa & 30°C

Figura 5. Fluxograma dos procedimentos para isolamento do Tripanosomatideo
oriundo de R. microplus.

2.7.  Purificacdo do isolado de Trypanosoma sp.

Para a obtencdo de cultura axénica o isolado foi ressuspenso por rinsagem para
deslocamento do frasco e separacdo das células e transferida para um Falcon estéril de
15 mL para a centrifugagdo a 1500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo Falcon estéril de 15 mL e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. Em
seguida o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 8 mL de PBS
(phosphate buffered saline). Apds uma nova centrifugacdo a 4000 rpm durante 10
minutos o pellet formado por Trypanosoma foi ressuspenso em 5 mL de meio de cultivo
L15B e transferido para frasco de cultivo de 25 cm? e incubado a 30 °C em estufa.

2.8.  Criopreservacao do isolado
Ap0s a estabilizacdo do cultivo os isolados foram congelados em DMSO a 10%

como criopreservante. Para o congelamento, o isolado foi ressuspenso e transferido para

15



uma Falcon estéril de 15 mL e centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos. Em seguida,
0 sobrenadante foi removido e o pellet ressuspenso em 2 mL de meio de cultura L15B.
Foi acrescentado gota a gota 2 mL da solugédo gelada de 1,6 mL de meio de cultura com
400 uL de DMSO filtrado, homogeneizado lentamente, para a obtencdo de um
congelamento lento. A solucéo foi transferida para 4 criotubos com 1 mL em cada. Os
criotubos foram identificados e colocados em Nalgene™ Cryo 1 °C Freeezing
container, com isopropanol 100% no fundo e levado ao freezer — 80° C por no minimo
90 minutos, para que alcance a temperatura de — 80 °C na pror¢do de -1 °C/minuto.
Posteriormente os criotubos foram transferidos para o nitrogénio liquido (-196 ©).

2.9. Descongelamento dos isolados

Os criotubos contento os isolados criopreservados em DMSO a 10% foram
retirados do nitrogénio liquido e descongelados em banho maria a 32°C. Em fluxo
laminar foram inoculados em frasco de cultivo de 25 cm? com meio L15B e incubados a
30°C.

2.10. Manutenc¢do e monitoramento dos cultivos de Trypanosoma

As culturas de Trypanosoma foram mantidas em linhagens celulares de IDES e
culturas axénicas em frascos de cultura de 25 c¢cm? com meio de cultivo L15B e
incubadas em estufas bacterioldgicas a 30°C.

As culturas foram monitoradas com auxilio de um microscopio de contraste de
fase invertido e exames citoldgicos por esfregaco de gota do sobrenadante da cultura
coradas pelo método de Giemsa 10%. Os repiques foram feitos apos a formacdo de
monocamada confluente de células na superficie do frasco de cultura. Repiques do
cultivo em 1:10 e as renovagdes do meio de cultura foram realizadas semanalmente,
com a substituicdo de aproximadamente 2/3 do meio.

2.11. Propagacdo em diferentes temperaturas e meios de cultivo celular

Foi também testada a propagacdo dos isolados nos seguintes meios de cultura:
MEM, DMEM, M199, BHI, BHI suplementado com agar sangue e Schneider’s insect
Medium. Os isolados foram submetidos as seguintes temperaturas de incubagio: 26°C,
28°C, 30°C, 32°C, 34°C e 37°C.

2.12. Analise do crescimento e das formas evolutivas em cultura axénica

Foi avaliado o perfil de crescimento do isolado a partir de cultura jovem, com 4
dias apds repique e elevado percentual das formas epimastigotas tipicas. Foram
contadas em camara de Neubauer para a determinagdo da concentracdo dos parasitos e
calculo do indculo inicial na concentragcdo de 1 x 10* parasitos/mL e posterior
transferéncia para culturas axénicas em frascos de cultura de 25 cm? com meio de
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cultivo L15B (Figura 6). A curva de crescimento foi realizada a 30°C em triplicata.
Aliquotas de 10 pL eram coletadas em um intervalo de 48 horas até o 30° dia pos
inoculagdo (DPI) para a quantificagdo em triplicata através da média dos quatro
quadrantes das extremidades da camara de Neubauer, multiplicada pelo fator de diluicédo
(1:10) e pelo fator da cAmara e analise da forma evolutiva atraves de esfregago corado
pelo método de Giemsa a 10% e preparados por pools destas triplicatas.

A andlise das formas evolutivas foi realizada através da confecgdo de esfregacos
corados pelo método de Giemsa a 10% de cada dia de avaliacdo da cinética de
acompanhamento com a avaliacdo de 50 a 100 formas evolutivas.

Figura 6. Foto ilustrativa mostrando o in6culo de cultivo axénico para a cinética de
acompanhamento, a partir do dia 0.

2.13. Anéalise morfométrica

A morfometria foi realizada em 40 parasitos de cada forma evolutiva,
selecionadas aleatoriamente, através do software Cell D" no Laboratério de Bioimagem
Multiusuario do CPGCV/UFRRJ. As medi¢des foram realizadas de acordo com Hoare
(1972), avaliando-se o comprimento total do parasito (da extremidade anterior a
posterior), comprimento do flagelo livre, didmetro do nucleo, didametro do cinetoplasto,
a distdncia da extremidade posterior a metade do didmetro do nucleo (posterior -
nucleo), a distancia da extremidade posterior a metade do diametro do cinetoplasto
(posterior - cinetoplasto), distancia da metade do didmetro do nucleo a metade do
diametro do cinetoplasto (nlcleo — cinetoplasto), distancia da metade do diametro do
nicleo a extremidade anterior (nucleo -anterior). Andlise estatistica foi descritiva
realizada através do software GraphPad Prism 5.0.
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2.14. Manutencao e cultivo da linhagem de Células DH82

As células foram mantidas em situacdo de rotina no LDP com meio Eagle
Modificado por Dulbecco DMEM (Sigma®), suplementado com 15% de soro fetal
bovino inativado (Life Technologies®), 1% de L-Glutamina (200 mM) (Sigma®). O pH
do meio foi ajustado para 6,6 - 6,8 e posteriormente esterilizado em filtro de
nitrocelulose com porosidade de 0,22 pum.

As linhagens foram mantidas em frascos de cultura com filtro de 25 cm? em
estufas bacteriologicas a 37°C e suplementadas com CO2 a 5%. As culturas foram
monitoradas com auxilio de um microscépio Nikon Japan Diaphot de contraste de fase
invertido. Os repiques foram feitos a cada quatro dias apds a formacdo de monocamada
confluente de células na superficie do frasco de cultura.

2.15. Analise do perfil de crescimento em cultivo celular

Para a realizacdo desta etapa foram utilizadas culturas de Trypanosoma mantidas
em frascos de cultura de 25 cm?, com meio de cultivo L15B e incubadas em estufas
bacterioldgicas a 30°C. Foi utilizada a linhagem de célula embrionaria IDE8 do
carrapato Ixodes scapularis (MUNDERLOH et al., 1994).

Foram feitas avaliacbes das diferenciacbes das formas evolutivas de
Trypanosoma do sobrenadante de um co-cultivo e a avaliagdo do potencial infeccioso
das diferentes formas evolutivas. Para a avaliagdo do sobrenadante em co-cultivo foram
utilizadas em triplicatas, culturas de células da linhagem IDE8 mantidas em frascos de
cultura de 25 cm? com camada confluente de células. Um indculo na concentragdo de 1
x 10% parasitos/mL de um cultivo axénico foi realizado na linhagem celular e incubado a
30 °C.

Em intervalos de aproximadamente 48 horas em um periodo de 30 dias aliquotas
do sobrenadante das culturas celulares foram quantificadas em triplicata em camara de
Neubauer e avaliada a diferenciacdo das formas evolutivas através de esfregacos
confeccionados a partir de um pool destas triplicatas corados pelo método de Gimesa a
10%, observadas através de microscopia Otica, aumento de 100x com imersdo. Foram
avaliadas as diferentes formas evolutivas epimastigotas menos afiladas e com flagelo
pequeno, epimastigota tipica, tripomastigotas e esferomastigotas. A morfometria foi
realizada do comprimento total do parasito (da extremidade anterior a posterior),
comprimento do flagelo livre das formas epimastigotas, selecionadas aleatoriamente.
Adicionado a medicdo do cinetoplasto dividindo a distancia a partir da extremidade
posterior para 0s nucleos pela distancia a partir do cinetoplasto para os nucleos. As
fotomicrografias foram obtidas através do software Motic Image Pls 2.0.

2.16. Analises moleculares
2.16.1. Extracdo de DNA e reacado em cadeia de polimerase (PCR)

Amostras da cultura foram submetidas a extracdo do DNA usando o kit Qiagen®
Qiamp seguindo as recomendacdes do fabricante. A concentracéo e a pureza do DNA
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foram analisadas através de espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific®).

A caracterizacdo molecular dos isolados foi realizada com a amplificacdo de um
fragmento do gene 18S rDNA (SMITH et al. 2008) através de Nested PCR, utilizando
os primers externos TRY927F (5'-GAAACAAGAAACACGGGAG-3’) e TRY927R
(5'-CTACTGGGCAGCTTGGA-3’) que amplificam um fragmento esperado de
aproximadamente 900 pb. Os primers internos usados foram SSU561F (5'-
TGGGATAACAAAGGAGCA-3’) e SSU561R (5-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-
3’) amplificando um fragmento de aproximadamente 700 pb. A reacdo ocorreu usando a
concentracdo de 1,6 pmol dos primers, 2 mM de dNTP, 1,4U de Taq polimerase
(Invitrogen®), 2 mM de MgCl,, tampéo 1X e 2 pL de DNA extraido, obtendo-se um
volume final de 25 pL.

O outro gene utilizado para a avaliagdo molecular foi o gene 24Sa rDNA
(SOUTO et al. 1999), utilizando os primers D75 (5-GCAGATCTTGGTTGGCGTAG-
3’) e D76 (5>-GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT-3") amplificando um fragmento de
aproximadamente 300 pb. A reacdo ocorreu usando a concentracdo de 10 pmol dos
primers, 2,5 mM de dNTP, 1,4 U de Taq polimerase (Invitrogen®), 3 mM de MgCl,,
tampédo 1x e 1uL de DNA extraido, obtendo-se um volume final de 25 pL.

A ciclagem de PCR foi realizada em termociclador Applied Biosystems®
utilizando o seguinte protocolo para a primeira e segunda reacdo como alvo o gene 18S
rDNA: desnaturacdo inicial a 94°C por dois minutos, seguido por 35 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensao a
72°C por um minuto e 15 segundos e extenséo final a 72°C por cinco minutos. E para o
gene 24Sa rDNA de acordo com o seguinte protocolo: desnaturagéo inicial a 94°C por
trés minutos, seguido por 30 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por um minuto, extensdo a 72°C por um minuto e 30 segundos, e
extensdo final a 72°C por dez minutos.

Eletroforese em gel de agarose a 2% corrida a 90 W por 30 minutos. O gel foi
corado por brometo de etideo e visualizado no transiluminador com luz UV seguido da
foto documentacéo.

2.16.2. Sequenciamento e andlise filogenética dos genes 18S rDNA e 24Sa rDNA

O produto da PCR foi purificado pelo Kit QIAquick® PCR Purification Kit
seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos a purificacdo, o DNA foi sequenciado,
utilizando uma concentracdo de primer a 3,2 pmoles, em plataforma capilar pelo
método de Sanger no equipamento ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Life
Technologies®) e comparado utilizando a ferramenta Nucleotide BLAST.

As anélises filogenéticas com alvo molecular para os genes 18S rDNA e 24Sa
rDNA foram realizadas através do programa Mega 6, utilizando o teste Maximum
Likelihood e 0 modelo de Tamura-Nei e Kimura-2.

2.17. Internalizacdo de Trypanosomas em linhagens celulares IDE8 e DH82

Frascos de cultivo de 25 cm? com cada uma das duas linhagens celulares em
estado de confluéncia foram submetidos a rinsagem para descolamento do frasco e
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separagdo das células. As amostras foram contadas em camara de Neubauer para
determinacdo da concentracdo das células e posterior transferéncia para placas de
cultura. As duas linhagens celulares foram semeadas em duas placas de cultura de 24
pocos a uma concentracgio de aproximadamente 5 x 10° células/mL em meio L15B com
um volume de 500uL da solucéo de células por pogo. As placas com a linhagens IDES8 e
DH82 formam incubadas em estufa bacteriologica a 30 °C e a 37 °C suplementada a 5%
de COgy, respectivamente. Foi preparada uma placa de 24 pogos extra com todas as
linhagens sob a mesma concentragédo para servir de controle ndo infectado.

O isolado foi submetido a um marcador fluorescente de membrana (PKH67
Green- Sigma®), um corante de cor verde que se liga as regides lipidicas da membrana
celular (Figura 7). O protocolo foi utilizado de acordo com as instrucgdes do fabricante.

Para a coloracdo Trypanosoma sp. mantidos em cultivo no meio L15B foram
contadas em camara de Neubauer para determinacdo de suas concentragdes. Em uma
capela de fluxo laminar, transferiu-se 1mL de cada espécie de Trypanosoma a
concentracgdo de aproximadamente 2 x 107 parasitos/mL para tubos estéreis de 1,5 mL
do tipo Eppendorf®, que foram centrifugados por 6000 rpm por 5 minutos. Apos a
centrifugacdo, retirou-se os sobrenadantes e os pellets foram resssuspensos em 1mL de
solug@o salina balanceada de Hanks’ (HBSS - Life Technologies®). Os tubos foram
centrifugados @ mesma rotacdo e pelo mesmo tempo e os sobrenadantes retirados. Em
outro tubo, preparou-se a solucdo de 1 mL de diluente C + 4 uL do corante PKH
(componentes do kit PKH67). Foi adicionado 1mL desta solu¢do a 1mL da solucdo de
Trypanosoma e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, sendo homogeneizado
a cada 1 minuto. Ap6s a incubacdo a solucdo foi transferida para um Falcon e
interrompeu-se a coloracdo com a adicdo de 2 mL de soro fetal bovino inativado (Life
Technologies®) e incubado por um minuto a temperatura ambiente. Novamente o
material foi centrifugado a 6000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi removido e o
pellet ressuspenso em 10 mL de HBSS e centrifugado por 5 minutos. ApGs repetido este
procedimento de lavagem por mais duas vezes o pellet foi ressuspenso em meio L15B.

Figura 7. Trypanosoma sp. corados com o fluor6foro PKH67 verde. Microscopia de
fluorescéncia, aumento de 400x.
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Para inoculacdo de Trypanosoma nas linhagens de células IDE8 E DH82, os
meios de cultivo das células foram retirados dos pogos e as células de um poco controle
de cada linhagem foram ressuspensas em 1 mL de meio de cultivo proprio para
contagem em camara de Neubauer. No momento em que as linhagens estavam sob
concentracio de aproximadamente 3 x 10° células/mL, foram colocados 1mL de meio
proprio para cada linhagem celular.

Foram inoculados 25 pL de solugdo de Trypanosoma marcado com PKH67
verde em cada um dos pocos, totalizando aproximadamente 2 x 107 parasitos/pogo. O
volume final de cada poco foi de 1 mL. As placas com a linhagens IDE8 e DH82 foram
incubadas em estufa bacteriologica a 30°C e a 37°C suplementada a 5% de CO,
respectivamente, ao abrigo da luz.

Apos 2 horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas de inoculagdo nas células,
0s meios de cultivo foram retirados dos pocos por aspiracdo suave e 0s pocos foram
lavados gentilmente duas vezes com HBSS para retirada de Trypanosoma livres (Figura
8). Depois desse procedimento, as células foram ressuspensas gentilmente por rinsagem
com 1 mL de HBSS/poco e colocadas em tubos Eppendorf® de 1,5 mL para
centrifugacdo por 6000 rpm por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi retirado, 0s
pellets foram ressuspensos em 300 pL de solucdo de paraformoldeido de 1%. Os tubos
foram acondicionados sob refrigeracdo a 4°C, ao abrigo da luz. O mesmo procedimento
foi realizado para as amostras de células que serviram de controle ndo infectado.

O aparelho utilizado para a leitura da citometria de fluxo foi o FACSCalibur -
Becton & Dickinson®, no canal FL1-H, com leitura de 10.000 eventos, na Plataforma
de Citometria de Fluxo — Andlise Multiparamétrica, Pavilhdo Cardoso Fonte da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. E a anélise dos resultados foi feita no software
Cellquest. O indice de associacdo foi expresso como o percental de células
fluorescentes.

2.18. Avaliagao de fagocitose de Trypanosoma em linhagens celulares IDES8 e
DH82

Foram usadas 2 x 10’ parasitos/mL de uma cultura axénica com predominancia
de formas epimastigotas tipicas para indculo inicial em duas placas de cultivo 24 pocos,
com as linhagens celulares IDE8 e DH82 mantidas em meio L15 B e incubadas a 30°C
e em meio DMEM incubadas 37°C suplementada a 5% de CO, respectivamente, ao
abrigo da luz.

Apos a solubilizacdo da citocalasina D de 100 pg/mL em etanol, 0os pogos
receberam a solugéo de citocalasina D na diluicdo de 1 pg/mL em meio de cultivo e
foram incubados por 1 hora. Em seguida, os pogos foram lavados com HBSS e
inoculados os Tripanosomas corados por PKH67 em meio de cultivo. Apés a inoculagao
de Tripanosomas a avaliacdo foi feita apds 4 horas de incubacdo. As formas que nédo
aderiram a monocamada celular foram removidas apos duas lavagens com HBSS. As
células foram ressuspensas gentilmente por rinsagem com 1mL de HBSS/poco e
colocadas em tubos Eppendorf® de 1,5mL para centrifugacdo por 6000 rpm por 5
minutos. Em seguida o sobrenadante foi retirado, os pellets foram ressuspensos em 300
puL de solucdo de paraformoldeido a 1%. Os tubos foram acondicionados sob
refrigeracdo a 4°C, ao abrigo da luz. Formam analisadas amostras ndo infectadas e
infectadas sem a citocalasina D que serviram de controles.

21



O aparelho utilizado para a leitura da citometria de fluxo foi o FACSCalibur -
Becton & Dickinson®, no canal FL1-H (Figura 9) com leitura de 10.000 eventos, na
Plataforma de Citometria de Fluxo — Analise Multiparamétrica, Pavilhdo Cardoso Fonte
da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. A analise dos resultados foi feita no
software Cellquest. O indice de associacdo foi expresso como o percentual de células
fluorescentes.

Uma das maiores preocupac6es nos ensaios de fagocitose foi distinguir parasitos
realmente internalizados daqueles apenas ligados as células. Para isto, utilizou-se a
microscopia de florescéncia para diferenciar a fixagdo da internalizacao.

2.19. Microscopia de fluorescéncia

Para visualizacdo por microscopia de fluorescéncia, as linhagens de ceélulas
IDE8 e DH82 foram semeadas em placas de cultivo de 24 pocos (Figura 8) contendo
laminulas de vidro estéreis e Trypanosoma foram marcados com o fluoréforo PKH67
verde (Sigma®). Utilizou-se o0 mesmo protocolo da citometria para marcacéo e para a
inoculacdo destes nas linhagens de células. Apos 2 horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas e
72 horas de inoculacdo nas células, os meios de cultivo foram retirados dos pogos por
aspiracdo suave e os pocos foram lavados gentilmente duas vezes com HBSS para
retirada de Trypanosoma livres.

Depois desse procedimento, adicionou-se um volume de 500 uL. de uma solucéo

de paraformoldeido a 4% em cada poco para fixacdo do material durante 30 minutos.
Decorrido este tempo, a solucdo de paraformoldeido foi retirada e os pocos foram
lavados gentilmente com HBSS. Foi utilizado o corante DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) para marcacdo do DNA nuclear das células numa concentracdo de 1:1000,
onde foram adicionados 500 uL dessa solu¢do em cada pogo e incubados por cinco
minutos em temperatura ambiente. A solucdo foi retirada e os pocgos lavados
gentilmente com HBSS. As laminulas foram mantidas dentro dos pogos em 500uL de
HBSS e as placas foram acondicionadas sob refrigeracdo a 4°C ao abrigo da luz.
Para a leitura, as laminulas foram retiradas dos pogos e sobrepostas com uma gota de
Mountant Permafluor (Thermo scientific®) em laminas de vidro para visualizacdo no
microscopio de fluorescéncia Axio Observer.Z1 (Zeiss®), no Laboratério de
Microbiologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz - RJ.
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Figura 8. Delineamento experimental das placas de cultivo dos ensaios de
internalizacdo, fagocitose e microscopia de fluorescéncia. CT= citocalasina D
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Figura 9. Aparelho de citometria FACSCalibur - Becton & Dickinson®, Plataforma de
Citometria de Fluxo — Andlise Multiparamétrica, Pavilhdo Cardoso Fonte da Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

2.20. Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada a partir de um cultivo
axénico de quatro dias apds o repique e na concentracdo de 2x10’ células/mL. Apds
lavagem em PBS, os parasitos foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2) por 40 min a 25°C. A pds-fixacdo foi realizada em
solucdo tetréxido de 6smio a 1% contendo 0,8% ferricianeto de potassio e 2,5 mM de
cloreto de célcio por 20 min a 25°C, seguida pela etapa de desidratacdo em série
crescente de acetona (50%, 70%, 90%, 100% e 100%). Para microscopia eletrdnica de
varredura, apés as etapas de fixacdo, pds-fixacdo e desidratacdo descritas acima, 0s
parasitos foram aderidos em laminulas recobertas com poli-L-lisina, secos em ponto
critico com CO2, metalizados com ouro (20 nm) e examinada no microscépio eletrénico
de varredura Jeol JSM6390LV (Figura 10) na Plataforma de Microscopia Eletrdnica
Rudolf Barth, no Pavilhdo Carlos Chagas da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
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Figura 10. Microscdpio eletrénico de varredura Jeol JSM6390LV na Plataforma de
Microscopia Eletronica Rudolf Barth, no Pavilhdo Carlos Chagas da Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro.
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3 RESULTADOS

3.1. Isolamento

Dentre as 24 teledginas de R. microplus avaliadas foi possivel observar formas
epimastigotas de Trypanosoma na hemolinfa de trés espécimes (Figura 11). Apds o
indculo em monocamada de cultura de célula IDE8 o aparecimento das formas tipicas
de Trypanosoma se deu a partir do 7° DPI.

Figura 11. Fotomicrografias de esfregacos de hemolinfa. Visualizagdo de formas
epimatigotas do Tripanosomatideo e hemacitos de Rhipicephalus microplus corado por
Giemsa, objetiva de 100X.

As culturas permaneceram estaveis com mais de 14 passagens de propagacdo em
cultura axénica com meio L15B a temperatura de 30 °C. A criopreservacao do isolado
apresentou viabilidade ap6s descongelamento pelo armazenamento em nitrogénio
liquido.

3.2.  Incubacgéo em diferentes temperaturas e meios de cultivo

N&o foi possivel a propagacdo do isolado nos seguintes meios de cultura: MEM,
DMEM, M199, BHI, BHI suplementado com agar sangue, Schneider’s insect Medium.
Parasitos letargicos foram observados a partir do segundo dia de cultivo e 100% de
formas degeneradas foram visualizadas a partir do quarto DPI.

O isolado nédo apresentou viabilidade de propagagdo em cultivo axénico quando
submetidos as temperaturas de 26°C, 28°C e 37°C. Parasitos letargicos a partir do
segundo dia de cultivo e 100% de formas degeneradas foram visualizadas a partir do
quarto DPI. J& a incubacéo a 30°C, 32°C e 34°C demonstrou viabilidade de propagacgéo
com formas evolutivas apresentando boa motilidade e crescimento.
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3.3. Anélise morfométrica do Tripanosomatideo isolado de Rhipicephalus
microplus

Foram observadas variacbes morfométricas entre as diferentes formas
evolutivas. As medidas biométricas das formas evolutivas epimastigotas foram
apresentadas na Tabela 1 e das formas tripomastigotas foram descritas na Tabela 2. As
formas epimastigotas apresentaram maior media de comprimento do corpo (32,44 um) e
a formas esferomastigotas, a menor média de comprimento total do corpo (16,13 um).
O comprimento do flagelo nas formas tripomastigota (5,72 pm) apresentou o valor
médio menor quando comparada com a forma esferomastigota 11,66 pum (Tabela 3) e
epimastigota (6,90 pum). O comprimento do flagelo na forma tripomastigota de
Trypanosoma sp. apresentou menor valor médio (5,72 pum) comparado os valores de
referéncia de diferentes espécies de Trypanosoma descritos na Tabela 4.
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Tabela 1. Medidas biométricas (um) das formas epimastigotas do Tripanosomatideo isolado de Rhipicephalus microplus.

Comprimento Posterior - Cinetoplasto — Nucleo - Flagelo Posterior - . .
. ; i . . Nucleo Cinetoplasto
Total cinetoplasto nucleo anterior livre nucleo
Média 32,44 13,29 1,74 13,34 6,90 11,90 1,90 1,21
Valor méaximo 43,68 18,17 11,12 23,39 12,50 16,59 2,99 2,19
Valor minimo 21,21 4,83 0,62 8,38 2,23 4,71 0,93 0,50
Desvio padréo 4,13 2,57 1,60 2,97 2,67 2,17 0,43 0,36

Tabela 2. Medidas biométricas (um) das formas tripomastigotas do Tripanosomatideo isolado de Rhipicephalus microplus.

Comprimento Posterior - Cinetoplasto — Nucleo - Flagelo Posterior - . .
. . . . . Nucleo Cinetoplasto
Total cinetoplasto ndcleo anterior livre ndcleo

Média 29,34 11,06 2,02 11,80 5,72 11,62 1,81 1,02

Valor 45,89 23,90 527 20,32 12,08 23,14 2,45 1,70
maximo

Valor 10,87 3,72 0,93 6,21 174 3,02 0,99 0,37
minimo

Desvio 5,37 3.04 177 2,07 247 3,55 0,35 2.29
padrdo
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Tabela 3. Medidas biométricas (um) das formas esferomastigotas do Tripanosomatideo isolado de Rhipicephalus microplus.

Comprimento

Posterior -

Cinetoplasto —

Ncleo -

Posterior-

Total cinetoplasto ndcleo anterior Flagelo livre nacleo Ncleo Cinetoplasto
Média 16,13 2,39 1,71 2,81 11,66 2,16 2,07 1,06
Valor maximo 28,67 5,67 2,83 8,12 24,25 4,48 4,30 1,82
Valor minimo 6,99 0,65 0,56 1,57 3,57 0,86 0,93 0,54
Desvio padréo 0,50 1,22 0,60 1,33 5,25 0,97 0,77 0,31
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Tabela 4: Dados morfométricos (um) das formas evolutivas tripomastigotas de diferentes Trypanosoma.

CT PC CN NA FL PN PN/NA N Referéncia
Trypanosoma vivax 18.73+£3.80 1.02+1.16 6.10+1.29  5.40+1.63 6.15+2.38 7.18+1.18  1.50+0.52 ND Ramirez et al. (1997)
Trypanosoma evansi 27.94+2.63 1.46+0.67 7.66+£0.76  7.30£1.12  11.28+1.68 9.50+1.02 1.32+0.18  2.55+0.46 Elshafie et al. (2013)
Trypanosoma theileri 62.5+5.7 ND ND ND 20.8+4.7 ND ND ND Wink (1979)

Trypanosoma caninum (;;’50_1562% ND ND ND ND ND ND ND Madeira et al. (2009)
. 38.4+6.7 ND ND ND .

Trypanosoma rangeli (24.0-48.3) ND ND ND ND Madeira et al. (2009)
. 19.0£2.4 ND ND ND .

Trypanosoma cruzi (14.4-22.2) ND ND ND ND Madeira et al. (2009)

CT: Comprimento total, PC: Posterior - cinetoplasto, CN: Cinetoplasto—nucleo, NA: Nucleo-anterior, PN: Posterior-nucleo, FL: Flagelo livre,
(PN/NA) indice nuclear, N: Nucleo. Média # Desvio Padrao (valor minimo — valor maximo).
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3.4. Analise molecular de Tripanosomatideo isolado de Rhipicephalus microplus

A partir da PCR para os genes 18S rDNA (Figura 12) e 24So. rDNA (Figura 13),
obteve-se um fragmento de aproximadamente 658 pb e 262 pb, respectivamente. Apos 0
sequenciamento, as sequencias obtidas a partir dos genes acima foram analisadas a fim
de determinar a similaridade com outras espécies no Nucleotide Blast GenBank. A
sequéncia parcial do gene 18S rDNA apresentou similaridade de 92% com
Trypanosoma KG1 (nimero de acesso AB281091) analisando 100% da query sequece.
Apresentou também 99% de similaridade (com e-value 1e-111) que alinhou com 48%
da sequéncia (query coverage 48%) de Trypanosoma ralphi (nimero de acesso
KP768296), Trypanosoma sp. Cepa 1100 (nimero de acesso EU596260) e
Trypanosoma grayi (nimero de acesso AJ005278).

Figura 12. Gel de agarose a 2% apresentando amplificacdo de produtos gerados por
Nested-PCR para o gene 18S rDNA. Na primeira reacdo o tamanho do fragmento
amplificado foi de 900 pb (1, 2) para os isolados de Trypanosoma (presente estudo) e
Trypanosoma sp. (3). Na segunda reacdo o tamanho do fragmento amplificado foi de
700 pb (10,11) para os isolados de Trypanosoma (presente estudo) e Trypanosoma sp.
(9). Controle negativo (4, 8). Controle positivo: leishmania sp. (5), Trypanosoma
caninum (6, 7). Marcador de 100 pb (M).

Para o gene 24S rDNA houve similaridade de (query coverage 62%) 96% com
Trypanosoma rangeli cepa BL711 (nimero de acesso JN016743), 96% (query coverage
65%) com o isolado de Trypanosoma grosi AKHA (numero de acesso AB175624) e
94% (query coverage 65%) com o isolado de Trypanosoma pestanai (nimero de acesso
KR527480).
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Figura 13. Gel de agarose a 2% apresentando amplificacdo de produtos gerados por
PCR para o gene 24So. rDNA. Fragmentos de 270 pb amplificados (1) para os isolados
de Trypanosoma sp. (presente estudo) e Trypanosoma sp. (2). Controle negativo (5).
Controle positivo (3,4). Marcador de 100 pb.

Sequéncias do GenBank foram alinhadas com o software Mega e construido uma
arvore filogenética. A andlise molecular revelou clara separacdo da espécie de
Trypanosoma estudada das outras espécies do género Trypanosoma, independente do
alvo molecular utilizado, com valores de Bootstrap de 98 e 97 para arvores construidas
com sequencias dos alvos 18S rDNA e 24Sa rDNA respectivamente (Figuras 14 e 15).
As sequéncias nucleotidicas descritas foram depositadas no GenBank sob numero de
acesso KX711901 e KY292287 e a espécie foi denominada de Trypanosoma
rhipicephalis sp. nov. cepa P1RJ.
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— KX711901 Trypanosoma rhipicephalis isolate P1RJ

- - | KF805480 Trypanosoma caninum isolate MT1671
100! Gb|KF805475 Trypanosoma caninum isolate RJ310
85 AB281091 Trypanosoma sp. KG1
100 GU966589 Trypanosoma sp. LM-2010a isolate Lanie
85 AJ620558 Trypanosoma sp. wombat AAP gene isolate AAP
69 ——— AJ009159 Trypanosoma pestanai isolate LEM 110

- AJ009164 Trypanosoma theileri isolate K127

31 08 r AJ131958 Trypanosoma cyclops

100 L AJ620564.1| Trypanosoma sp. wallaby ABF isolate ABF
I— AJ009149 Trypanosoma cruzi isolate VINCH 89
100 ' FJ649484 Trypanosoma cruzi marinkellei strain B3

— AJ009168 Trypanosoma sp. 18S rDNA gene isolate H25

78 — AJ009166 Trypanosoma vespertilionis isolate P14

59— AJ009160 Trypanosoma rangeli lisolate RGB (Basel)
|: AJ223566 Trypanosoma lewisi
99 AJ009158 Trypanosoma microti isolate TRL 132

—
0.05

Figura 14. Arvore filogenética de Trypanosoma rhipicephalis baseada na analise das sequéncias de 18S rDNA. Método Estatitico Maximum
Likelihood — Modelo Kimura 2-parameter. Bootstrap: 1000.

32



KY292287 Trypanosoma rhipicephalis isolate P1RJ
97

KR527480 Trypanosoma pestanai isolate 50N

77| |[KF805524 Trypanosoma caninum isolate MT799
KF805526 Trypanosoma caninum isolate MT1561

i 75 GQ303145 Trypanosoma cruzi

JN016743 Trypanosoma rangeli isolate BL711
AB175626 Trypanosoma kuseli
5 AB175624 Trypanosoma grosi isolate: AKHA

AB175625 Trypanosoma otospermophili

U22316 Trypanosoma vivax

U22318 Trypanosoma congolense

0.01

Figura 15. Arvore filogenética de Trypanosoma rhipicephalis baseada na anélise das sequéncias de 24S rDNA. Método Neighbor-Joining e
Tamura-N.
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3.5. Curva de crescimento e analise das formas evolutivas em cultivo axénico de
Trypanosoma rhipicephalis

A curva de crescimento obtida em cultivo axénico (Figura 16) iniciada com um
indculo (dia 0) de 1 x 10* parasitos/mL com 75% de formas epimastigotas tipicas com
corpo alongado e extremidade posterior bem afilada, 13% de formas tripomastigotas,
7% de formas epimastigotas sem flagelo e de menor comprimento do corpo comparado
com a forma epimastigota classica (Figura 17) e 5% das formas visualizadas foram
esferomastigotas. O isolado apresentou o pico de crescimento até o 20° DPI com uma
meédia predominante de epimastigotas classicas. Foi visualizado um pico das formas

esferomastigotas do 22° até o dia 26° DPI. As Figuras 18 e 19 ilustram as formas
evolutivas de T. rhipicephalis.
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Figura 16. Curva de crescimento em cultivo axénico de Trypanosoma rhipicephalis.
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Figura 17. Perfil das formas evolutivas em cultivo axénico de T. rhipicephalis.
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Figura 18. Fotomicrografia da diversidade morfolégica de Trypanosoma rhipicephalis
isolado do Rhipicephalus microplus em cultivo axénico. Forma epimastigota aflagelar
(A); forma em transicdo para tripomastigota (B, D, F); forma em divisdao (C);
epimastigota (E) e tripomastigota (G, H). Coloragdo Gimesa, 4° dia de cultivo.
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Figura 19. Fotomicrografia das formas evolutivas de Trypanosoma rhipicephalis isolado
do Rhipicephalus microplus. Forma epimastigota aflagelar (A); forma epimastigota (B) e
forma em divisédo (C, D, E, F).
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3.6. Curva de crescimento e analise das formas evolutivas em cultivo celular de
Trypanosoma rhipicephalis

A curva de crescimento obtida em cultivo na linhagem IDE8 foi avaliada até o
32° DPI (Figuras 20) e iniciada com um inoculo (dia 0) de 1 x 10* parasitos/mL com
80% de formas epimastigotas tipicas com corpo alongado e extremidade posterior bem
afilada, 10% de formas tripomastigotas, 10% de formas epimastigotas sem flagelo e de
menor comprimento do corpo comparado com a forma epimastigota classica (Figura
23). O isolado apresentou o pico de crescimento até o 12° DPI com uma média
predominante de epimastigotas classicas. Foi visualizado o predominio em toda a curva
das formas epimastigotas. A partir do 32° DPI foi observado o predominio de formas
degeneradas.
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Figura 20. Curva de crescimento de Trypanosoma rhipicephalis na linhagem celular
IDES.

A curva de crescimento realizada até o 6° DPI obtida em cultivo na linhagem
DH82 (Figura 21) iniciada com um in6culo (dia 0) de 1 x 10* parasitos/mL com 80% de
formas epimastigotas tipicas com corpo alongado e extremidade posterior bem afilada,
10% de formas tripomastigotas, 10% de formas epimastigotas sem flagelo e de menor
comprimento do corpo comparado com a forma epimastigota classica (Figura 24). O
isolado apresentou o pico de crescimento até o 2° DPI. Foi visualizado o predominio em
toda a curva das formas epimastigotas.
A curva de crescimento foi maior na linhagem IDE8 em comparagdo com as
curvas de crescimento na linhagem DH82 e cultivo axénico (Figura 22 e Tabela 5). O
nimero de parasitos x 10*/mL em cada dia de avaliagdo das curvas de crescimento de T.
rhipicephalis nas linhagens IDE8, DH82 e cultivo axénico foram descritos na tabela
abaixo.
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Figura 21. Curva de crescimento de Trypanosoma rhipicephalis na linhagem celular
DH82.
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Figura 22. Curvas de crescimento de Trypanosoma rhipicephalis nas linhagens IDES,
DHB82 e cultivo axénico.
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Figura 23. Perfil de formas evolutivas Trypanosoma rhipicephalis em linhagem
IDES.
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Figura 24. Perfil de formas evolutivas do Trypanosoma rhipicephalis em linhagem
DH82.

Tabela 5. NUmero de parasitos x 10*/mL em cada dia de avaliacio das curvas de
crescimento de Trypanosoma rhipicephalis nas linhagens IDE8, DH82 e cultivo
axénico.

Dias Pos-infeccéo Cultivo axénico IDES DH82
0 1,0 1,0 1,0
2 6,6 5,8 15,0
4 16,6 15,8 4,1
6 103,3 31,6 0
8 120,0 111,7 -
10 376,6 325,0 -
12 443,0 488,3 -
14 666,0 296,6 -
16 670,0 324,1 -
18 833,0 298,3 -
20 1256,0 265,8 -
22 953,0 2225 -
24 620,0 170,0 -
26 730,0 1241 -
28 390,0 85,0 -
30 130,0 27,5 -

3.7. Internalizagdo de Trypanosoma rhipicephalis em células IDE8 E DH82

Através da citometria de fluxo foi quantificada a interacdo de T. rhipicephalis
com as linhagens IDE8 (Figura 25) e DH82 (Figura 26). Na Tabela 6 e Figura 27 estdo
registrados os percentuais de infec¢do nas duas linhagens celular.

Foram visualizados diferentes percentuais de infeccdo nas linhagens de células
IDE8 e DH82 avaliadas em diferentes periodos (horas) pos-infeccdo por T.
rhipicephalis marcado com o fluoroforo PKH67. Sendo o percentual de celulas
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infectadas superior e crescente em todos os tempos de avaliagdo na linhagem de células
IDES8. Foi realizado um controle com células néo infectadas de cada uma das linhagens.
Os percentuais de células infectadas por T. rhipicephalis nas linhagens IDE8 e DH82
foram descritos na Tabela 6. Apds 24 horas de infeccdo foi possivel observar, através da
microscopia de fluorescéncia, em ambas as linhagens celulares diversas células muito
infectadas. J& com 48 horas pds-infeccdo um decréscimo no percentual de infeccdo foi
observado na linhagem DH82. Na linhagem IDES8 todos percentual de infeccdo celular
foi crescente e superior em todos os tempos avaliados. Apds 72 horas do inoculo os
percentuais de infeccdo foram superiores a todos percentuais avaliadas duas linhagens
celulares.
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Figura 25. Citometria de fluxo mostrando a interacdo de Trypanosoma rhipicephalis
com a linhagem IDES.
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Figura 26. Citometria de fluxo mostrando a interagdo de Trypanosoma rhipicephalis
com a linhagem DH82.
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Tabela 6. Percentual de células infectadas por Trypanosoma rhipicephalis nas células
IDE8, DH82 e controle.

Controle 2hPI  6hPlI  24hPI  48hPI 72h PI

IDES infectadas 0.09%  4.96% 11.27% 32.28%  32.99%  38.53%
DH8? infectadas 0.05%  0.85% 6.74%  22.84%  14.09%  26.53%
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Figura 27: Percentual de células infectadas por Trypanosoma rhipicephalis nas células
IDE8 e DH82.

3.8. Mecanismo de invasao celular de Trypanosoma rhipicephalis

Foi quantificada, com auxilio da citometria de fluxo a interacdo de T.
rhipicephalis as linhagens IDE8 (Figura 28) e DH82 (Figura 29) com e sem a inibicéo
da fagocitose através da citocalasina D. Foram visualizados diferentes percentuais de
infeccdo nas linhagens de celulas IDE8 e DH82 avaliadas 4 horas pés-infeccdo por T.
rhipicephalis com e sem 0 uso da citocalasina D (Tabela 7 e Figura 30). Foi detectada
infeccdo celular mesmo com a inibi¢do da fagocitose e a sua internalizagdo visualizada
nas microscopias de fluorescéncia Figuras 31 e 32.
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Figura 28. Citometria de fluxo com e sem o tratamento de citocalasina D na infecgdo de
Trypanosoma rhipicephalis na linhagem IDES.
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Figura 29. Citometria de fluxo com e sem o tratamento de citocalasina D na infecgéo de
Trypanosoma rhipicephalis na linhagem DH82.
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Tabela 7. Percentual de infeccdo por Trypanosoma rhipicephalis corados com o
fluor6foro PKH67 e com o tratamento por citocalasina D nas células IDE8 e DH82.

Controle PKH67 Citocalasina D
IDES 0,06% 2,43% 1,89%
DH82 0,04% 2,41% 3,76%
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Figura 30. Percentual de células infectadas por Trypanosoma rhipicephalis nas células
IDE8 e DH82, com e sem o tratamento de citocalasina D.

3.9. Microscopia de fluorescéncia de Trypanosoma rhipicephalis

Foram observadas em microscopio de fluorescéncia, células infectadas das
linhagens IDE8 e DH82 coradas com DAPI e infectadas por Trypanosoma rhipicephalis
marcado com o fluor6foro PKH67 a partir de duas horas da infec¢do (Figuras 31 e 32).
Células com vério Tripanosomas internalizados foram visualizadas a partir de 24 horas
de infeccdo nas duas linhagens presentes no estudo. Foram observadas células em
sofrimento e perda acentuada da confluéncia das monocamadas a partir de 72 horas pés
infeccdo.
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Figura 31: Linhagem IDES8 corada com DAPI, controle e infectadas em diferentes
periodos (horas) pos-infeccdo por Trypanosoma rhipicephalis marcado com o
fluoréforo PKH67 e observada em microscopio de fluorescéncia, aumento de 400x. A

barra de escala representa 50um. (*continua)
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Figura 31: Linhagem IDE8 corada com DAPI, controle e infectadas em diferentes
periodos (horas) poés-infeccdo por Trypanosoma rhipicephalis marcado com o
fluor6foro PKH67 e observada em microscopio de fluorescéncia, aumento de 400x. A

barra de escala representa S0um.
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Figura 32 Linhagem DH82 coradas com DAPI, controle e infectadas em diferentes
periodos (horas) pos-infeccdo por Trypanosoma rhipicephalis marcado com o
fluor6foro PKH67 e observada em microscopio de fluorescéncia, aumento de 400x. A

barra de escala representa 50um. (*continua)
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Figura 32 Linhagem DH82 coradas com DAPI, controle e infectadas em diferentes
periodos (horas) pos-infeccdo por Trypanosoma rhipicephalis marcado com o
fluor6foro PKH67 e observada em microscopio de fluorescéncia, aumento de 400x. A
barra de escala representa S0um.

3.10. Microscopia eletrénica de varredura de Trypanosoma rhipicephalis

A microscopia eletronica de varredura revelou ampla diversidade morfoldgica.
(Figuras 33 e 34). Foram observadas formas tripomastigotas com membrana ondulante
proeminente, formas epimastigotas de diferentes tamanhos com flagelos emergindo
lateralmente ao corpo. Também foram observadas formas atipicas sem flagelo aparente
e corpo de formato fusiforme com uma das extremidades alongada e a superficie
irregular.
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Figura 33. Microscopia eletronica das formas de Trypanosoma rhipicephalis sp. nov. (P1RJ),
cultura de 6 dias.
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Figura 34. Microscopia eletronica da diversidade morfologica de Trypanosoma
rhipicephalis sp. nov. (P1RJ), cultura de 6 dias.
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4 DISCUSSAO

Este estudo descreve pela primeira vez a infec¢do natural de epimastigotas do
género Trypanosoma em teldginas do carrapato R. microplus coletadas de bovinos no
municipio de Seropédica-RJ com caracterizacdo molecular, morfométrica e bioldgica.
Com o isolamento de Trypanosoma a partir da hemolinfa do carrapato pode se afirmar
que ocorre a multiplicacdo desse organismo no hospedeiro invertebrado, mas nao se
pode dizer que o carrapato é o vetor do agente isolado. No entanto, a ocorréncia de
formas epimastigotas de um tripanosomatideo na hemolinfa dessa espécie de carrapato
ja havia sido relatada também em carrapato R. microplus por Martins et al (2008) e
Ribeiro et al. (1988) na regido central e sudeste do Brasil, respectivamente e por Gaido
et al. (1989) na Argentina. Evidéncias morfoldgicas levaram os autores a suspeitar de T.
theileri, uma espécie descrita como ndo patogénica aos bovinos e que €, usualmente,
transmitida por tabanideos. Assim como no presente estudo, artrépodes que ndo sao dos
géneros Rhodnius e Triatoma podem atuar como vetores, como é observado no ciclo de
vida do Trypanosoma lewisi, transmitido por pulgas das espécies Nosopsyllus fasciatus
e Xenopsylla cheopis (RAYAT & VASISHTA, 2014). Outro exemplo é a espécie
Trypanosoma melophagium que parasita ovinos e caprinos, sendo transmitido por
Melophagus ovinus (NALBANTOGLU & KARAER, 2008). O resultado das analises
desenvolvidas no presente estudo sugere se tratar de uma nova espécie de tripanosoma
gue nomeamos como Trypanosoma rhipicephalis sp. nov.

Em cultivo axénico e celular, apds analise microscopica, o isolado apresentou
caracteristicas morfoldgicas classicas do género Trypanosoma como nucleo,
cinetoplasto, membrana ondulante e flagelo livre, além das diferentes formas evolutivas
epimastigotas, tripomastigotas e esferomastigotas. Em condicdes axénicas e cultivos
celulares ocorreu o predominio das formas epimastigotas. A curva de crescimento que
obteve maior pico de crescimento foi a de condicGes axénicas, talvez por ndo haver
competicdo por meio de cultivo com as células. A curva de crescimento foi maior
linhagem de células IDE8 quando comparada a linhagem DH82, sendo assim as células
IDE8 em meio L15B serviram de substrato para o desenvolvimento dos Trypanosomas.

A avaliacdo de aspectos morfoldgicos e morfométricos em tripanossomatideos
fornecem dados valiosos que auxiliam na identificacdo e descricdo de novas especies
(HOARE, 1972). Trypanosoma rhipicephalis descrito no presente estudo apresenta
grandes dimensdes, como se pode observar no comprimento total da forma
tripomastigota, com média de 29,34um, sendo assim maior que linhagens de T. vivax
(RAMIREZ et al., 1997), T. cruzi (MADEIRA et al., 2009) e T. evansi (ELSHAFIE et
al., 2013), embora menor que T. theileri (WINK, 1979), T. caninum (MADEIRA et al.,
2009) e T. rangeli (MADEIRA et al., 2009).

No presente estudo foi observada considerdvel variacdo no comprimento total
das formas tripomastigotas de T. rhipicephalis, indo de 19,87um até 45,85um. Ampla
variagdo também foi observada em outras medidas, como na distancia entre a
extremidade posterior e 0 cinetoplasto, na distancia entre nicleo e porgdo anterior e da
regido posterior ao nucleo. Observacdes semelhantes foram feitas por Chagas (1909) e
Hoare (1972) ao descreverem formas tripomastigotas de T. cruzi, que também
apresentam variacdo morfométrica no comprimento total (16,3 — 21,8 um segundo
Hoare, 1972). Pleomorfismo em T. rangeli, T. minasense e T. saimirii também foi
observado por Ziccardi & Lourenco-de-Oliveira (1999) em primatas da Amazonia
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brasileira. Fatores como a espécie de hospedeiro e a fase de infec¢do, bem como a cepa
de Trypanosoma envolvida, podem influenciar para a ocorréncia dessa variacdo
(BRENER, 1965; ANDRADE, 1974; URDANETA-MORALES, 1983). Nesse sentido,
estudos de caracterizacdo de espécies de Trypanosoma devem utilizar mais do que
apenas a morfometria como ferramenta de identificacdo especifica, sendo muito
utilizadas atualmente as analises de isoenzimas, moleculares e filogenéticas
(MADEIRA et al., 2009).

A espécie descrita neste artigo apresenta algumas caracteristicas bioldgicas
pouco comuns aos protozoarios do género Trypanosoma. Um aspecto interessante foi o
isolamento feito a partir da linhagem de células de carrapatos IDE8, uma vez que, 0
isolamento de tripanosomatideos, geralmente, é realizado em meio de cultura agar
sangue Difasico NNN (MADEIRA et al. 2009). Além disso, formas evolutivas sem o
flagelo livre visivel em culturas axénicas foram visualizadas. Recentemente, Barros et
al. (2015) descreveu formas epimastigotas aflagelar em T. caninum confirmadas pela
microscopia eletronica. O flagelo é considerado uma estrutura sofisticada nos
tripanosomatideos e problemas na expressdo de proteinas responsaveis pelo
desenvolvimento dessa organela estéo relacionadas ao aparecimento de formas mutantes
sem flagelo (BASTIN et al. 1999). Li et al. (2004), estudaram proteinas do axonema,
comparando parasitos flagelados e n&o-flagelados, foi constatado que nas formas
flageladas essas proteinas estdo presentes e nas formas aflageladas, ausentes. As razdes
deste fendmeno ainda séo desconhecidas, mas tais fatos apontam para a possibilidade de
que o surgimento dessas formas atipicas possa ser resultante de um processo perturbado
durante a diviséo celular desse parasito, que leva a incapacidade de formar e alongar o
flagelo. Considerando que T. rhipicephalis € uma espécie nova, essa informacdo pode
ser Util para esclarecer aspectos do ciclo biologico desse parasito.

Outra caracteristica pouco comum do género Trypanosoma é a inviabilidade de
propagacao como observado em T. rhipicephalis quando submetidos as temperaturas de
incubagdo a 26°C, 28°C e 37°C nos meios de cultura convencionais como MEM,
DMEM, M199, BHI, BHI suplementado com &gar sangue, Schneider’s insect Medium.
As abordagens bioldgicas a partir do cultivo in vitro sdo fundamentais para o
conhecimento de caracteristicas importantes do parasito, como padrées morfoldgicos e
perfis de multiplicacdo. A grande diversidade de meios de cultura pode, por exemplo,
fornecer informagdes nutricionais desses parasitos (SCHUSTER & SULLIVAN, 2002).
O conhecimento da forma de multiplicagdo dos tripanosomatideos é importante quando
estudamos novas espécies. Como exemplo, em algumas espécies do subgénero
Megatrypanum (T. theileri, T. melophagium e T. conorhini) a multiplicagdo é feita
através da forma epimastigota em mamiferos (HOARE, 1972).

Diversos marcadores genéticos tém sido empregados para o estudo molecular de
parasitos do género Trypanosoma. Para as regides conservadas do genoma, genes da
pequena e grande subunidade do DNA ribossomal (18S rDNA e 24Sa rDNA), sdo
frequentemente usados para abordagem diagndstica, principalmente para a identificacéo
de novas espécies (LIMA et al., 2012; SIMO et al., 2013; VILLAREAL et al., 2013) e
estudos filogenéticos de espécies aparentadas (GARCIA et al. 2011).

Na analise filogenética com alvo molecular o gene 18S rDNA, o isolado de T.
rhipicephalis se apresenta dentro de um mesmo clado junto com Trypanosoma caninum
e Trypanosoma KG1. Na analise filogenética, o alvo molecular do gene 24Sa rDNA de
T. rhipicephalis estd em um ramo separado dentro de um mesmo clado, junto a T.
caninum. A andlise das sequéncias nucleotidicas obtidas com alvos dirigidos para a
regido 18S rDNA e 24Sa rDNA comprovaram a autenticidade dessa nova espécie.
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Trypanosoma KG1 foi descrito apos isolamento em Hemaphysalis hystricis
naturalmente infectados no Japdo (THEKISOE et al., 2007). A proximidade filogenética
entre T. rhipicephalis e Trypanosoma KG1 pode estar relacionada ao fato de ser um
Trypanosoma também isolado de carrapato naturalmente infectado. Porém até o
presente momento o carrapato Hyalomma anatolicum anatolicum é a Unica espécie de
ixodideo que apresenta alta capacidade vetorial para T. theileri (LATIF et al. 2004).
Outra espécie com proximidade filogenética ao T. rhipicephalis é a espécie T. caninum
isolada a partir de uma cultura axénica da pele intacta de um cdo doméstico capturado
em diferentes estados do Brasil, incluindo o Rio de Janeiro (MADEIRA et al 2009,
BARROS et al. 2015). Embora ainda se conheca o vetor de T. caninum, existe a
possibilidade de ser transmitido por carrapatos e dessa forma justificar a proximidade
filogenética entre T. rhipicephalis e T. caninum. Outra possibilidade seria o fato de T.
rhipicephalis ndo ser encontrado infectando ou algum indicio de sinal clinico em
animais, existe a possibilidade de que, T. rhipicephalis tenha o0 bovino como hospedeiro
mamifero, uma vez que o carrapato R. microplus infesta, preferencialmente, essa
espécie. Se ha infeccdo em bovinos, acreditamos que o mecanismo de infec¢do ocorra
de forma semelhante a T. caninum em cées, apesar desse fendmeno ainda néo ter sido
descrito uma vez que até o presente momento também nédo foi possivel encontra este
parasito no sangue de canideos infectados (MADEIRA et al. 2009).

Esse fato pode justificar a proximidade filogenética de ambos parasitos, ja que
carrapatos sdo comuns infestando cdes. O vetor de T. caninum ainda é desconhecido,
essas duas espécies de Trypanosomas podem compartilhar do mesmo hospedeiro
invertebrado R. microplus, uma vez que ainda ndo € conhecido o vetor de T. caninum.
Compartilhar do mesmo vetor poderia justificar a proximidade filogenética.

A marcacdo de T. rhipicephalis com o fluor6foro PKH67 verde ndo trouxe
prejuizos a seu metabolismo e permitiu a visualizagcdo por microscopia de fluorescéncia
assim como a quantificagdo da interacdo com as linhagens IDE8 e DH82 utilizando
citometria de fluxo. As linhagens usadas neste estudo foram a linhagem de células de
carrapato IDE8 utilizada no isolamento T. rhipicephalis, e a linhagem DH82, macr6fago
de mamifero, com alta funcdo fagocitica. A Citometria de fluxo permitiu a deteccdo da
fluorescéncia proveniente de Tripanosomas corados associados e internalizados nas
células que com o auxilio da microscopia de fluorescéncia que permitiu a visualizacdo
da localizagdo intracelular e raramente foram visualizados Tripanosomas livres ou
fixados as células sendo comprovada a infeccdo dessas células por T. rhipicephalis. A
infeccdo foi mais satisfatéria na linhagem IDES8. As formas intracelulares observadas
nas duas linhagens estudadas apresentaram morfologia arredondada. Ndo se pode
afirmar que os tripanosomas internalizados sdo capazes de multiplicacéo, porém células
apresentavam alto indice de infeccdo ap6s 48 horas de infecgdo. E apOs 72 horas ja
havia sofrimento celular e culturas menos confluentes.

Em uma das espécies mais estudas, Trypanosoma cruzi, ja se sabe que o
estabelecimento da infeccdo depende de uma série de eventos que iniciam com a
invasdo das células do hospedeiro, como um mecanismo de evasdo da lise, mediada
pelo complemento. Diversas células podem ser alvo de invasao, dentre elas macrofagos,
células epiteliais, neuronais e musculares (CESTARI, 2006). Moléculas de superficie do
parasito, localizadas nas células do hospedeiro, sdo responsaveis pelos processos de
interacdo e invasdo como, mucinas, transialidades, polissacarideos, glicoproteinas e
lipidios ancorados ao fosfatidilinositol na membrana, além de outras proteinas integrais
da membrana do parasito (VILLALTA et al., 2008). A invasdo do T. cruzi nas células
ocorre com a formacdo do vacutolo parasitoforo (na célula hospedeira) e um aumento de
Ca*?, tanto no parasito, quanto na célula hospedeira provocada por moléculas de
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superficie do parasito (CESTARI, 2006). A membrana do vaclolo é derivada de
lisossomos e contém no seu interior, componentes acidos liticos potencialmente
destrutivos para o parasito. Dessa maneira, a evasdo desse compartimento para 0 meio
intracelular torna-se essencial para o crescimento do parasito. A saida desse vacuolo é
mediada por uma proteina secretada pelo parasito, a TC-tox, a qual possui uma
atividade litica e formadora de poros da membrana deste vactuolo em pH &cido,
facilitada pela presenca de transialidases, localizadas na superficie da membrana das
formas tripomastigotas (ANDREWS, 1995).

De acordo com os percentuais de infeccdo detectados mesmos ap6s o pré-
tratamento das células com a citocalasina D (que impede a polimeralizacdo da actina)
ocorreu a internalizacdo dos Tripanosomas. Sendo assim sugere-se que a internalizagéo
dos Tripanosomas nas linhagens IDE8 e DH82 séo independentes da polimeralizacdo da
actina. A infeccdo de células ndo fagocitarias pode ocorrer por, pelo menos, duas vias
principais. A primeira baseia-se em uma sinalizacdo mediada pelo célcio na superficie
para a formacdo lisossdbmica dependente da polimerizacdo de actina e microtibulos,
enguanto o segundo trata-se de uma invaginacdo mediada pela membrana plasmatica
envolvendo a sinalizacdo pela PI3 cinase, independente da polimerizacdo de actina
(EPTINGA et al., 2010).

Ainfeccdo de celulas ndo fagocitarias pode ocorrer por pelo menos,
duas vias principais. A primeira se baseia em uma sinalizacdo mediada pelo calcio na
superficie para a formacdo lisossdmica dependente da polimerizacdo de actina e
microtabulos, enquanto o segundo trata-se de uma invaginacao mediada pela membrana
plasmaética envolvendo a sinalizacdo pela P13 cinase, independente da polimerizagdo
de actina (EPTINGA etal., 2010).

O potencial infeccioso de Trypanosoma com a internalizacdo por penetragédo
ativa sugere que possa ocorrer alguma fase intracelular do seu ciclo de vida. Séo
necessarios mais estudos para investigar a patogenicidade e o potencial vetorial de
carrapatos.

A microscopia eletronica de varredura revelou ampla diversidade morfoldgica
da espécie descrita. O conhecimento das formas evolutivas é importante para
estabelecer aspectos do ciclo de vida do parasito. Como se trata de uma espécie nao
descrita anteriormente é dificil afirmar se as formas tripomastigotas observadas eram
formas ainda em transicdo. Sendo necessarias mais observacBes por microscopia
eletronica e em diferentes dias de cultura. Além das formas epimastigotas classicas com
flagelos emergindo lateralmente ao corpo foram observadas formas atipicas sem flagelo
aparente. Sao necessarios estudos de microscopia eletrénica de transmissédo para definir
se as formas atipicas sem flagelo aparente sdo epimastigotas sem flagelo e se essas
formas aflageladas se diferenciam de formas flageladas. Assim como, se haveria a
formacdo de vacutolos parasitoforo intracelulares e se apds a internalizagdo ocorreria a
diferenciagdo em formas amastigotas.

O estudo de novas espécies deve considerar o perfil molecular e aspectos
relacionados a biologia, como o conhecimento de suas formas evolutivas que o parasito
possa apresentar durante o seu ciclo bioldgico. Aspectos relacionados a patogenicidade,
envolvimento com hospedeiros vertebrados, epidemiologia, ciclo evolutivo e
mecanismos de transmissdo ainda s&o desconhecidos. Portanto, serdo necessarios mais
estudos sobre as relacdes filogenéticas, patogenicidade, transmissdo, novos isolados e
microscopia eletronica de transmissdo para o conhecimento de aspectos do ciclo
bioldgico do Trypanosoma rhipicephalis sp. nov.
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5 DIAGNOSTICO

Nome: Trypanosoma rhipicephalis sp. nov.

Hospedeiro mamifero: Possivelmente Bos taurus.

Localidade: Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
Vetor: carrapato Rhipicephalus microplus.

Biologia e morfologia: Esta espécie foi isolada em co-cultivo com células IDES e
cresce bem em meio L15B disponiveis comercialmente suplementados com soro fetal
de vitelo (FCS). Os estagios evolutivos encontrados em culturas axénicas foram
epimastigotas (predominantemente), tripomastigotas, esferomastigotas. A média do
comprimento total do corpo na forma epimastigota foi 32,44 um, flagelo livre 6,90 um
e eixo longitudinal do cinetoplasto 1,21 um. Medida do comprimento total do corpo na
forma tripomastigota foi em média 29,34 um, flagelo livre 5,72 um e eixo longitudinal
do cinetoplasto 1,02 pum. A meédia do comprimento total do corpo na forma
esferomastigota foi de 16,13 um, flagelo livre com 11,66 pm e eixo longitudinal do
cinetoplasto com 1,06 pum.

Caracteristicas moleculares: Este Trypanosoma apresenta produtos amplificados para
0 gene 24Sa rDNA de cerca de 250 pb utilizando primers D75 / D76. Na primeira
reacdo da Nested-PCR para os genes 18S rDNA utilizando os primers TRY927F e
TRY927R, o fragmento amplificado foi de 900 pb. Na segunda reacdo, utilizando os
primers SSU561F e SSU561R, o fragmento amplificado foi de 700 pb. Na anélise
filogenética dos genes ribossomais, este tripanossoma apresenta-se completamente
diferente das espécies de Tripanosomas descritas e proxima de Trypanosoma sp. KG1 e
Trypanosoma caninum.

Armazenamento: Culturas axénicas destes tripanossoma estdo criopreservadas em
DMSO 10%, armazenadas em nitrogénio liquida a — 196°C e depositadas no
Laboratério de Doencas Parasitarias (LDP), localizado no Anexo | do Instituto de
Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropedica, RJ.
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CAPITULO II

ESTUDO MORFOLOGICO, BIOLOGICO E CARACTERIZACAO
MOLECULAR DE Trypanosoma amblyommi sp. nov. (PROTOZOA:
KINETOPLASTIDA) ORIUNDO DE Amblyomma brasiliense
(ACARI: IXIDIDAE)
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RESUMO

Parasitos do género Trypanosoma sdo microrganismos que apresentam ampla variedade
morfologica, bioldgica e genética. O presente estudo descreve pela primeira vez o um
isolado do género Trypanosoma infectando naturalmente o carrapato Amblyomma
brasiliense. Os carrapatos foram coletados de um espécime de Tayassu pecari
(Queixadas) oriundo do Parque Nacional de Itatiaia, municipio de Itatiaia, RJ. O isolado
foi caracterizado através de analises moleculares, morfometricas e bioldgicas. As
culturas de Trypanosoma foram obtidas através do macerado do corpo total do carrapato
e propagado em linhagem celular IDE8, mantidas meio de cultivo L15B, incubadas em
estufas bacterioldgicas a 32°C. O isolado apresentou um bom rendimento de propagacao
em meio L15B nas temperaturas de 30 °C, 32 °C e 34 °C. A cultura permaneceu estavel
com mais de 14 passagens de propagacdo em cultura axénica com meio L15B a
temperatura de 30 °C. A criopreservacao da cultura do isolado apresentou viabilidade
apos descongelamento pelo armazenamento em nitrogénio liquido. Foi realizada a curva
de crescimento e andlise das formas evolutivas dos isolados em meio axénico e nas
linhagens celulares IDE8 e DH82. A analise das sequéncias nucleotidicas obtidas com
alvos dirigidos para a regido 18S rDNA e 24Sa rDNA comprovaram a autenticidade
dessas novas espécies. As sequéncias nucleotidicas descritas foram depositadas no
Genbank. A microscopia eletronica de varredura e andlise morfométrica revelaram
ampla diversidade morfolégica da espécie denominadas que foi denominada de
Trypanosoma amblyommi sp. nov. cepa C1RJ. A citometria de fluxo associada a
microscopia de fluorescéncia comprovou a internalizacdo de ambos os isolados de
Tripanosomatideos em células das linhagens IDE8 e DH82 mesmo com a inibicdo da
fagocitose celular. Aspectos relacionados a patogenicidade, envolvimento com
hospedeiros vertebrados, epidemiologia, ciclo evolutivo e mecanismos de transmissao
ainda sdo desconhecidos. Portanto, serdo necessarios mais estudos para o conhecimento
de aspectos do ciclo biologico de Trypanosoma amblyommi sp. nov.

Palavras chaves: Trypanosoma amblyommi sp. nov., Amblyomma brasiliense,
propagacao in vitro.
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ABSTRACT

Parasites of the genus Trypanosoma are microorganisms that present a wide morphological,
biological and genetic variety. The present study describes for the first time the one isolate of
the genus Trypanosoma naturally infecting the tick Amblyomma brasiliense. The ticks were
collected from a specimen of Tayassu pecari (Queixadas) from the Itatiaia National Park,
Itatiaia, RJ. The isolate was characterized by molecular, morphometric and biological analyzes.
Trypanosoma cultures were obtained by maceration of the whole body of the tick and
propagated in cell line IDE8, maintained L15B culture medium, incubated in bacteriological
stoves at 32°C. The isolate showed a good propagation yield in L15B medium at temperatures
of 30 ° C, 32 ° C and 34 ° C. The culture remained stable with more than 14 propagation
passages in axenic culture with L15B medium at 30 ° C. Cryopreservation of the culture of the
isolate showed viability after thawing by storage in liquid nitrogen. The growth curve and
analysis of the evolutionary forms of the isolates in the axenic medium and the cell lines IDES8
and DH82 were performed. The analysis of the nucleotide sequences obtained with targets
directed to the 18S rDNA and 24Sa rDNA region confirmed the authenticity of these new
species. The described nucleotide sequences were deposited with Genbank. Scanning electron
microscopy and morphometric analysis revealed wide morphological diversity of the so-called
species of Trypanosoma amblyommi sp. Nov. Strain C1RJ. Flow cytometry associated with
fluorescence microscopy confirmed the internalization of both Trypanosomatid isolates in cells
from the IDE8 and DH82 lines even with the inhibition of cellular phagocytosis. Aspects related
to pathogenicity, involvement with vertebrate hosts, epidemiology, evolutionary cycle and
transmission mechanisms are still unknown. Therefore, further studies will be needed to
understand aspects of the biological cycle of Trypanosoma amblyommi sp. nov.

Keywords: Trypanosoma amblyommi sp. nov., Amblyomma brasiliense, in vitro
propagation.
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1 INTRODUCAO

Os membros do género Trypanosoma, pertencentes a familia Trypanosomatidae
apresentam complexa classificacdo taxonémica devido a ampla variedade morfologica,
bioldgica e molecular. Anélises morfoldgicos e bioldgicos sdo fundamentais para estudo
de novas espécies e para o conhecimento do ciclo bioldgico do parasito. Diversas
espécies do Género Trypanosoma sao agentes etioldgicos de doengas transmitidas para
0 ser humano e animais, estimulando o interesse por esses protozoarios (HOARE,
1972).

O presente estudo descreve um novo isolado do género Trypanosoma infectando
naturalmente carrapatos da espécie Amblyomma brasiliense parasitando um espécime de
Tayassu pecari (Queixada), proveniente do Parque Nacional de Itatiaia, RJ. Apesar do
carrapato  Amblyomma brasiliense serem agressivos para 0s seres humanos se
desconhece a capacidade vetorial de agentes etioldgicos para doencas transmitidas a
seres humanos ou mesmo para animais (ARAGAO, 1936).

Foi elaborada a caracterizacdo molecular da espécie através do sequenciamento e
analise filogenética dos genes 18S rDNA e 24Sa rDNA. Foram realizadas curvas de
crescimento em cultivo axénico e nas linhagens de células de carrapato IDE8 e de
macréfago DH82, citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia para a avaliagcdo
da internalizacdo e fagocitose celular e a microscopia eletrénica de varredura. Os
objetivos foram a descricdo de nova espécie do género Trypanosoma oriundas de
carrapatos naturalmente infectados através da caracterizacdo molecular, andlises
morfolGgica e bioldgica.
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2 MATERIAL E METODOS

As Unicas etapas da metodologia que se diferenciam das etapas descritas no Capitulo |
sdo as descritas a baixo.

2.1.  Origem dos carrapatos Amblyomma brasiliense

Um espécime de Tayassu pecari (Queixadas), adulto, fémea de pelagem preta
encontrado morto na Cachoeira Itaporani, do Parque Nacional de Itatiaia, municipio de
Itatiaia, RJ e foi encaminhado pelo diretor do Parque a Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro para uma necropsia. O animal foi mantido por aproximadamente 24
horas em refrigerador (2 a 8° Celsius) até 0 momento da necropsia.

Foram encontrados 6 animais mortos e suspeita-se que ao fugirem de outro
animal predador, cairam de cima da cachoeira com 10 a 12 metros de altitude. (Figura
35). O laudo da necropsia (Anexo |) atestou que os achados macroscopicos foram
compativeis com fraturas vertebrais e hemorragias cavitarias. Quadro compativel com
trauma.

Durante a necropsia foi observado uma alta infestacdo por carrapatos do género
Amblyomma. Oito carrapatos vivos foram coletados e levados ao LDP para a
identificacdo morfoldgica segundo Barros-Battestti et al. (2006) para adultos (Figura 36
a) e Martins et al. (2008) para ninfas (Figura 36b). As larvas coletadas foram
identificadas apenas como sendo do género Amblyomma e todas as ninfas e adultos
foram identificados como pertencentes a espécie Amblyomma brasiliense.

3
%
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Figura 35. Tayassu pecari adultos encontrados mortos na Cachoeira Itaporani, do
Parque Nacional de Itatiaia. Fotos cedidas: Dr. Hermes Luz.

B

Figura 36. (A) Infestacdo por Amblyomma brasiliense adultos na parte ventral do
terco cranial do membro pélvico esquerdo, (B) larvas e ninfas na parte ventral de
pavilh&o auricular esquerdo. Fotos cedidas: Dr. Hermes Luz.

2.2.  lIsolamento do tripanosomatideo de Amblyomma brasiliense
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ApoOs a esterilizacdo, os carrapatos da espécie Amblyomma brasiliense foram
separados em dois pools de quatro carrapatos cada, sendo um pool de larvas e o
segundo pool composto de ninfas e adultos. Os pools foram separadamente macerados
por pressdao com o auxilio de um pistilo de vidro. Os macerados de carrapatos foram
ressuspenso em 5 mL de meio Leibovitz's L-15B (Sigma®), suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado (Life Technologies®), 10% de caldo de triptose fosfatada
(Sigma®), 0,1% de lipoproteina bovina concentrada (Biomedicals®), 1% de L-
Glutamina (200 mM) (Sigma®) e solucdo de antibidticos a 1% de penicilina (10.000
Ul) e estreptomicina (10mg/mL) (Sigma®). Os indculos foram realizados em um frasco
de cultivo celular de 25 cm? (Kasvi®) contendo uma monocamada homogénea da 116°
passagem da linhagem celular IDE8 (MUNDERLOH et al., 1994) e mantidos em estufa
a 32°C (Figura 37).

Esterilizagdo dos carrapatos

4

Pool de larvas Pool de ninfa e adultos

4 4

Maceracéo dos carrapatos

4

Material ressuspensos em meio L15B

4

Inoculagdo em linhagem IDES8

4

Incubados em estufa a 32°C

Figura 37. Fluxograma dos procedimentos para isolamento do Tripanosomatideo
oriundo de Amblyomma brasiliense.
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3 RESULTADOS

3.1. Isolamento

Do pool de 4 carrapatos adultos e ninfas vivos de A. brasiliense e apds o in6culo
em monocamada de cultura de célula IDE8 o aparecimento das formas tipicas de
Trypanosoma se deu a partir do 7° DPI.

As culturas permaneceram estavel com mais de 10 passagens de propagacao em
cultura axénica com meio L15B a temperatura de 30°C. A criopreservagdo dos isolados
apresentaram viabilidade apds descongelamento pelo armazenamento em nitrogénio
liquido.

3.2. Incubacgéo em diferentes temperaturas e meios de cultivo

Né&o foi possivel a propagacdo dos isolados nos seguintes meios de cultura: MEM,
DMEM, M199, BHI, BHI suplementado com &gar sangue, Schneider’s insect Medium.
Parasitos letargicos a partir do segundo dia de cultivo e 100% de formas degeneradas
foram visualizadas a partir do 7° DPI.

O isolado ndo apresentou viabilidade de propagacdo quando submetido a
temperaturas de 26°C, 28°C e 37°C. Parasitos letargicos a partir do segundo dia de
cultivo e 100% de formas degeneradas foram visualizadas a partir do 7° DPI. Ja a
incubacgdo a 30°C, 32°C e 34°C demonstraram viabilidade de propagacdo com formas
evolutivas apresentando boa motilidade e crescimento.

3.3. Analise morfométrica de Tripanosomatideo isolado de Amblyomma brasiliense

A forma evolutiva epimastigota apresentou maior comprimento do corpo em
média (Tabela 8) e a forma esferomastigota a menor média de comprimento total do
corpo. O comprimento do flagelo livre apresentou médias préximas entre as formas
epimastigota e tripomastigota, (Tabela 9) sendo a forma esferomastigota (Tabela 10) de
maior comprimento do flagelo livre. Os didmetros do ndcleo e do cinetoplasto das trés
formas evolutivas ndo apresentaram muita diferenca em media. A média da distancia da
extremidade posterior e a metade do didmetro do nucleo ficaram préximas entre as
formas epimastigota e tripomastigota, sendo bem inferior na forma esferomastigota. O
valor medio da distancia da metade do didmetro do nucleo a metade do didmetro do
cinetoplasto foi préximo nas formas trés formas evolutivas epimastigotas e
esferomastigotas. A forma epimastigota apresentou maiores valores médios na distancia
da extremidade posterior a metade do diametro do cinetoplasto e da distancia da
extremidade anterior a metade do didmetro do nicleo e inferior na esferomastigota.
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Tabela 8. Medidas biométricas (um) das formas epimastigotas do Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma brasiliense.

Comprimento Posterior — Cinetoplasto — Nucleo- . Posterior- . .
. . ; Flagelo livre . Nucleo Cinetoplasto
Total cinetoplasto nucleo anterior nucleo
Média 41,72 15,47 1,18 15,61 10,74 14,59 1,84 1,23
Valor maximo 60,87 27,74 2,08 29,18 17,59 26,99 2,50 2,37
Valor minimo 24,20 7,38 0,67 8,06 5,81 8,03 1,11 0,52
Desvio padréo 8,85 4,26 0,38 512 2,90 4,09 0,37 0,39

Tabela 9. Medidas biométricas (um) das formas tripomastigotas do Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma brasiliense.

Comprimento Posterior- Cinetoplasto — Nucleo - . Posterior- . .
. . . Flagelo livre . Nucleo Cinetoplasto
Total cinetoplasto nacleo anterior nucleo
Média 35,81 12,30 1,39 11,06 10,76 13,28 1,75 1,09
Valor maximo 56,16 21,82 3,92 26,03 19,34 22,52 3,33 1,86
Valor minimo 25,42 7,17 0,94 5,68 4,06 8,19 1,21 0,64
Desvio padréo 7,60 3,56 0,47 4,10 2,92 3,61 0,40 0,25
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Tabela 10. Medidas biométricas (um) das formas esferomastigotas do Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma brasiliense.

Comprimento Posterior - Cinetoplasto — Nucleo - . Posterior- . .
i . . Flagelo livre . Nucleo Cinetoplasto
Total cinetoplasto nucleo anterior nucleo
Média 19,44 3,26 1,45 5,55 11,61 3,32 1,71 1,05
Valor méximo 36,82 6,40 3,89 15,83 22,18 13,80 2,82 1,89
Valor minimo 7,98 1,01 0,28 0,23 3,31 0,12 0,73 0,35
Desvio padréo 5,92 1,48 0,80 4,61 4,88 2,18 0,49 0,31
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3.4. Curva de crescimento e analise das formas evolutivas em cultivo axénico de
Tripanosomatideo isolado de Amblyomma brasiliense

A curva de crescimento (Figura 38) foi iniciada com um indculo (dia 0) de 1,0 x
10* parasitos /mL sendo 87% de formas epimastigotas tipicas com corpo alongado,
extremidade posterior bem afilada e cinetoplasto anterior e préximo ao nucleo. A forma
de tripomastigota com comprimento do corpo em media menor que a forma
epimastigota e cinetoplasto posterior ao nucleo, representava 12% e 1% de formas
esferomastigotas (Figura 39). O pico de crescimento foi visualizado no 16° dia com 910
x 10* parasitos /mL. No 30° DPI com predominou a visualizacdo de forma degeneradas.
As formas evolutivas estdo registradas nas Figuras 40 e 41 em cultivo axénico.
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Figura 38. Curva de crescimento do Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma
brasiliense em cultivo axénico.
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Figura 39. Analise de formas evolutivas do Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma
brasiliense em cultivo axénico.
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Figura 40. Fotomicrografia da diversidade morfoldgica do Trypanosoma sp. isolado de
Amblyomma brasiliense em cultivo axénico. Forma epimastigota (A, B, D, E); forma
em transicdo para tripomastigota (C) e forma em diviséo (F, G). Coloracdo Gimesa, 4°

dia de cultivo axénico.
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Figura 41. Fotomicrografia de Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma brasiliense.
Esferomastigota (A); forma em diviséo (B, F); epimastigota (C) e forma em transi¢édo
para tripomastigota (D, E, G). Coloracdo Gimesa, 6° dia de cultivo axénico.

3.5. Curva de crescimento e analise das formas evolutivas de Trypanosoma
amblyommi em cultivo celular

A curva de crescimento obtida em cultivo na linhagem IDE8 (figuras 42)
iniciada com um indculo (dia 0) de 1,0 x 10* parasitos/mL com 85% de formas
epimastigotas com corpo alongado e extremidade posterior bem afilada, 3% de formas
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tripomastigotas, 5% de formas esferomastigotas (Figura 45). O isolado apresentou o
pico de crescimento até o 8 DPI com uma média predominante de epimastigotas
classicas. Foram visualizadas apenas formas degeneradas no 14’ DPI.
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Figura 42. Curva de crescimento de Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma
brasiliense em células IDES.

A curva de crescimento obtida em cultivo na linhagem DH82 foi avaliada até o
8’ DPI (Figura 43) e iniciada com um indculo (dia 0) de 1,0 x 10* parasitos/mL com
70% de formas epimastigotas, 5% de formas tripomastigotas, 15% de formas
esferomastigotas. O isolado apresentou o pico de crescimento no 4’ DPI. Foi visualizado
0 predominio em toda a curva das formas epimastigotas. Os perfis de crescimento e
andlise das formas evolutivas de Tripanosoma sp. isolado de A. brasiliense em IDES,
DH82 e cultivo axénico estdo representadas nas Figuras 44 e Tabela 11. O perfil das

formas evolutivas de Trypanosoma sp. isolado de A. brasiliense na linhagem DH82
(Figura 46).
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Figura 43. Curva de crescimento de Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma
brasiliense em células DH82.
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Figura 44. Perfil de crescimento Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma brasiliense

em IDES8, DH82 e cultivo axénico.
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Figura 45. Perfil das formas evolutivas de Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma

brasiliense na linhagem IDES.
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Figura 46. Perfil das formas evolutivas de Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma
brasiliense na linhagem DH82.

Tabela 11. NGmero de parasitos x 10*/mL em cada dia de avaliagio das curvas de
crescimento de Trypanosoma sp. isolado de Amblyomma brasiliense nas linhagens
IDES8, DH82 e cultivo axénico.

Dias Pos-infeccdo Cultivo axénico IDE8 DH82

0 100 1,00 1,00
5 250 40,80 16,67
4 13,33 235,00 20,00
6 15167 251,67 0,83
g 440,83 265,00 0,00
10 603,33 10267 -
12 552,50 2333 -
14 698,33 1333 -
16 910,00 - -
18 828,33 - -
20 585,00 - -
22 660,00 - -
24 492,17 - -
26 411,67 - -
28 301,67 - -
30 276,67 - -
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3.6. Analise molecular

Na Nested-PCR para o alvo molecular 18S rDNA a primeira reacdo o tamanho do
fragmento amplificado foi de aproximadamente 900pb o isolado. Na segunda reagéo o
tamanho do fragmento amplificado foi de aproximadamente 700pb para o isolado.

A sequéncia parcial do gene 18S rDNA apresentou similaridade de 88% com
Trypanosoma KG1 (numero de acesso AB281091) analisando 99% da query Sequence.
Apresentou também 90% de similaridade (com e-value 2 e-133) que alinhou com 60%
da sequéncia (query coverage 60%) de Trypanosoma caninum (nUmero de acesso
JF951431, JF9075537).

Na PCR para o alvo molecular 24Sa rDNA a reagdo utilizando os primers D75 e
D76 o tamanho do fragmento amplificado foi de 270 pb para ambos os isolados.

Para o gene 24S rDNA (Figura 48) houve similaridade de 96% com
Trypanosoma rangeli (query coverage 63% GenBank KJ742907), Trypanosoma grosi
AKHA (query coverage 65% GenBank AB175624).

Na analise filogenética tendo como alvo molecular o gene 18S rDNA (sequéncia
conservada dentro da familia Trypanosomatidae) confirma que o isolado de A.
brasiliense pertence a familia Trypanosomatidae (Figura 47). A arvore filogenética
mostra que a espécie estd dentro do clado, préximo ao Trypanosoma caninum e ao
Trypanosoma KG1. A analise das sequencias nucleotidicas obtidas com produtos de
amplificagdo com alvo dirigido para a regido 18S rDNA, comprovou a autenticidade
dessas novas especies. As sequencias nucleotidicas descritas foram submetidas no
GenBank e a espécie foi denominada de Trypanosoma amblyommi sp. nov. cepa C1RJ.
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Figura 47. Arvore filogenética de Trypanosoma amblyommi baseada na anélise das sequéncias de 18S rDNA. Método Estatistico Maximum
Likelihood —Modelo Kimura 2-parameter. Bootstrap: 1000.
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Figura 48. Arvore filogenética de Trypanosoma rhipicephalis e Trypanosoma amblyommi baseada na andlise das sequéncias de 18S rDNA.
Método Estatitico Maximum Likelihood — Modelo Tamura-nei. Bootstrap: 1000
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3.7. Internalizacdo de Trypanosoma amblyommi em células IDE8 E DH82

Através da citometria de fluxo foi quantificada a interacdo de T. rhipicephalis as
linhagens IDE8 (Figura 49) e DH82 (Figura 50) e a sua internalizacdo visualizada nas
microscopias de fluorescéncia.

Foram visualizados diferentes percentuais de infeccdo nas linhagens de células
IDE8 e DH82 avaliadas em diferentes periodos (horas) pds-infeccdo por Trypanosoma
amblyommi marcado com o fluoréforo PKH67. Sendo o percentual de células infectadas
crescente em todos os tempos de avaliagdo na linhagem IDES8. Foi realizado um
controle com células ndo infectadas de cada uma das linhagens. Ap6s 2 horas de
infeccdo com T. amblyommi a citometria de fluxo, associada a visualizacdo por
microscopia de fluorescéncia, revelou um percentual de infeccdo da linhagem IDES de
0,26% e 1,11% na linhagem DH82. Depois de 6 horas do indculo foi possivel observar,
através da microscopia de fluorescéncia, em ambas as linhagens celulares diversas
células muito infectadas, os percentuais de infeccdo aumentaram para 9,38% e 4,88%
nas linhagens IDE8 e DH82, respectivamente. Apo6s 24 horas de infeccdo o percentual
de infeccdo na linhagem IDES8 foi de 29,15% e 25,07% na linhagem DH82. J& com 48
horas pos-infeccdo a linhagem IDES8 apresentou 45,87% de infeccdo e um decréscimo
no percentual de infeccdo foi observado na linhagem DH82 17,29% das células
infectadas. Apds 72 horas do inoculo os percentuais de infeccdo foram de 53,46% e
27,95% nas linhagens IDE8 e DH82, respectivamente. A Figura 51 e Tabela 12
registram os percentuais de infecgdo por T. amblyommi nas linhagens IDE8 e DH82.
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Figura 49. Citometria de fluxo mostrando a infeccdo da linhagem IDE8 por
Trypanosoma amblyommi marcado com PKH67.
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Figura 50. Citometria de fluxo mostrando a infeccdo da linhagem DH82 por
Trypanosoma amblyommi marcado com PKH67.
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Tabela 12. Percentual de infeccdo por Trypanosoma amblyommi marcado com PKH67
nas linhagens IDE8, DH82 e controle.

Controle  2h PI 6h PI 24h Pl 48h PlI  72h PI

IDES infectadas 0,03%  0,26% 9,38%  29,15%  45,87% 53,46%
DHB82 infectadas 0.01% 1.11% 4.88%  25.01% 17.29% 27.95%

60

40+

20+

% Células infectadas

O ) 1 1 1
2 6 24 48 72

Dias po0s infecgao

Figura 51. Percentual de infec¢do por Trypanosoma amblyommi nas linhagens IDES,
DH82.

3.8. Mecanismo de invaséo celular de Trypanosoma amblyommi

Foi quantificada, com auxilio da citometria de fluxo a interacdo de T.
amblyommi as linhagens IDES8 (Figura 52) e DH82 (Figura 53) com e sem a inibi¢&do da
fagocitose através da citocalasina D. Foram realizados controles com células nédo
infectadas de cada linhagem. Diferentes percentuais de infeccdo foram detectados nas
linhagens de células IDE8 e DH82, avaliadas 4 horas pos-infeccdo por T. amblyommi
com e sem 0 uso da citocalasina D. Foi detectada infeccdo celular mesmo com a
inibicdo da fagocitose. O percentual de infeccdo por T. amblyommi com e sem o
tratamento por citocalasina nas linhagens IDE8, DH82 estéo registradas nas Figura 54 e
Tabela 13.
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Figura 52. Citometria de fluxo mostrando a internalizagéo de Trypanosoma amblyommi
com e sem a citocalasina D na linhagem IDES.

81



DHS82 - Controle DH82 — PKH67

10° 10° 10! 102 10 10!

DH82 — Citocalasina D

et e 10!

Figura 53. Citometria de fluxo mostrando a internalizacdo de Trypanosoma amblyommi
com e sem a citocalasina D na linhagem DH82.

Tabela 13. Percentual de infeccdo por Trypanosoma amblyommi com e sem o
tratamento por citocalasina nas linhagens IDE8, DH82 e controle.

Controle PKH Citocalasina
IDE8 0,66% 2,22% 2,40%
DH82 0,07% 4,49% 5,78%
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Figura 54. Percentual de infecgdo por Trypanosoma amblyommi com e sem o
tratamento por citocalasina D nas linhagens IDE8, DH82.

3.9. Microscopia de fluorescéncia de Trypanosoma amblyommi

Foram observadas em microscopio de fluorescéncia, células infectadas das
linhagens IDE8 e DH82 coradas com DAPI e infectadas por Trypanosoma amblyommi
marcado com o fluoréforo PKH67 a partir de duas horas da infeccdo (Figuras 55, 56 e
57). Células muito infectadas foram visualizadas a partir de 24 horas de infeccdo nas
duas linhagens presentes no estudo. Foi observada perda acentuada da confluéncia das
monocamadas das linhagens IDE8 e DH82 a partir de 72 horas p6s infeccéo.
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Figura 55. Linhagem IDE8 coradas com DAPI, controle e observadas em diferentes
periodos (horas) pés-infecgdo por Trypanosoma amblyommi marcado com o fluoréforo
PKHG67 e observado em microscopio de fluorescéncia, aumento de 630x. A barra de
escala representa S0pm. (*continua)



*continuacao

48h PI

72h PI

Figura 55. Linhagem IDE8 coradas com DAPI, controle e observadas em diferentes
periodos (horas) pos-infeccdo por Trypanosoma amblyommi marcado com o
fluor6foro PKH67 e observado em microscépio de fluorescéncia, aumento de 630x. A

barra de escala representa S0um.

Figura 56. Linhagem IDE8 corada com DAPI e infectada com Trypanosoma
amblyommi, marcado com o fluoroforo PKH67 e observada 48 horas pos-infeccdo em
microscopio confocal, aumento de 630x. A barra de escala representa S0pm.
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Controle

Figura 57. Linhagem DH82 coradas com DAPI, controle e observadas em diferentes
periodos (horas) pds-infeccdo por Trypanosoma amblyommi marcado com o
fluor6foro PKH67 e observada em microscopio de fluorescéncia, aumento de 630x. A
barra de escala representa 50um. (*continua)
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Figura 57. Linhagem DH82 coradas com DAPI, controle e observadas em diferentes
periodos (horas) pos-infec¢do por Trypanosoma amblyommi marcado com o fluor6foro
PKHG67 e observada em microscopio de fluorescéncia, aumento de 630x. A barra de
escala representa S0pm.

3.10. Microscopia eletronica de varredura de Trypanosoma amblyommi

A microscopia eletronica de varredura revelou ampla diversidade morfoldgica.
(Figuras 58 e 59). Foram observadas formas epimastigotas de corpo delgado, bolsa
flagelar lateral ao corpo e extremidade posterior afilada e alongada.
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Figura 58. Microscopia eletronica das formas de Trypanosoma amblyommi sp. nov.
(C1RJ), cultura de 6 dias. Formas epimastigotas, bolsa flagelar (detalhe).
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Figura 59. Microscopia eletronica da diversidade morfolégica de Trypanosoma amblyommi
sp. nov. (C1RJ), cultura de 6 dias.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo descreve um novo isolado do género Trypanosoma infectando
naturalmente carrapatos da espécie Amblyomma brasiliense parasitondo um espécime de
Tayassu pecari (Queixada), proveniente do Parque Nacional de Itatiaia, RJ. A nova
espécie foi denominada Trypanosoma amblyommi sp. nov. O carrapato A. brasiliense
Aragdo (1908) é endémico na América do Sul (GUGLIELMONE et al., 2003). O homem
€ muito atacado por esta espécie, mas ainda se desconhece sua capacidade vetorial de
bioagentes para seres humanos ou mesmo para animais (ARAGAO, 1936). O isolado foi
realizado a partir de ninfas e adultos. Sendo relatados por estudos que larvas e ninfas de
A. brasiliense estdo entre os carrapatos mais agressivos para 0s seres humanos no Brasil
(ARAGAO, 1936). Apesar do isolamento de Trypanosoma a partir do macerado total do
carrapato ndo podemos afirmar se a origem desse protozoario é do tayassuideo ou se
ocorre a multiplicacdo desse organismo no hospedeiro invertebrado, sendo o carrapato
vetor do agente isolado. Entretanto, o tempo de espera de 3 dias (Coleta ao dia de
inoculagdo) sugere que a sobrevivéncia deste microrganismo € dependente deste
artropode.

O espécime de Tayassu pecari (Queixada) apresentava um bom escore corporal e
uma alta infestacdo por carrapatos do género Amblyomma. O laudo da necropsia atestou
quadro compativel com trauma com achados macroscopicos compativeis com fraturas
vertebrais e hemorragias internas. Nao apresentou nenhum indicio de lesdo causada pela
infeccdo por Trypanosomatideos.

A curva de crescimento de melhor desempenho ocorreu em condicdes axénicas de
cultivo, sem competigdo pelo meio de cultivos com as linhagens celulares. Nos cultivos
em linhagem celular IDE8 e DH82 o isolado apresentou caracteristicas morfologicas
classicas do género Trypanosoma e as formas evolutivas epimastigotas, tripomastigotas e
esferomastigotas. Apesar do relato em estudos anteriores que a variagdo morfoldgica
extensa ocorre entre 0s estagios do ciclo de vida serem resultado do desenvolvimento de
mecanismos de adaptacdo a cada uma dessas condi¢bes de cultivo (HOARE, 1972),
ocorreu o predominante as formas epimastigotas nas condi¢des de cultivo celular e
axénico. Assim como a variacdo de temperatura, que ndo se mostrou um fator importante
para a diferenciacdo das formas evolutivas dos Trypanosoma. Algumas espécies se
multiplicam no hospedeiro vertebrado no meio intracelular na forma de amastigota, como
exemplo T. cruzi, no sangue na forma tripomastigota como T. brucei ou na forma de
epimastigota como as espécies do subgénero Megatrypanum. A multiplicacdo observada
neste estudo ocorreu sob a forma de epimastigota.

Outro fato interessante foi a inviabilidade de propagacdo de T. amblyommi quando
submetidos as temperaturas de incubacdo e meios de cultura convencionais para cultivo
de Trypanosoma. O meio de melhor desenvolvimento do Trypanosoma ocorreu no L15B,
meio usado para cultivo de celulas de carrapato.

A avaliagdo morfométrica revelou ampla diversidade morfologicas. T.
amblyommi apresentou grandes dimensdes, como pdde-se observar no comprimento
total da forma tripomastigota, com média de 35,81um sendo assim maior que linhagens
de T. vivax (RAMIREZ et al., 1997), T. cruzi (MADEIRA et al., 2009) e T. evansi
(ELSHAFIE et al., 2013), T. rangeli (MADEIRA et al., 2009) embora menor que T.
theileri (WINK, 1979) e T. caninum (MADEIRA et al., 2009). Ampla variacdo também
foi observada em outras medidas, como na distancia entre a extremidade posterior e 0
cinetoplasto, na distancia entre ndcleo e porcdo anterior e da regido posterior ao nucleo.
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A andlise das sequéncias nucleotidicas obtidas com alvos dirigidos para a regido
18S rDNA e 24Sa rDNA comprovaram a autenticidade dessa nova espécie. Na analise
filogenética com alvo molecular o gene 18S rDNA, o isolado apresenta-se dentro de um
mesmo clado junto com T. caninum e Trypanosoma KG1. Na analise filogenética, o alvo
molecular do gene 24Sa rDNA de T. dentro de um mesmo clado, junto o T. caninum.
Trypanosoma KG1 foi descrito apos isolamento em Hemaphysalis hystricis naturalmente
infectados no Japdo. A proximidade filogenética entre T. amblyommi e Trypanosoma
KG1 pode estar relacionada ao fato de ser um Trypanosoma também isolado de carrapato
naturalmente infectado (THEKISOE et al., 2007). J& a proximidade filogenética com a
espécie T. caninum pode se basear na possibilidade dessa espécie ser transmitida por
carrapatos, embora ainda se desconheca o vetor de T. caninum.

A Citometria de fluxo associada a microscopia de fluorescéncia comprovou a
internalizacdo de ambos os isolados de Tripanosomatideos em células das linhagens
IDE8 e DH82 mesmo com a inibicdo da fagocitose celular. O potencial infeccioso do
Trypanosoma com a internalizagdo por penetracdo ativa sugere que possa ocorrer
alguma fase intracelular do seu ciclo de vida. Como descrito em estudos recentes que
comprovam de estagios evolutivos intracelulares em T. theileri usando diversas
linhagens celulares (LEE et al., 2013).

A microscopia eletrénica de varredura revelou ampla diversidade morfoldgica da
espécie descrita. Entretanto como a espécie descrita é nova, para o conhecimento mais
detalhado das formas evolutivas como classicas ou de transicdo, sdo necessarias
observacBes por microscopia eletronica de varredura em diferentes fases da cultura e
associadas a microscopia eletrénica de transmisséo.

O presente estudo descreveu uma nova espécie do género Trypanosoma com
aspectos relacionados a patogenicidade, envolvimento com hospedeiros vertebrados,
epidemiologia, ciclo evolutivo, mecanismos de transmissdo, classificacdo e taxonomia
ainda sdo desconhecidos. Sdo necessarios mais estudos sobre as relacdes filogenéticas,
patogenicidade, transmissdo, novos isolados e microscopia eletrdnica de transmissao
para o conhecimento de aspectos do ciclo biolégico do recém isolado T. amblyommi.
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5 DIAGNOSTICO

Nome: Trypanosoma amblyommi sp. nov.

Hospedeiro mamifero: Possivelmente Tayassu pecari (Queixada).
Localidade: Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
Vector: Possivelmente o carrapato Amblyomma brasiliense.

Biologia e morfologia: Esta espécie foi isolada em co-cultivo com células IDE8 e
cresce bem em meio L15B disponiveis comercialmente suplementados com soro fetal
de vitelo (FCS). Os estagios evolutivos encontrados em culturas axénicas foram
epimastigotas (predominantemente), tripomastigotas, esferomastigotas. A meédia do
comprimento total do corpo na forma epimastigota foi 41,72 um, flagelo livre 10,74 um
e eixo longitudinal do cinetoplasto 1,23 pm. Medida do comprimento total do corpo na
forma tripomastigota foi em média 35,81 um, flagelo livre 10,76 um e eixo longitudinal
do cinetoplasto 1,09 pum. A média do comprimento total do corpo na forma
esferomastigota foi de 19,44 um, flagelo livre com 11,61 um e eixo longitudinal do
cinetoplasto com 1,05 pm.

Caracteristicas moleculares: Este Tripanosoma apresenta produtos amplificados para
0 gene 24Sa rDNA de cerca de 250 pb utilizando primers D75 / D76. Na primeira
reacdo da Nested-PCR para o gene 18S rDNA utilizando os primers TRY927F e
TRY927R, o fragmento amplificado foi de 900 pb. Na segunda reacdo, utilizando os
primers SSU561F e SSU561R, o fragmento amplificado foi de 700 pb. Na analise
filogenética dos genes ribossomais, este tripanosoma apresenta-se completamente
diferente das espécies de tripanosomas descritas e préxima de Trypanosoma KGL1 e
Trypanosoma caninum.

Armazenamento: Culturas axénicas destes Tripanosoma estdo criopreservadas em
DMSO a 10%, armazenadas em nitrogénio liquida a — 196°C e depositadas no
Laboratério de Doencas Parasitarias (LDP), localizado no Anexo | do Instituto de
Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropédica, RJ.
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6 CONCLUSAO GERAL

S80 descritos dois novos isolados do género Trypanosoma infectando
naturalmente carrapatos das espécies Rhipicephalus microplus e Amblyomma
brasiliense, denominadas  de Trypanosoma rhipicephalis sp. nov.
e Trypanosoma amblyommi sp. nov.

A andlise das sequéncias nucleotidicas obtidas com alvos dirigidos para a regido
18S rDNA e 24Sa rDNA comprovaram a autenticidade dessas novas espécies.

Nas condi¢cdes axénicas de cultivo, em meio L15B, as duas espécies de
Trypanosoma apresentaram bom desenvolvimento e propagacao in vitro.

A Citometria de fluxo associada a microscopia de fluorescéncia comprovou a
internalizacdo de ambos os isolados de Tripanosomatideos em células das
linhagens IDE8 e DH82 mesmo com a inibicdo da fagocitose celular. O
potencial infeccioso de Trypanosoma com a internalizacdo por penetracdo ativa
sugere que possa ocorrer alguma fase intracelular do seu ciclo de vida.

A microscopia eletronica de varredura e analise morfométrica revelaram ampla
diversidade morfoldgica das duas espécies descritas no presente estudo.
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8 ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA

SETOR DE ANATOMIA PATOLOGICA
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LAUDO DE NECROPSIA N 12015

ESPECIE: Quelxada (Tayasss pecari)
PELAGEM: Prea
IDADE: Adulto.

SEXO: Fémen
PROCEDENCIA: lutiaim. R).
DATA DA NECROPSIA: 080772015,

HISTORICO:
Foram encontrados 6 animais morios, suspeita do que foram encurralndos por algem outro animal ¢ cairam de
clma de uma cochoelm.

DESCRICAO MACROSCOPICA:

Estado nutrichonal: bom.

Pele/pllos: prescngs de ectoparesitos. Duss leades clrculares no flanco divelte com 1.3 ¢ 1.0 céatimetros deo
didmetro circwlares ¢ profundaes.

Orelhas: ninfas de octoparesios (carrapaton )

Tecido ssbewtines: na regifio inguinal dirents, encontra-se liquido gelntinoso avermelhado (edema) se
estendensdo pars & parte interior da coxa ¢ laternd abdominal,

Linfonodes superficinis: linfonodo inguinal avermelhado ao corte.

Pleura ¢ cavidade tordcien: presenga de sungue (homormagia) em 1orax eugquerdo,

Traquéia: prosenga de parasitos (helminton)

Pulmilo: presengn de laceragdes em Jobo caudal com rupturs do perénguims pulmoner, de sproximadamente
6 centimetros de didmetro.

Peritinio ¢ cavidade abdominal: presenga de cosgulos ma cavidade sbdomimal.

Ossos: fratures venobrais de T-13, T-12 00 corpo vertebral & proces<o transverso

Masculon: bemnorragia ot musculanars parsvenebral procimo o T-13

Articulagbes: articulagtes costo-vertebeal ¢ T-8, T-9, T10, T-11, T-12, & T-13 luxadas do lado esquerdo.

DIAGNOSTICO: o8 achados macroscopicos allo compativeis com fratums vertebruks ¢ bemorragiss
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