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RESUMO

MEDEIROS, Juliana de Moura. Investigacio de hemoparasitos em Sapajus nigritus
(Primates: Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro. 2026. 118p.
Dissertagao (Mestrado em Biologia Animal) - Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

Os primatas sdo considerados sentinelas em estudos de parasitologia e epidemiologia de
Doengas Infecciosas Emergentes (DIE), devido a sua proximidade evolutiva com os humanos.
O macaco-prego, Sapajus nigritus, ¢ endémico da Mata Atlantica e habita a Ilha da
Marambaia, no municipio de Mangaratiba, RJ, onde vive em proximidade com 430
moradores. Investigacdes sobre hemoparasitos ainda sdo limitadas nesta regido. Assim, este
estudo teve como objetivo investigar a presen¢a da hemoparasitofauna em S. nigritus da Ilha
da Marambaia, utilizando microscopia Optica e PCR para identificar as espécies. Também
buscou analisar os aspectos epidemiologicos e compreender a relacdo parasito-hospedeiro,
com base na carga parasitaria € nos pardmetros clinicos e hematologicos dos animais. Os
primatas foram capturados com armadilhas Tomahawk para avaliacdo clinica e coleta de
sangue, destinada as analises moleculares e hematoldgicas, além da confec¢ao de esfregagos
sanguineos. A extracdo de DNA seguiu o protocolo de fenol-cloroférmio, e a PCR foi usada
para detectar microfilarias, 7rypanosoma sp., Plasmodium sp. e Borrelia sp. Os amplicons
foram purificados, sequenciados e submetidos a analise filogenética, incluindo sequéncias
disponiveis no GenBank. Um modelo linear multivariado foi utilizado para analisar a
correlagdo entre a carga parasitaria e os parametros hematologicos. Dos 27 S. nigritus
capturados, microfildrias foram detectadas em 25 (92,59%) por meio da amplificacdo da
regido ITS1 e em 27 (100%) por meio do gene /2S5 rDNA. Pela microscopia, as microfilarias
foram detectadas em 22 individuos (81,48%). Trypanosoma sp. foi identificado em dois
individuos apenas pela PCR. As microfilarias foram identificadas como Mansonella sp. por
ambos os métodos. Nao foram obtidos resultados satisfatorios no sequenciamento de
Trypanosoma sp. Por meio da microscopia, a prevaléncia de microfilarias nos 27 individuos
de S. nigritus amostrados foi de 81,48% =+ 7,48, com uma intensidade média de 92,01 + 31,10
e uma abundancia média de 74,97 + 26,15. Os macacos apresentaram-se clinicamente
saudaveis. A analise multivariada indicou efeito significativo da carga parasitaria apenas
sobre os parametros hematologicos da série vermelha, sugerindo que S. nigritus convive com
microfilarias de Mansonella sp. sem apresentar sinais de doenga grave, o que pode indicar

tolerancia imunoldgica.

Palavras-chave: Macaco-prego; Relacao parasito-hospedeiro; Microfilaria.



ABSTRACT

MEDEIROS, Juliana de Moura. Investigation of hemoparasites in Sapajus nigritus
(Primates: Cebidae) from Marambaia Island, Mangaratiba, Rio de Janeiro. 2026. 118p.
Dissertation (Master in Animal Biology) - Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

Primates are considered sentinels in parasitology and epidemiological studies of Emerging
Infectious Diseases (EIDs) due to their evolutionary proximity to humans. The capuchin
monkey, Sapajus nigritus, is endemic to the Atlantic Forest and inhabits Marambaia Island, in
the municipality of Mangaratiba, Rio de Janeiro, where it lives in close proximity to
approximately 430 residents. Investigations on hemoparasites in this region are still limited.
Thus, this study aimed to investigate the presence of hemoparasites in S. nigritus from
Marambaia Island using optical microscopy and PCR to identify parasite species. It also
sought to analyze epidemiological aspects and to understand the parasite-host relationship
based on parasite load and the physical and hematological parameters of the animals. Primates
were captured using Tomahawk traps for physical evaluation and blood collection for
molecular and hematological analyses, as well as the preparation of blood smears. DNA
extraction followed the phenol-chloroform protocol, and PCR was used to detect
microfilariae, Trypanosoma sp., Plasmodium sp., and Borrelia sp. Amplicons were purified,
sequenced, and subjected to phylogenetic analysis, including sequences available in
GenBank. A multivariate linear model was used to analyze the correlation between parasite
load and hematological parameters. Of the 27 S. nigritus captured, microfilariae were detected
in 25 (92.59%) using the ITSI region and in 27 (100%) using the /2S rDNA gene. By
microscopy, microfilariae were detected in 22 individuals (81.48%). Trypanosoma sp. was
identified in two individuals only by PCR. The microfilariae were identified as Mansonella
sp. by both methods. No satisfactory results were obtained for the sequencing of
Trypanosoma sp. Based on microscopy, the prevalence of microfilariae in the S. nigritus
population was 81.48% =+ 7.48, with a mean intensity of 92.01 £ 31.10 and a mean abundance
of 74.97 + 26.15. The monkeys appeared clinically healthy. The multivariate analysis
indicated a significant effect of parasite load only on red blood cell parameters, suggesting
that S. nigritus coexists with Mansonella sp. microfilariae without showing signs of severe

disease, which may indicate immunological tolerance.

Key-words: Capuchin monkey; Host-parasite relationship; Microfilariae.
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1 INTRODUCAO

O presente estudo teve como objetivo realizar um levantamento inédito dos
hemoparasitos em macacos-prego, Sapajus nigritus Goldfuss 1809, da Ilha da Marambaia
(IM) por meio da microscopia e analise genética molecular. At¢ o momento, apenas um
estudo investigou hemoparasitos em aves na IM (Brum ef al., 2016), restrito a microscopia,
com o relato da ocorréncia de trés agentes infecciosos: a bactéria Borrelia sp., o protozoario
Plasmodium sp. e microfilarias de nematodides filarideos. A presenca de um parasito em um
determinado local justifica a investigagdo em outros hospedeiros no mesmo ambiente. Tal
medida ¢ essencial para mapear a distribuicdo geografica, avaliar a capacidade de infectar
outros animais, o impacto patogénico e monitorar enfermidades. Desse modo, esta dissertagao
visa elucidar trés aspectos centrais: (i) a riqueza de hemoparasitos em macacos-prego da IM;
(i1) os indices epidemioldgicos de prevaléncia, abundancia e intensidade média da infecgao;
(ii1) a dindmica da relacdo parasito-hospedeiro entre as microfildrias e os individuos de S.

nigritus amostrados da IM.

Os dados estdo organizados em dois capitulos. O primeiro, intitulado “Andlise da
ocorréncia de hemoparasitos em individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, RJ, por meio da microscopia Optica e da Reagdo em Cadeia da
Polimerase/PCR”, investiga a ocorréncia de quatro hemoparasitos: os trés ja relatados na
avifauna local (Borrelia sp., Plasmodium sp. e microfilarias) acrescidos da pesquisa pelo
protozoario Trypanosoma sp. A triagem inicial foi realizada pela microscopia optica, com o
exame de esfregacos sanguineos para a deteccdo de hemoparasitos. Para a analise molecular
via PCR, foram utilizados marcadores especificos: o ITS/ para detectar microfilarias; o 78S

rDNA para Trypanosoma sp.; o ss¥RNA para Plasmodium e o gene flaB para Borrelia sp.

O segundo capitulo, intitulado “Analise da relacdo parasito-hospedeiro entre
Mansonella sp. e individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ,
através de dados clinicos e hematoldgicos”, aborda a identificagdo taxondOmica das
microfilarias e a avaliagdo de seu impacto na satde dos primatas. A caracterizagcdo do parasito
integrou as abordagens microscopica e molecular, ao passo que a condi¢do clinica dos
hospedeiros foi aferida por meio de exames clinicos e hematoldgicos. Adicionalmente, foram
calculados trés indices epidemioldgicos e a carga parasitaria individual. Por fim, analises
estatisticas avaliaram possiveis correlagdes entre essa carga e os parametros biologicos dos

macacos-prego.



CAPITULO1

ANALISE DA OCORRENCIA DE HEMOPARASITOS EM Sapajus nigritus DA ILHA
DA MARAMBAIA, MANGARATIBA, RJ, POR MEIO DA MICROSCOPIA OPTICA
E DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE.



2 CAPITULO I: Analise da ocorréncia de hemoparasitos em Sapajus nigritus da Ilha da
Marambaia, Mangaratiba, RJ, por meio da microscopia optica e da Reacdo em Cadeia

da Polimerase.

RESUMO

O macaco-prego, Sapajus nigritus, assim como outros primatas, pode compartilhar parasitos
com os seres humanos devido a proximidade ecologica entre essas espécies. Diversos agentes
infecciosos té€m sido relatados em Sapajus spp., incluindo 7Trypanosoma sp., Plasmodium sp. e
microfilarias, comumente investigados por microscopia ¢ PCR. Na Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, Rio de Janeiro, vivem espécimes de S. nigritus préximos a areas habitadas,
contudo, até o momento, ndo havia investigacdo sobre a hemoparasitofauna nesses animais.
Este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de hemoparasitos em individuos de S.
nigritus da Ilha da Marambaia por meio da microscopia Optica e da PCR, além de comparar a
eficicia dessas duas metodologias. Os macacos-prego foram capturados com armadilhas
Tomahawk, sedados para a coleta de sangue e preparo de laminas de esfregaco sanguineo para
posterior andlise. Parte da amostra bioldgica foi utilizada para extragdo de DNA com o
protocolo fenol-cloroféormio. Na anélise molecular foram utilizados marcadores especificos:
ITS1 para deteccdo de microfilarias, /8S rDNA para Trypanosoma sp., ssrRNA para
Plasmodium sp. e flaB para Borrelia sp. O teste de McNemar foi utilizado para comparar a
eficadcia metodoldgica entre microscopia e PCR. De um total de 27 individuos de S. nigritus
capturados, microfildrias foram detectadas em 25 (92,59%) pela regido /751, em 27 pelo gene
12 rDNA (PCR) e em 22 (81,48%) pela microscopia. Trypanosoma sp. foi detectado em dois
individuos, exclusivamente pela PCR. Plasmodium sp. e Borrelia sp. ndo foram detectados
por nenhuma das metodologias. Apesar do maior numero de deteccdes de hemoparasitos por
PCR, nao houve diferenga significativa (p = 0,248) na eficacia das metodologias diagnosticas.
Conclui-se que os individuos de S. nigritus amostrados da Ilha da Marambaia apresentam alta
prevaléncia de microfilarias, baixa de Trypanosoma sp., € que a integragdo da microscopia e

da PCR minimiza o diagnoéstico de falsos negativos, garantindo a acuracia.

Palavras-chave: Microfiléria, Trypanosoma, Diagndstico.



2.1 Introducio
2.1.1 Hemoparasitos e sua importincia

A parasitologia pode ser definida amplamente como o ramo da ecologia em que um
organismo serve de ambiente para outro (Levine, 1968). Os parasitos sdo definidos como
organismos que vivem em associagdo com hospedeiros, dos quais obtém protecdo e recursos
nutricionais (Neves et al., 2018). Sob uma perspectiva ecologica, eles integram as teias
alimentares como consumidores, ocupando nichos tao fundamentais quanto os de outros seres
vivos (Rey, 2010). Os parasitos podem viver dentro ou fora do corpo do hospedeiro, sendo
chamados de endoparasitos e ectoparasitos, respectivamente (Neves et al., 2018). Ja os
hemoparasitos sdo endoparasitos encontrados no sangue do hospedeiro e, em sua maioria,

transmitidos por artrépodes hematofagos (Aratjo et al., 2022).

Evidéncias indicam que os parasitos desempenham papel fundamental na manutengao
dos ecossistemas, ao influenciarem a dinamica populacional dos hospedeiros, contribuirem
para a estruturagdo de teias alimentares, e participarem da ciclagem de nutrientes ¢ dos
processos evolutivos (Hatcher et al., 2012; Jephcott et al., 2016). Em razao desses servicos
ecossistémicos, esses organismos respondem de forma sensivel a distirbios antropogénicos,
incluindo a fragmentacdo dos habitats, mudancas climaticas, poluicdo e alteracdes na
composi¢ao das comunidades de hospedeiros (Cable et al., 2017). Diante disso, além de
atuarem como bioindicadores da saide e desequilibrio ambiental, os parasitos sao
determinantes na avaliacdo do estado sanitario da fauna. A estreita relacdo com seus
hospedeiros acarreta implicagdes para ambos que transcendem diferentes escalas temporais,

manifestando-se desde infec¢des individuais até surtos epidémicos (Hudson et al., 1982).

As Doencas Infecciosas Emergentes (DIE) em animais silvestres de vida livre podem
ser classificados em trés categorias: (i) associadas a transmissdo de patogenos de animais
domésticos para animais silvestres por meio do contato proximo; (ii) relacionadas a
intervengdes humanas; e (iii) aquelas sem envolvimento direto de animais domésticos ou
humanos, nas quais os animais silvestres atuam como reservatorios de patdgenos com
potencial de infeccdo para outras espécies ou que representam uma ameaga a sobrevivéncia
das populagdes silvestres (Daszak et al., 2000). Nesse contexto, o conceito de Satide Unica
(One Health), que reconhece a interdependéncia entre a saide humana, a saude animal e o
meio ambiente (Nederlof et al., 2025), torna-se particularmente relevante em estudos

envolvendo a fauna silvestre e patdgenos com potencial zoonotico.



2.1.2 Os Primatas como Sentinelas em Saude Publica

Os Primatas Nao Humanos (PNH) sdo hospedeiros naturais de diversos parasitos
(Strait et al., 2012). Em razao da sua proximidade filogenética com os seres humanos, que
engloba aspectos fisicos e cognitivos, os PNH desempenham um papel importante na
pesquisa biomédica e na abordagem de Satde Unica (Phillips ez al., 2014; Votypka et al.,
2020).

Podemos citar como exemplo, o caso da Febre Amarela (FA), causada pelo Virus da
Febre Amarela (VFA), pertencente ao género Flavivirus e familia Flaviviridae (Figueiredo et
al., 2020). E uma doenga viral grave presente na Africa e na América do Sul, que afeta tanto
os humanos quanto os PNH (Nederlof et al., 2025). No Brasil, o VFA ¢ transmitido por
mosquitos infectados, Haemagogus e Sabethes, envolvidos no ciclo silvestre (Mares-Guia et
al., 2020). Os primatas possuem um papel importante como sentinelas para o monitoramento
da doenca, pois sdo considerados os principais hospedeiros no ciclo silvestre (BRASIL,
2018). Entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017, sete paises da América do Sul confirmaram
casos da FA (Mares-Guia et al., 2020). No Brasil, 1659 epizootias, 779 casos em seres
humanos e 262 mortes foram registrados neste periodo, ocorrendo em sua maioria no Sudeste
do pais (BRASIL, 2018). Essa foi a mais severa epidemia de FA em 80 anos (Dietz ef al.,
2019). No ciclo de monitoramento seguinte (julho de 2017 a junho de 2018), os numeros se
elevaram significativamente: foram notificados 6.157 epizootias (704 confirmadas) e 5.052
casos humanos suspeitos, dos quais 1.127 foram confirmados, resultando em 331 obitos
(BRASIL, 2018). O impacto sobre a fauna silvestre foi devastador. Estima-se que mais de seis
mil PNH tenham morrido nos estados de Sdo Paulo e Espirito Santo apenas em 2017
(Fioravanti, 2018). No Rio de Janeiro, 752 mortes de primatas foram atribuidas a FA no
mesmo periodo (Dietz et al., 2019). Embora a transmissao em humanos tenha diminuido apos

as campanhas de vacinagdo iniciadas em 2017, as epizootias persistiram (BRASIL, 2018).

A vacinagdo ¢ a principal ferramenta de prevencdo contra FA no Brasil. A vacina
comercial viva atenuada FA 17DD, produzida pela Fundacao Oswaldo Cruz desde o final da
década de 1930, foi incorporada ao Calendéario Nacional de Vacinagdo em 1994, sendo
recomendada para criangas a partir de 9 meses de idade (Domingues ef al., 2015; Fernandes et
al., 2021). Apesar da comprovada imunogenicidade e seguranga em humanos, essa estratégia
ndo interfere diretamente no ciclo silvestre do virus, o que explica a persisténcia de
epizootias. Nesse contexto, os bugios-ruivo, Alouatta sp., sio amplamente afetados pela FA,

sendo este género de PNH considerado o mais suscetivel (Aratjo ef al., 2011; Ferreguete et
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al., 2020). Durante o periodo de surto de 2008 a 2009, foi relatada a morte de 2.013 bugios
(Almeida et al., 2012). A epidemia ocorrida de 2017 a 2018 representou uma ameaga a
populagdo da espécie que ocorre no Rio de Janeiro, Alouatta guariba clamitans, considerada
como “Vulneravel” pela Lista Vermelha da International Union for Conservation of Nature
(IUCN) (Ferreguete et al., 2020). Outro marco alarmante ocorreu em maio de 2018, quando
foi documentada a primeira morte por FA de um mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia)
(BRASIL, 2018). O evento também ¢ critico para a conservagao, uma vez que essa espécie ¢
classificada como “Em Perigo” pela IUCN. Consequentemente, observou-se um declinio de
32% no tamanho populacional da espécie em 2018, em comparagdo com os dados de 2014,
que podem ser atribuidos a FA (Dietz et al., 2019). Diante desse cenario, a vacina viva
atenuada FA 17DD contra a FA foi aplicada experimentalmente em PNH com objetivo
conservacionista, visando impedir a mortalidade em bugios e micos-ledo-dourado e reduzir as
epizootias (Miranda et al., 2022). Estudos indicam que a vacina¢do em PNH apresenta perfil
seguro ¢ eficaz, caracterizado por baixa viremia e reduzida capacidade de infeccdo em
mosquitos vetores, sem evidéncia de risco de manutencao do ciclo de transmissao (Miranda et

al., 2022; Fernandes et al., 2021)

Primatas Neotropicais (PN) frequentemente ndo apresentam sinais clinicos evidentes
ou até mesmo nenhum antes do obito (Nederlof ef al., 2025). No entanto, a vigilancia de
doencas em fauna silvestre, incluindo a observagdo dos animais em campo € a interpretagao
dos dados obtidos sdo desafiadoras e escassas (Ryser-Degiorgis, 2013). Infec¢des por
patdgenos podem estar associadas a alteragdes comportamentais sutis, como letargia,
anorexia, perda de peso corporal e diminui¢do do grooming, caracterizando os chamados
“comportamentos de doenca” (Hart, 1988). Além disso, evidéncias provenientes de primatas
do Velho Mundo, como Chlorocebus pygerythrus, indicam que individuos febris podem sofrer
alteracdes nas interagdes sociais, recebendo o dobro de agressdo e maior probabilidade de se
ferirem em comparacdo com a individuos afebris (McFarland et al., 2021). A dificuldade de
deteccdo de sinais clinicos e comportamentais contribui para a subnotificagdo de casos,
resultando em impactos significativos para as populagdes de primatas. Estima-se que apenas
10% dos primatas silvestres vitimados pela FA foram efetivamente examinados (Fioravanti,
2018). Essa subnotifica¢ao reforca a necessidade imperativa de investigar as causas de morte
de PNH, estratégia que serve também como vigilancia sentinela para futuros surtos em
humanos (Nederlof et al., 2025). Existe, contudo, variagdo na sensibilidade a infec¢ao entre

os géneros. Dentre os PN, os mais suscetiveis a FA sdo os bugios (4louatta sp.) e saguis
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(Callithrix sp.), enquanto macacos-prego (Sapajus sp.), macacos titis (Callicebus sp.) e

macacos-de-cheiro (Saimiri sp.) sdo considerados mais resistentes (Mares-Guia ef al., 2020).

Além do virus da Febre Amarela, diversos hemoparasitos que infectam os PNH
apresentam potencial zoonético ou ja sdo reconhecidos como agentes infecciosos em
humanos. Entre eles, destacam-se as microfildrias e os géneros Plasmodium sp., Borrelia sp. e
Trypanosoma sp. Ressalta-se que na Ilha da Marambaia (IM), a circulagdo dos trés primeiros

agentes ja foi detectada em aves por meio da microscopia (Brum et al., 2016).
2.1.3 O género Sapajus e a espécie Sapajus nigritus

Os macacos-prego, Sapajus sp. Kerr, 1792 (Platyrrhini: Cebidae), sdo PN com ampla
distribuicdo pela América do Sul (Lynch-Alfaro et al., 2012a). Atualmente, sdo reconhecidas
oito espécies: S. macrocephalus, S. apella, S. libidinosus, S. flavius, S. xanthosternos, S. cay,
S. robustus e S. nigritus (Lynch-Alfaro et al., 2012b), as quais ocupam grande parte do
territorio brasileiro (Lynch-Alfaro et al., 2012a; Delval et al., 2024) (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica das espécies de Sapajus sp. (Primates: Cebidae) na
América do Sul.
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Fonte: Lynch-Alfaro et al. (2012a).

Classificagdes anteriores, baseadas em caracteristicas fenotipicas, propuseram a
subdivisdo de S. nigritus em duas subespécies: S. n. nigritus e S. n. cucullatus (Groves, 2001;
Rylands et al., 2013). Atualmente, andlises genéticas de DNA mitocondrial sugerem a
separacdo desses taxons em duas espécies distintas: S. nigritus, associada a por¢ao norte da
distribuicdo, e S. cucullatus, restrita a por¢ao sul, (Rylands & Mittermeier, 2024; Szynwelski
et al., 2024), como demonstrado na Figura 1. Nao obstante, o presente estudo adota a

classificagdo conservadora, considerando S. rigritus como espécie Unica para toda a area de

abrangéncia.
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Sapajus nigritus ¢ endémico da Mata Atlantica, com distribui¢do que se estende ao sul
do Rio Doce, nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, até a regido Sul do Brasil,
alcangando os municipios de Porto Alegre e Santa Cruz. Sua ocorréncia abrange, ainda, a
provincia de Misiones, no nordeste da Argentina (Fragaszy ef al., 2004; Vilanova et al., 2005;
Szynwelski et al., 2024). A pelagem apresenta coloracdo marrom-escura, podendo ser
enegrecida. Os membros sdo mais escuros do que o restante do corpo, enquanto a regido
peitoral possui tom avermelhado (Fragaszy et al., 2004), padrao que pode variar de acordo
com a regiao geografica. A face possui coloracdo mais clara contrastando com o capuz escuro
e tufos proeminentes que podem ser eretos, voltados para os lados ou para frente (Figura 2).
Contudo, a presenca de tufos depende do estagio de desenvolvimento (variagdo ontogenética),
sendo ausente em infantes e juvenis, mas presente em subadultos e adultos (Izawa, 1980).

Figura 2 - Individuo de Sapajus nigritus.
. T '

PRSP o -
Fonte: BioDiversity4All; foto de Eden Fontes.
Segundo a IUCN, o status de conservacdo de S. nigritus € classificado como “Near
Threatened” ou “Quase Ameacgado”, principalmente devido a fragmentacdo do habitat
(Martins et al., 2019). Considerada uma espécie onivora e com plasticidade trofica, esses

macacos-prego conseguem sobreviver em fragmentos florestais, incluindo ambientes
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antropizados (Brown & Zunino, 1990). Consequentemente, ¢ frequentemente estigmatizado
como praga por produtores rurais (Ludwig ef al., 2005). Entretanto, estudos demonstram que
esses primatas prestam servicos ecossistémicos essenciais, atuando no controle bioldgico de
insetos tanto em ambientes florestais quanto em plantagdes agricolas (Mikich et al., 2015;
Liebsch et al., 2018). Tal comportamento deve-se ao fato de os invertebrados constituirem
uma importante fonte de proteina para a espécie, especialmente durante a estacdo seca

(Rothman et al., 2014; Medeiros et al., 2024).

O convivio estreito em 4reas antropizadas expde S. nigrifus € os seres humanos ao
compartilhamento de diversos patdgenos. Ja foi detectada em Sapajus spp. a presenca de
bactérias como Leptospira spp. € Mycoplasma spp., além de protozoarios (Toxoplasma gondii,
Leishmania sp., Trypanosoma sp., Plasmodium sp.) e helmintos (Dipetalonema sp.). Viroses
de importancia médica, como a ja citada Febre Amarela, Zika, Encefalite de Saint Louis,
Raiva, Hepatite A, Papilomavirus e Vaccinia, também ja foram registradas (Oliveira &

Santos, 2023; Pereira et al., 2023).
2.1.4 A Tlha da Marambaia e o contexto One Health

A Ilha da Marambaia (IM) apresenta longa histéria de ocupagdo humana (Kneip &
Oliveira, 2005), desde os séculos XVIII e XIX, periodo em que existiam as atividades
cafeeiras e postos de acolhimento e triagem de pessoas escravizadas (Pereira et al., 1990;
Conde ef al., 2005). Com a aboli¢do da escravatura em 1888, as fazendas de café entraram
em declinio, sendo a regido da IM vendida pelos herdeiros. A populagdao remanescente de
quilombo permaneceu no territorio, mantendo atividades de subsisténcia, como a agricultura
familiar e a pesca (Nobrega, 2004). Atualmente, a regido conta com mais de 430 moradores
das populagdes descendentes de pessoas escravizadas, segundo levantamento feito pela
propria comunidade em 2014 e informado pelo lider, Sr. Nilton Alves, da Associagdao de
Moradores Remanescentes de Quilombo da Ilha da Marambaia (ARQIMAR) (Penedo, 2016;
FUNDO BRASIL, 2026). A ARQIMAR atuou fortemente na estruturacdo da comunidade e
na garantia de titulagdo do territorio por meio do acordo assinado no final de 2014 (O
GLOBO, 2026) Também fazem parte da comunidade os servidores da Marinha do Brasil,
que atuam no Centro de Avaliagdo da Ilha da Marambaia (CADIM). Esta institui¢do realiza
treinamentos no local desde o século XX, quando a Ilha foi comprada pela Unido (Nobrega,
2004). A IM ¢ considerada preservada e sob protecao legal, uma vez que estd inserida na

Area de Protecio Ambiental (APA) de Mangaratiba, instituida pelo Decreto Estadual n°
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9.802/87 (RIO DE JANEIRO, 1987), refor¢cando a garantia de conservacao do ecossistema
local (Lourenco et al., 2010).

Com a presenca humana, os animais domésticos se fazem presentes. Estudos prévios
documentaram a ocorréncia de vetores e soropositividade para Leishmania spp. nos caes da
regido, indicando a circulagdo ativa da zoonose Leishmaniose Visceral Canina (LVC) na

area (Novo et al., 2013; Carmo et al., 2014).

Nessa regido também vivem animais silvestres, incluindo espécimes de
macacos-prego-preto, Sapajus nigritus. Segundo Penedo (2016), relatos da comunidade
indicam que esses primatas habitam a IM hd pelo menos 130 anos. Nota-se, contudo, um
aumento na frequéncia dos avistamentos ao longo do tempo. Uma das hipdteses para esse
fendmeno ¢ a alteracdo comportamental e a aproximagao dos animais as areas proximas aos
domicilios, motivada pelo forrageamento em cultivos de subsisténcia. Tal premissa ¢
corroborada pelo aumento dos registros visuais durante as épocas de frutificagdo (Penedo,

2016).

Neste contexto, a IM configura um cenario representativo da perspectiva One Health
(Saude Unica). Este conceito reconhece que a saude humana, animal e ecossistémica esta
interconectada, com énfase nas consequéncias, respostas e agdes em face de zoonoses
endémicas e emergentes (Mackenzie & Jeggo, 2019). A coexisténcia de populacdes
humanas, animais domésticos e silvestres em uma determinada area propicia diversas
interfaces ecologicas, que podem influenciar a circulacio e a manutengdo de agentes
infecciosos. Além disso, a ocorréncia de uma zoonose estabelecida na regido, a LVC,
associada ao relato de trés hemoparasitos (microfilarias, Plasmodium e Borrelia) com

potencial zoondtico em aves, reforca a relevancia dessa abordagem.
2.1.5 Hemoparasitos a serem investigados em Sapajus nigritus na Ilha da Marambaia
2.1.5.1 Microfilarias

A microfilaria corresponde a fase larval (Figura 3A) circulante do ciclo de vida dos
filarideos. Estes, parasitos nematoides, em sua fase adulta, se localizam nas cavidades ou
tecidos corporais do hospedeiro definitivo (Rey, 2010; Strait et al., 2012). Os filarideos da
ordem Spirurida, familia Onchocercidae, estdo divididos em diversos géneros. Dentre as
espécies de importincia médica global, destacam-se: Wuchereria bancrofti, Onchocerca
volvulus, Brugia malayi, Loa loa, Mansonella ozzardi, M. perstans e M. streptocerca (Rey,

2010; Ta-Tang et al., 2018). As trés ultimas sdo os agentes etiologicos da mansonelose,
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considerada como a filariose humana mais negligenciada (Mediannikov & Ranque, 2018;
Ritter ef al., 2025). A mansonelose apresenta ampla distribuicio geografica na Africa e na
América Latina (Ta-Tang et al., 2018). Estima-se que mais de 100 milhdes de individuos
estejam infectados com cerca de 600 milhdes vivendo em areas de risco (Debrah et al., 2017).
Dentre as espécies que infectam humanos, a M. streptocerca esta restrita a regido africana
(Ta-Tang et al., 2018). No Brasil, M. perstans foi identificada apenas na porc¢do norte da
Floresta Amazonica (Ta-Tang et al., 2018; Medeiros et al., 2023). J& M. ozzardi possui uma
distribuicdo geografica mais ampla, ocorrendo em grande parte da regido Amazodnica,

incluindo os estados de Roraima, Mato Grosso e Acre (Medeiros et al., 2023).

As microfilarias de Mansonella sao transmitidas por dipteros hematofagos
pertencentes a duas familias. Os ceratopogonideos (familia Ceratopogonidae), conhecidos
popularmente como mosquitos-pélvora ou maruins (Figura 3B), atuam como vetores das trés
espécies. Por outro lado, os simulideos (familia Simuliidae), ou moscas-negras, transmitem
M. ozzardi em algumas regides da América Latina (Ta-Tang et al., 2018). Quanto a
localizagdo dos vermes adultos no hospedeiro, os espécimes de M. perstans alojam-se nas
cavidades corporais serosas, principalmente peritoneais, podendo ocorrer também no tecido
subcutaneo. J& M. ozzardi habita a cavidade toracica e os mesentérios da cavidade peritoneal.
Por fim, M. streptocerca restringe-se aos tecidos subcutaneos da derme (Ta-Tang et al., 2018).

Figura 3 - Microfilaria e um de seus vetores. A: Microfilaria do género Mansonella sp.
visualizada em esfregaco sanguineo; B: Diptero hematofago, Culicoides milnei.

Fonte: A - Perles et al. (2023); B - Ritter et al. (2025).

No ciclo de vida da mansonelose, um artrépode infectado (Culicoides ou Simulium)
transmite larvas infectantes de terceiro estagio (L3) durante o repasto sanguineo. Estas larvas
penetram na pele do hospedeiro humano e desenvolvem-se até a fase adulta, residindo no
tecido subcutaneo ou nas cavidades corporais. Os vermes adultos produzem microfilarias que

migram para a corrente sanguinea. Ao alimentar-se de um hospedeiro infectado, o vetor
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ingere as microfilarias, as quais migram do intestino médio, através da hemocele, até os
musculos toracicos. Neste local, as microfilérias se diferenciam em larvas do primeiro estagio
(L1) e evoluem sequencialmente até o terceiro estagio (L3), processo que dura de 6 a 12 dias.
Por fim, as L3 migram para a proboscide do artropode, onde estdo prontas para infectar um
novo hospedeiro (Ta-Tang et al., 2018; CDC, 2026) (Figura 4).

Figura 4 - Ciclo de vida de Mansonella ozzardi no hospedeiro vertebrado e no vetor
invertebrado.
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Fonte: Modificado de CDC (2026).

Em PN, ja foram descritas 13 espécies de filarideos, pertencentes aos géneros
Mansonella (Tetrapetalonema) e Dipetalonema. Esses parasitos foram registrados em saguis
(Callithrix sp.), macacos-esquilo (Saimiri sp.), macacos-prego (Cebus sp. e Sapajus sp.),
macacos-aranha (Ateles sp.), bugios (Alouatta sp.) e macacos-da-noite (Aotus sp.) (Toft &
Eberhard, 1998; Strait et al., 2012). Especificamente para Sapajus flavius, Dipetalonema
gracile ja foi reportada no Nordeste do Brasil. Em relagdo ao S. nigritus, Dipetalonema sp.
foram encontradas em primatas do Rio Grande do Sul e da Argentina, sendo identificadas,
nesta ultima localidade, como Dipetalonema robini (Vanderhoeven et al., 2017; Ehlers et al.,

2023; Pereira et al., 2023).
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2.1.5.2 Plasmodium sp.

O Plasmodium (Haemosporida: Plasmodiidae) é um protozoario parasita que infecta
os eritrocitos (Rey, 2010) (Figura 5A), sendo transmitido através da picada do mosquito do
género Anopheles (Rey, 2010) (Figura 5B).

Figura 5 - Protozoario Plasmodium e um de seus vetores. A: Trofozoitos de Plasmodium sp.
visualizados em uma lamina de microscopio; B: Mosquito hematéfago Anopheles sp.

Fonte: A - Figueiredo et al. (2015); B - Google; foto de James Gathany.

O género Plasmodium ¢é o causador de uma das doengas parasitarias mais importantes
de Satde Publica do mundo, a maldria (Rey, 2010). De acordo com a OMS em 1998, 40% da
populacao mundial vive em areas de risco de infec¢do com registro de 1,5 a 2,7 milhdes de
obitos anualmente (Rey, 2010). Em 2017, foram estimados 219 milhdes de casos de malaria,
sendo 773 mil casos nas Américas e 236 mil no Brasil (WHO, 2018). Os paises africanos sdo
0s que registram maior incidéncia, com 92% de todos os casos em 2017 (WHO, 2018). Sao
conhecidas 172 espécies de Plasmodium (Leclerc et al., 2004). Dentre essas, quatro parasitam

seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale ¢ P. malariae (Leclerc et al., 2004).

Assim como o Trypanosoma, o Plasmodium possui varias formas evolutivas. O ciclo
de vida no hospedeiro vertebrado inicia-se quando a fémea do mosquito Anopheles, ao picar
uma pessoa, inocula esporozoitos de Plasmodium presentes em suas glandulas salivares. Ao
utilizar proteinas de superficie, os esporozoitos realizam o movimento de escorregamento ¢
migram através da circulacdo sanguinea e linfatica até infectarem os hepatocitos do
hospedeiro, onde ocorre uma nova infecgdo formando vacuolos parasitéforos. Dessa forma, os
esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos e se multiplicam por
esquizogonia, processo que dura de seis a 16 dias, formando esquizontes teciduais e, por fim,
merozoitos. A célula hepatica se rompe liberando os merozoitos na corrente sanguinea,

através dos merossomos, iniciando a fase eritrocitica. Embora alguns sejam fagocitados e
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destruidos pelas células de Kupffer, os que sobrevivem invadem as hemacias, onde se
desenvolvem por esquizogonia, formando novos merozoitos. Durante esse processo, formas
intermediarias sdo observadas, como os trofozoitos jovens, maduros, esquizontes e
esquizontes maduros. Esse ciclo ocorre em intervalos regulares que sdo caracteristicos de cada
espécie. Depois de algum tempo da evolugdo da infeccdo, alguns parasitos diferenciam-se em
gametocitos, forma sexuada, que nio se dividem mais no hospedeiro. Ao realizar o repasto
sanguineo, o vetor ingere estes gametocitos. No intestino médio do inseto inicia-se a
gametogénese (incluindo a exflagelacdo dos gametas) seguida da fecundacdo, formando o
zigoto. O zigoto transforma-se em ocineto (forma movel), que atravessa a parede intestinal e
se encista sob a forma de oocisto. Multiplas divisdes esporogdnicas ocorrem, dando origem
aos esporozoitos que migram para as glandulas salivares do mosquito, estando prontos para
serem inoculados em um novo hospedeiro (Rey, 2010; Bennink et al., 2016; Neves et al.,

2018; CDC, 2026) (Figura 6).
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Figura 6 - Ciclo de vida do Plasmodium falciparum no hospedeiro vertebrado e invertebrado
com as suas formas evolutivas: esporozoito, trofozoito, merozoito e gametdcito.
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As espécies de Plasmodium também causam infeccio em PNH (Alvarenga et al.,
2015), havendo casos de transmissdo para os humanos de forma natural ou acidental (Ta et
al., 2014). Globalmente, existem cerca de 29 espécies de Plasmodium que parasitam os PNH.
Na regido Neotropical destacam-se os relatos de P. falciparum, P. brazilianum e P. simium
(Oliveira & Santos, 2023). Dentre os hospedeiros primatas identificados, estdo: Afeles sp., A.
hybridus, Aotus nigriceps, Alouatta guariba clamitans, Plecturocebus dubius, P. caligatus,
Callicebus personatus, Pithecia sp., Saimiri sciureus, Cebus sp., Sapajus sp., S. flavius, S.
xanthosternos e S. robustus (Bueno et al., 2013; Alvarenga et al., 2015; Figueiredo et al.,
2015; Bueno et al., 2017; Chaves et al., 2022).
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2.1.5.3 Borrelia sp.

O género Borrelia (Spirochactales: Borreliaceae) ¢ constituido por bactérias
espiroquetas que afetam tanto humanos quanto PNH (Oliveira & Santos, 2023) (Figura 7A).
Ela ¢ transmitida pela picada de carrapatos infectados, em geral, do género Ixodes, porém, ja
foi detectada também em espécies dos géneros Rhipicephalus, Amblyomma e Dermacentor
(Rezende et al., 2012; Gongalves et al., 2013) (Figura 7B).

Figura 7 - Bactéria Borrelia e um de seus vetores. A: Bactéria B. burgdorferi visualizada na

lamina de microscopio; B: Carrapato do género Ixodes.
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Fonte: A - Carolina.com.; B - Google.

A Borrelia burgdorferi causa a Doenga de Lyme (DL), doenga multissistémica com
alta incidéncia no Hemisfério Norte e ampla distribuicdo geografica no planeta, incluindo a
Asia, Europa, América, Africa e Oceania (Kim et al., 2020). Nos Estados Unidos, a DL foi
descrita em 1975 e continua sendo uma grande preocupagdo em saude publica. Estimativas
recentes apontam uma incidéncia anual de 476.000 diagnosticos no pais (Yoshinari et al.,
2010; CDC, 2025). No Brasil, a DL foi diagnosticada pela primeira vez em 1992 (Yoshinari et
al., 2010). Apesar de apresentar todas as manifesta¢des clinicas da DL, ela difere das demais
regides, em relagdo a frequéncia dos episodios de infec¢do e aos eventos autoimunes, sendo
denominada Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY) ou borreliose brasileira (Yoshinari ef al.,

2010; Silva et al., 2020).

No ciclo de vida, larvas do carrapato eclodem e buscam os primeiros hospedeiros
(reservatérios), normalmente um pequeno mamifero ou ave. E neste momento, que os
carrapatos podem adquirir a bactéria B. bugdorferi ao se alimentarem de um animal infectado
(Figura 8A). As larvas sofrem muda e emergem como ninfas, as quais podem estar infectadas

ou ndo com a bactéria. As ninfas recém emergidas procuram um segundo hospedeiro,
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geralmente um pequeno ou médio mamifero com uma nova oportunidade de infecg¢do pela
bactéria. As ninfas ja infectadas podem transmitir as espiroquetas aos hospedeiros, incluindo
os acidentais, como seres humanos e animais domésticos (Figura 8B). Apds a muda das
ninfas, carrapatos adultos emergem e procuram um hospedeiro de grande porte (Figura 8C).
Esse hospedeiro ¢ considerado incompetente, pois os carrapatos ndo adquirem a bactéria a
partir dele. No entanto, é essencial para a manutencdo da populagdo de carrapatos. Ao se
desprender deste ultimo hospedeiro, as fémeas realizam a oviposi¢do € morrem, reiniciando o
ciclo de vida (Figura 8D) (Kurokawa ef al., 2020).

Figura 8 - Ciclo de vida da Borrelia burgdorferi nos diversos hospedeiros, incluindo os
definitivos, secundarios, acidentais e incompetentes.
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Fonte: Modificado de Kurokawa et al. (2020).

Primatas geralmente sdo utilizados como modelos experimentais para a DL (Oliveira
& Santos, 2023) visando analisar as consequéncias da infec¢@o e a extensdo da inflamagdo
cardiaca, ja tendo sido descrita a miocardite em macaco-rhesus, Macaca mulatta (Cadavid et
al., 2004). No Brasil, Borrelia ja foi relatada em 32 dentre 200 micos-ledes-da-cara-dourada
(Leontopithecus chrysomelas) no Rio de Janeiro (Santos et al., 2018). A deteccao foi
realizada por PCR, com posterior sequenciamento do gene 16S rRNA , evidenciando 99% de

similaridade com Borrelia burgdorferi. No entanto, os dados carecem de comprovacdo, uma
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vez que as sequéncias genéticas geradas no estudo, ndo foram depositadas no GenBank, até o

momento, e a arvore filogenética nao foi apresentada no estudo.
2.1.5.4 Trypanosoma sp.

Os tripanossomas (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) sdo protozodrios parasitas que
possuem um flagelo livre ou aderente ao corpo celular, além do cinetoplasto (Figura 9A). Esta
organela consiste em uma regido especializada da mitocondria que abriga uma alta
concentracdo de DNA extranuclear, o kKDNA (Rey, 2010). Esse parasito infecta diversos
insetos e vertebrados, sendo transmitido em sua maioria por vetores hematdfagos da familia
Reduviidae, popularmente conhecidos como “barbeiros” (Figura 9B).

Figura 9 - Protozoario Trypanosoma e um de seus vetores. A: Tripomastigota sanguineo de

T. minasense visualizado em uma ladmina de microscopio; B: Inseto hematdfago triatomineo,
Rhodnius prolixus.
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Fonte: A - Machado-Silva et al., 2024; B - Britannica Editors; foto de Laura Payne.

Uma tripanossomiase de bastante relevancia nas Américas ¢ a Doenca de Chagas
(DC), causada pelo Trypanosoma cruzi (Rey, 2010). Com mais de 60 linhagens ou cepas
descritas, a espécie constitui o chamado “complexo cruzi”’, defini¢ao que abrange sua ampla
variabilidade morfoldgica, fisiologica e ecologica (Rey, 2010). A Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) estimou entre 16 e 18 milhdes o niimero de individuos parasitados nas
Américas (Rey, 2010). No Brasil, a DC apresenta ampla distribuicdo no territorio nacional.
Atualmente a maior incidéncia registra-se na regiao Norte, seguida pelas regides Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste ¢ Sul (BRASIL, 2020). Entre os anos de 2010 e¢ 2016, foram
notificados 1.510 casos da Doenca de Chagas, sendo 1.220 (80,8%) no estado do Para, na
regido Norte (Cardoso et al., 2020). No cendario epidemioldgico atual, a via oral representa a
principal forma de contagio no pais. No estado do Pard, neste mesmo periodo, 84% dos casos

foram transmitidos através de alimentos contaminados (Cardoso et al., 2020).
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O T cruzi possui varias formas evolutivas durante o ciclo bioldgico em seus
hospedeiros. Nos vertebrados, formas amastigotas sdo encontradas intracelularmente, ao
passo que a forma tripomastigota circula extracelularmente (Neves et al., 2018). Os
tripomastigotas metaciclicos sdo eliminados pelas fezes ou pela urina do vetor durante ou
logo apo6s o repasto sanguineo. Durante esse momento, ocorre o contato com a pele e a
penetragdo dos tripomastigotas nas células do hospedeiro. No citoplasma transformam-se em
amastigotas, as quais se multiplicam por divisao binaria simples na célula. Subsequentemente,
ocorre a diferenciacdo inversa para a forma tripomastigota que rompe a membrana da célula
hospedeira e alcanca a corrente sanguinea, disseminando a infec¢do para outros tecidos ou
orgaos (Neves et al., 2018). O ciclo no vetor inicia-se quando o inseto triatomineo ingere os
tripomastigotas sanguineos durante o repasto. No intestino médio dos insetos, os parasitos
transformam-se em epimastigotas, forma replicativa. Por fim, migram para o reto,
diferenciando-se em formas tripomastigotas metaciclicas (forma infectante) para a
continuidade do ciclo de vida (Figura 10) (Neves et al., 2018; Pena-Callejas et al., 2022;
CDC, 2026).
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Figura 10 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado e no vetor
invertebrado, com as suas formas evolutivas: tripomastigota e tripomastigota metaciclica,
amastigota e epimastigota.
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Considerada uma antropozoonose (Cardoso ef al., 2020), o agente etioldogico também
infecta os PNH. Dentre os PN, o macaco-prego-amarelo, Sapajus libidinosus, ¢ o
mico-ledo-dourado, Leontopithecus rosalia, apresentam altas taxas de hemoculturas positivas
para T. cruzi (Jansen et al., 2018). Além dessas, a infeccao por 7. cruzi ja foi relatada para
outras espécies, incluindo Sapajus sp., S. flavius e S. apella (Bueno et al., 2017; Candido et
al., 2021; Guimaraes et al., 2022). Ademais, 7. minasense ¢ T. rangeli também infectam PNH
na Ameérica Central e do Sul (Votypka et al., 2020; Guimaraes et al., 2022). A primeira
espécie ¢ considerada mais frequentemente associada aos PNH (Machado-Silva et al., 2024),
sendo considerada ndo patogénica. Detectada inicialmente em Callithrix penicillata no século
XX (Neves et al., 2018), atualmente ha registros em outras espécies. Na Mata Atlantica, por
exemplo, Sapajus nigritus ¢ considerado o hospedeiro com maior competéncia infectiva,

comparado aos bugios (Alouatta sp.) e saguis (Callithrix sp.) (Machado-Silva et al., 2024).
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2.1.6 Métodos diagnosticos

Para a identificagdo de hemoparasitos, dois métodos sdo preferencialmente utilizados:
analise microscopica de laminas de esfregaco sanguineo e analise molecular pela Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) (Valkiunas et al. 2006).

O microscopio foi desenvolvido no século XVII, quando foi possivel ter a primeira
visualizacdo da forma dos parasitos (Parija et al., 2025a). No entanto, a microscopia sé se
consolidou como uma ferramenta fundamental para o diagndstico de infeccdo de
hemoparasitos a partir do século XX (Parija, 2025a), com o desenvolvimento das coloracdes
do tipo Romanowsky, com destaque para a colora¢do de Giemsa (Giemsa, 1904). A técnica
consiste na visualizagdo de hemoparasitos em esfregacos sanguineos em laminas de vidro.
Uma gota de sangue do hospedeiro ¢ colocada na lamina e distendida com o auxilio de uma
lamina extensora formando uma fina pelicula (OPAS, 2020). Apds a secagem ao ar, o material
¢ fixado com metanol absoluto a 100% (Singh et al., 2013; OPAS, 2020) e submetido a
coloracdo por um tempo varidvel, de acordo com a concentracdo do corante utilizado
(Giemsa, 1904; Singh ef al., 2013). A etapa final consiste na leitura da lamina, utilizando-se

preferencialmente o microscopio Optico binocular (OPAS, 2020).

Para o diagnostico de Plasmodium, a microscopia com coloragdo de Giemsa ¢
considerada padrdo-ouro e com alta sensibilidade, sendo capaz de detectar o hemoparasito
mesmo em densidades baixas, como por exemplo, de 5 a 10 parasitos/ul. de sangue (OPAS,
2020). Esse método também ¢ eficaz para detec¢ao de Trypanosoma, Borrelia e microfilarias
(Rosenblatt, 2009). Porém, para o primeiro, o esfregaco ¢ eficiente principalmente em casos
de alta parasitemia (fase aguda) (Neves et al., 2018), tendo sua sensibilidade reduzida na fase
cronica da doenga (Gomes, 2025). No caso das microfilarias, em caso de baixa parasitemia, o
método de gota espessa ¢ o mais eficaz, permitindo a deteccdo de até 10 microfilarias/mL de
sangue (Neves et al., 2018). Entretanto, o esfregaco sanguineo corado pelo Giemsa
permanece indicado para a diferenciacdo morfologica entre as espécies de microfildria (Neves
et al., 2018). Ja para Borrelia, a microscopia pode detectar concentragdes entre 10 ¢ 10°
espiroquetas/mL durante episodios de febre recorrente, observando-se, porém, uma queda

consideravel na densidade bacteriana apos esse periodo (Fotso & Drancourt, 2015).

Em razdo da baixa parasitemia observada em alguns casos, torna-se de extrema

importancia a andlise de multiplas ldminas por individuo, estratégia que aumenta a
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sensibilidade do diagnoéstico (Cheesbrough, 2009). Como alternativa para superar limitagdes

de sensibilidade, recomenda-se a utilizacao de métodos moleculares, como a PCR.

As vantagens da microscopia estdo em visualizar os estagios de desenvolvimento, a
morfologia do parasito para possivel identificacdo, além de ter bom custo-beneficio e facil
aplicabilidade de testagem, necessitando somente de um microscopio optico (Parija, 2025b).
Porém, essa metodologia apresenta limitagdes importantes. A identificacdo especifica do
hemoparasito pode ser comprometida pela sutileza das diferengas morfoldgicas, exigindo
grande experiéncia do observador para manter a acurdcia do diagnéstico (Melo, 2004). Além
disso, em casos de baixa parasitemia, a sensibilidade ¢ reduzida, aumentando a probabilidade
de resultados falsos negativos, devido a ausé€ncia de parasitos na aliquota analisada (Melo,
2004). A PCR tem se mostrado uma alternativa mais eficaz para superar essas barreiras, pois
0 parasito pode ser detectado mesmo em baixa parasitemia (Valkiunas et al. 2006). Além
disso, diante das sutis diferengas morfométricas que os parasitos podem apresentar, a
caracterizagdo molecular oferece uma maior precisdo taxonomica possibilitando a analise das

relagdes filogenéticas entre os organismos (Kimura, 1980; Morgulis et al., 2008).

A PCR ¢ uma técnica de biologia molecular onde um fragmento especifico de DNA ¢
sintetizado em bilhdes de copias in vitro (Mullis et al., 1986). Desenvolvida em 1983 por
Kary Mullis, a técnica revolucionou a ciéncia, lhe rendendo o prémio Nobel de Quimica em
1993 (THE NOBEL PRIZE, 2026). Para a amplificagdo ocorrer, alguns reagentes sao
necessarios na reagdo de PCR: o DNA de interesse, primers, desoxirribonucleotideos
trifosfatados (dNTPs), cloreto de magnésio (MgCl,) e a enzima 7ag DNA polimerase. Os
primers sdo sequéncias curtas de nucleotideos projetadas para flanquear a regido-alvo a ser
amplificada no DNA de interesse. Utiliza-se um par de primers (forward ou senso e reverse
ou antissenso) que se ligam as fitas moldes antiparalelas apds a etapa de desnaturacao. Apos o
pareamento da regido alvo pelos primers, a Tag DNA polimerase, termoestavel e proveniente
da bactéria Thermus aquaticus, catalisa a sintese das novas fitas de DNA ao incorporar os
dNTPs livres. O MgCl, atua como cofator enzimatico, essencial para a atividade enzimatica

(Sambrook et al., 1989).

O processo ocorre em um termociclador e consiste na repeti¢cao de ciclos de diferentes
temperaturas: (1) desnaturagdo (~95 °C) na qual ocorre o rompimento das pontes de
hidrogénio e a separagdo das fitas de DNA; (2) anelamento (50 a 65 °C) que permite a ligacao
dos primers as sequéncias complementares no DNA molde; (3) extensao (68 a 72 °C),

temperatura Otima para a 7ag DNA polimerase sintetizar as novas fitas complementares
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(Sambrook et al., 1989). Geralmente, essas etapas sdo repetidas por 25 a 35 ciclos, gerando
produtos que servem de molde para o proximo. Por fim, os produtos gerados sao analisados

por eletroforese em matriz de gel (agarose ou poliacrilamida) para o diagndstico.

Diversos marcadores moleculares podem ser utilizados nessa técnica. Os genes
ribossomais tém sido aplicados para investigacdo de parasitos por apresentarem regides
intergénicas evolutivamente conservadas intercaladas com regides varidveis, especificas de
cada espécie (Geysen et al., 2003). Um exemplo ¢ o gene que codifica a subunidade menor
ribossomal (/8S ¥rRNA). Esse marcador ¢ amplamente utilizado para deteccdo e diferenciacio
de géneros como Trypanosoma (Geysen et al., 2003; Sato et al., 2008; Machado-Silva et al.,
2024) e Plasmodium (Rubio et al., 1999; Figueiredo et al., 2015), sendo sensivel mesmo em

casos de baixas parasitemias (Oyedeji et al., 2007).

Outra regido gendmica amplamente utilizada para a detec¢do e distingdo de espécies
de microfilarias ¢ o [Internal Transcribed Spacer (ITS1 e ITS2). Trata-se de regides
espacadoras ndo codificantes do rDNA (Sato et al., 2008; Ta-Tang et al., 2018). Além disso,
genes mitocondriais também podem ser utilizados para diagnosticar microfilarias, como o /28
rDNA e o Citocromo C Oxidase 1 (COX1/COI) (Crainey et al., 2018). Devido a heranga
materna e a auséncia de recombinacdo, esses genes tendem a acumular muta¢des mais
rapidamente, apresentando taxas de substitui¢des superiores as do /7S, o que favorece estudos

filogeograficos e de identificacao (Vilas et al., 2005).

Para o diagnostico da Borrelia, o gene flagellin (flaB) codifica a proteina da flagelina
bacteriana, altamente conservada em espiroquetas. Diante disso, ele ¢ considerado o gene

mais sensivel para detectar o DNA deste hemoparasito (Yang et al., 2012).

Por fim, a integracdo da microscopia Optica com a PCR apresenta resultados mais
robustos, constituindo uma abordagem mais confiavel para a identificagdo de hemoparasitos

(Valkiunas et al., 2006; Nateghpour et al., 2011).
2.1.7 Justificativa

Embora existam estudos descrevendo a ocorréncia de hemoparasitos nos PNH,
investigacdes em populacdes de PN de vida livre — especialmente em ambientes insulares —
ainda sdo escassas. No caso especifico de S. nigritus, hd uma notavel caréncia de dados sobre
a riqueza e a prevaléncia desses agentes. Na Ilha da Marambaia, o conhecimento sobre a
hemoparasitofauna silvestre restringe-se a um unico estudo realizado em aves, no qual Brum

et al. (2016) identificaram protozoarios do género Plasmodium, nematodeos filarideos
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(microfilaria) e a bactéria Borrelia sp. Em contrapartida, para os macacos-prego da Ilha,
embora existam dados morfologicos e genéticos que confirmaram a espécie como S. nigritus
(Penedo, 2016, Penedo, 2020 e Penedo et al., 2021), inexistem registros publicados sobre
hemoparasitos carreados por estes animais. Sapajus nigritus ¢ o Unico primata da regido,
habitando a IM ha aproximadamente 130 anos, de acordo com o relato dos moradores. A
presenca desse primata em areas proximas a habitagdes humanas e animais domésticos
caracteriza a IM como uma interface silvestre-humano-doméstico, contexto no qual esses

primatas podem atuar como sentinelas.

Desse modo, o presente estudo justifica-se pela necessidade de ampliar o
conhecimento sobre a satde de S. nigritus na IM. Para tanto, investigou-se a presenca dos trés
hemoparasitos previamente relatados na avifauna local (Plasmodium, filarideos e Borrelia),
incluindo também o diagndstico de Trypanosoma sp., visto que S. nigritus é reconhecido por
apresentar uma alta competéncia infectiva para 7. minasense. Esta pesquisa contribui para a
vigilancia de patogenos zoonoticos na IM, integrando aspectos de conservagdo animal sob a

6tica da Satde Unica.
2.1.8 Objetivos

Os objetivos deste capitulo foram: investigar a ocorréncia de hemoparasitos em
amostras biologicas de individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, através da
microscopia Optica e da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), além de comparar a eficacia

dessas duas metodologias.
2.1.8.1 Objetivos especificos

a) Investigar a ocorréncia de hemoparasitos em amostras de individuos de Sapajus
nigritus da Ilha da Marambaia, através da microscopia Optica e da Rea¢ao em Cadeia

da Polimerase/PCR.

HO: Os S. nigritus carreiam hemoparasitos ja relatados para a avifauna silvestre da Ilha
da Marambaia; H1: Serdo encontrados outros tipos de hemoparasitos ainda ndo

relatados em outros animais silvestres na Ilha da Marambaia.

b) Comparar a eficdcia entre a microscopia Optica ¢ a Reacdo em Cadeia da

Polimerase/PCR para detec¢do de hemoparasitos em individuos de S. nigritus.

HO: A metodologia da PCR ¢ mais eficaz para detectar hemoparasitos em S. nigritus.

H1: As duas metodologias ndo diferem na eficacia de deteccao de hemoparasitos.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na Ilha da Marambaia (23°04°S e 43°53°W), municipio de
Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro. Essa area possui 42 km?, apresentando relevo
montanhoso com o pico Pico da Marambaia sendo o mais alto com 641 m de altitude
(Pereira et al., 1990). A Ilha esta ligada ao continente através de uma estreita faixa arenosa
de 40 km de extensdo, conhecida como a Restinga da Marambaia (Conde et al., 2005).
Também ¢é constituida por um importante remanescente de Floresta Atlantica no Estado do
Rio de Janeiro, ocupando uma area de 21,25 km?, com predominancia de mata secundaria
com sub-bosque denso, além de vegetagdo de Restinga e Mata Pluvial Costeira (Pereira et
al., 1990; Conde et al., 2005). O dossel alcanca 12 m de altura, mas também conta com a
presenca de arvores de até 30 m (Conde et al., 2005). J& o macroclima da regido ¢
considerado tropical com verdo chuvoso, inverno seco ¢ médias mensais de temperatura

sempre acima de 20 °C (Paula et al., 2009).
2.2.2 Captura, sedacio e identificacdo individual

Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas ¢ da Saude da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o nimero 03/2024, sendo autorizados junto
ao Sistema de Autorizacdo e Informagao em Biodiversidade (SISBIO/ICMBio), sob o nimero

93564.

As capturas foram realizadas entre abril de 2024 a julho de 2025 em idas periodicas
(1x por més) com duracdo média de trés dias das 6 h as 16 h em quatro pontos da Ilha da
Marambaia: (1) Praia do Kutuca; (2) CADIM; (3) Buraco Quente; (4) Praia da Armacgao
(Figura 11), totalizando um esfor¢o amostral de 480 h. Os pontos 1, 2 e 3 estao localizados
proximos as residéncias dos moradores, enquanto o ponto 4 encontra-se mais afastado. A

distancia entre os pontos possui média de 1,600 km.
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Figura 11 - Locais de captura de individuos de Sapajus nigritus na Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil. 1: Praia do Kutuca; 2: CADIM; 3: Buraco Quente; 4:
Praia da Armacao.
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Fonte: QGIS. Elaborado por Gustavo Quintanilha.

As quatro armadilhas Tomahawk (duas com 70x40x40 cm e duas com 115x45x45
cm, sendo CxLxA) foram levadas para todos os pontos de captura. Frutas, como banana ¢
manga, foram usadas para a ceva. Duas armadilhas foram montadas em plataformas de
bambu para dar estabilidade, e foram igcadas para o alto das arvores com auxilio de uma
corda com marimba (Figura 12A), enquanto duas foram montadas no chdo presas no tronco
de arvores (Figura 12B), pois durante as capturas, notou-se que os primatas transitavam pelo
chdo com frequéncia. As armadilhas foram monitoradas a distancia com o auxilio de um
bindculo até a captura ser efetivada. Apos a captura, as armadilhas foram trazidas até o chao
e cobertas com pano preto para diminuir o estresse provocado aos individuos. Por fim, foram
transportadas para o laboratério de campo, contendo mesa de procedimentos e insumos para
coleta do material biologico, o qual foi montado em cada ponto de captura, conforme

indicado pelo Ministério da Satide (BRASIL, 2017).
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Figura 12 - Armadilhas do tipo Tomahawk em plataforma de bambu para a captura de
individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.
A: Suspensa no tronco das arvores com auxilio de cordas; B: No chdo, presa no tronco das
arvores.

Fonte: Elaborada pela autora.

Durante as atividades de campo, a equipe utilizou todos os Equipamentos de Prote¢do
Individual (EPIs) preconizados para a realizacdo dos procedimentos de contencdo fisica e
quimica, bem como para a coleta das amostras biologicas (BRASIL, 2017). No laboratorio
de campo, os primatas foram imobilizados em um dos lados da armadilha, com auxilio de
hastes de ferro presas em suportes de madeira para serem sedados. Foi aplicada anestesia
dissociativa através do uso combinado dos anestésicos (Cloridrato de Cetamina e
Midazolam — 15 mg/Kg e 0,05 mg/Kg, respectivamente) via intramuscular, com seringas de
1 mL e agulha de 13 x 0,45 mm (Figura 13). Apos o efeito da sedacao, os animais foram
retirados das armadilhas e levados para a mesa de procedimento (Figura 13). Inicialmente, o
leitor de microchip foi passado na regido interescapular para conferir se o animal ja havia
sido capturado e microchipado anteriormente, para entdo prosseguirmos com as analises. Na
auséncia de identificagdo pelo leitor, os primatas foram identificados com microchip

subcutaneo Partners® (2x12 mm) nessa mesma regido (Penedo et al., 2021).
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Figura 13 - Amostragem de individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil. A: Processo de sedagdao de um individuo de S. nigritus;
B: Equipe atuando na identificag@o individual e na coleta de amostras biologicas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A estimativa da idade dos individuos foi realizada conforme os critérios estabelecidos
por Izawa (1980). Os infantes ndo apresentam tufos de pelo na cabeca e sdo totalmente
dependentes das maes. Os juvenis, por sua vez, sdo de tamanho maior, ainda sem a presenga
de tufos, e a testa ¢ coberta por pelos de coloragdo mais clara. O subadulto exibe
caracteristicas que se situam entre os juvenis e os adultos, sendo essa distingdo aplicavel
apenas aos machos. Os tufos de pelo no topo da cabega sdo bem definidos em ambos os
sexos; no caso dos machos, o adulto se apresenta de forma mais robusta em comparacio ao

subadulto, incluindo mandibulas proeminentes.
O sexo foi determinado por meio da avaliacdo da genitédlia externa.
2.2.3 Coleta de amostra bioldgica e preparacao dos esfregacos sanguineos

Apos a identificacdo, foi realizada a coleta de 5 mL de sangue da veia femoral de
cada individuo de S. nigritus capturado, utilizando seringas de 5 mL e agulhas de calibre 20
x 0,55 mm. O sangue coletado (2 mL) foi transferido para um tubo estéril com EDTA, o qual
foi armazenado a -20 °C até a transferéncia para o Laboratério de Genética Animal do
Departamento de Genética do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde permaneceu congelado a -20 °C até¢ a
extracdo de DNA para analise genética molecular. Logo apds a coleta, laminas de esfregaco
sanguineo também foram preparadas para cada individuo capturado para pesquisa de

hemoparasitos por meio da microscopia. Ainda em campo, as distensdes sanguineas foram
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fixadas por imersdo durante 10 min em metanol absoluto a 100% e secas em temperatura

ambiente (Singh et al., 2013).
2.2.4 Retorno anestésico, soltura e monitoramento pés-soltura

Apds o término dos procedimentos, os animais foram colocados novamente dentro
das armadilhas onde permaneceram até o retorno completo dos reflexos e do tonus muscular.
Apds ingerir banana e 4dgua, foram levados para a soltura nos mesmos locais onde haviam
sido capturados. Apds a soltura, os primatas continuavam sendo observados até a

certificagdo de que se movimentavam com seguranca.
2.2.5 Analise microscopica

No laboratorio, as distensdes sanguineas foram submetidas a coloragdo em solucao
de Giemsa a 3% por 25 min, lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente
(Singh et al., 2013). As laminas foram analisadas com um microscopio Optico EVEN®,
inicialmente com aumento de 400x e 1000x (com o6leo de imersdo) para varredura do
esfregaco para a detec¢do de possiveis hemoparasitos. O aumento de 1000x também foi

utilizado para a confirmagao e caracterizagdo morfoldgica detalhada.
2.2.6 Analise genética molecular

O DNA foi extraido utilizando o protocolo Fenol-Cloroférmio (Sambrook et al.,
1989) a partir do sangue venoso total coletado. O DNA obtido foi quantificado em gel de
agarose a 0,8% utilizando 1 pL de DNA padrdo de peso molecular de fago Lambda nas
concentragdes de 10, 25 e 50 ng/uL. como referéncia. Por meio da PCR, foram investigados
quatro hemoparasitos a partir do DNA extraido: microfilarias, Trypanosoma sp.,

Plasmodium sp. e Borrelia sp.
2.2.6.1 Detecciio de microfilarias por PCR

Foi realizada uma PCR convencional para o diagnostico das microfilarias com o par
de primers forward S.rITS1-NC5/F1 e reverse NC13R (Tabela 1), que tiveram como alvo a
amplificacdo da regido ribossomal /757 do DNA nuclear (Sato et al., 2008). As reagdes foram
preparadas para um volume final de 25 pL, contendo tampao Colorless GoTaq® Reaction
Buffer (Promega©) em concentracao final de 1x, 2 mM de MgCl, (Promega©), 0,2 mM de
mix de ANTPs (Promega®©), 0,5 uM de primers, 0,5U de Tag DNA polimerase (GoTaq® DNA
polymerase - Promega©), 2 uL. de DNA e dgua ultrapura para completar o volume final. A

amplificacao foi realizada utilizando os ciclos de temperatura descritos por Sato et al. (2008):
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iniciando com a desnaturag¢do inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de amplificagao,
consistindo de 94 °C por 45 s para manter as fitas desnaturadas, 65 °C por 60 s para o
anelamento dos primers € 72 °C por 90 s para a sintese das novas fitas complementares pela
Taqg DNA polimerase, finalizando com uma extensdo final a 72 °C por 7 min. Esperava-se
obter um fragmento de aproximadamente 200 a 300 pb em caso positivo (Tabela 1) (Sato et

al., 2008).

Além do DNA nuclear, o gene /25 rDNA do DNA mitocondrial também foi utilizado
para detecg¢do das microfilarias. Para essa reacdo, foi utilizado o par de primers forward 12SF
e reverse 12SR (Tabela 1) (Marcos et al., 2012). As reagdes foram preparadas para um
volume final de 15 puL. com a utilizagdo de 7,5 uL. do Master Mix (Nova Biotecnologia®), 1
pL de cada primer, 2 pL de DNA e agua ultrapura para completar o volume final. A
amplificacao foi realizada com ciclos de temperatura descritos por Marcos et al. (2012):
iniciando com 95 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos a 94 °C por 30 s para a desnaturagao das
fitas, 55 °C por 45 s para o anelamento dos primers ¢ 68 °C por 1min para a sintese das fitas,
finalizando com uma extensao final a 72 °C por 7 min. Esperava-se obter um fragmento de

aproximadamente 450 pb em caso positivo (Tabela 1) (Marcos et al., 2012).
2.2.6.2 Deteccao de Trypanosoma sp. por PCR

Para a detecgdo de Trypanosoma sp., foi utilizado o conjunto de primers 18ST nF2 e
18ST nR3 (Tabela 1) para amplificar um trecho do gene que codifica para a subunidade
menor ribossomal /85 rDNA. (Geysen et al., 2003). As reagdes de PCR foram preparadas
para um volume final de 15 pL utilizando 7,5 pL do Master Mix (Nova Biotecnologia®),
0,75 uL de cada primer, 3 puL de DNA e dgua ultrapura para completar o volume final. A
amplificacdo foi realizada utilizando os ciclos de temperatura descritos por Geysen et al.
(2003) com modificagdes: iniciando com a temperatura de 95 °C por 4 min, seguido de 40
ciclos de 94 °C por 30 s para a desnaturacdo das fitas, 58 °C por 45 s para o anelamento dos
primers e 72 °C por 40 s para a sintese das fitas, e extensdo final a 72 °C por 4 min.
Esperava-se obter um fragmento de 700 a 800 pb em caso positivo (Tabela 1) (Geysen ef al.,

2003).
2.2.6.3 Deteccio de Plasmodium sp. por PCR

Para a detec¢do de Plasmodium sp., foi realizada uma nested-PCR. Para a primeira
reacgdo, trés primers sao utilizados: UNR (universal), HUF (mamiferos) e PLF (Plasmodium)

(Tabela 1) para amplificar duas bandas: uma de 231 pb proveniente do anelamento dos
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primers UNR-HUF, que funciona como um controle positivo para cada amostra, e uma de
783-821 pb proveniente do conjunto UNR-PLF que demonstra a infec¢dao por Plasmodium
sp. com base na amplificacdo de um trecho do gene que codifica para o RNA (ssrRNA) da
subunidade menor ribossomal (Rubio et al., 1999). A segunda amplificacdo ¢ realizada
apenas para os individuos positivos, preparada em uma Unica reacdo (semi-nested
multiplex-PCR/SnM-PCR), com uma mistura de quatro iniciadores especificos para cada
espécie de Plasmodium e um iniciador universal. Sao utilizados os primers forward PLF e
reverse FAR para P. falciparum; MAR para P. malarie e VIR para P. vivax (Tabela 1).
Infecgdes por diferentes espécies de Plasmodium resultam em produtos de diferentes
tamanhos. Apos eletroforese em gel de agarose, uma banda de 269 pb indica infec¢io por
Plasmodium malariae, uma banda de 395 pb indica infec¢ao por P. falciparum, uma banda
de 436 pb sugere infec¢do por P. ovale e uma banda de 499 pb indica infec¢do por P. vivax.
Infecgdes mistas apresentam as bandas correspondentes (Rubio et al., 1999). A primeira
reacdo foi preparada para um volume final de 25 pL, contendo tampao Colorless GoTag®
Reaction Buffer (Promega®©) em concentragdo final de 1x, 1,5 mM de MgCl, (Promega©),
0,2 mM de mix de dNTPs (Promega®©), 0,5 uM dos primers PLF e UNR e 0,03 uM do
primer HUF, 1U de Tag DNA polimerase (GoTag® DNA polymerase - Promega®©), SuL de
DNA e agua ultrapura para completar o volume final. Em caso de individuos positivos, a
segunda reacdo ¢ preparada para um volume final de 25 pL, contendo tampao Colorless
GoTag® Reaction Buffer (Promega©) em concentracdo final de 1x, 2,5 mM de MgCl,
(Promega©), 0,2 mM de mix de dNTPs (Promega®©), os primers, 1U de Tag DNA
polimerase (GoTug® DNA polymerase - Promega©), 2 pL do produto amplificado na
primeira reacdo e agua ultrapura para completar o volume final. A amplificacdo foi realizada
utilizando os ciclos de temperatura descritos por Rubio et al. (1999): iniciando com 94 °C
por 5 min, seguida de (para a primeira reag¢ao) 40 ciclos a 94 °C por 45 s para a desnaturagao
das fitas, 62 °C por 45 s para o anelamento dos primers e 72 °C por 60 s para a sintese das
fitas, ou (para SnM-PCR) 35 ciclos de 94 °C por 20 s, 62 °C por 20 s e 72 °C por 30 s. O

ciclo final foi seguido por uma extensao a 72 °C por 10 min.
2.2.6.4 Deteccio de Borrelia sp. por PCR

Para a detecgdo de Borrelia sp., também foi realizada uma nested-PCR. Na primeira
reacdo, foi utilizado o conjunto de primers forward FlaLL e reverse FlaRL para amplificar
um fragmento de 665 pb do gene da flagelina da Borrelia (flaB) (Tabela 1) (Stromdabhl et al.,

2003). A segunda reagdo ¢ realizada em caso de individuos positivos, utilizando os primers
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forward FlaLS e reverse FlaRS para amplificar um fragmento de 354 pb do gene flaB
(Tabela 1) (Stromdahl et al., 2003). A primeira reagdo foi preparada para um volume final de
25 uL, contendo tampao Colorless GoTag® Reaction Buffer (Promega©) em concentragao
final de 1x, 2,5 mM de MgCl, (Promega©), 0,2 mM de mix de dNTPs (Promega®©), 0,8 uM
de primers, 1U de Tag DNA polimerase (GoTlaq® DNA polymerase - Promega©), 1,5 pL de
DNA e agua ultrapura para completar o volume final. Em caso de individuos positivos, a
segunda reacdo ¢ preparada para um volume final de 25 uL, contendo tampao Colorless
GoTaq® Reaction Buffer (Promega©) em concentra¢do final de 1x, 2,5 mM de MgCl,
(Promega®©), 0,2 mM de mix de dNTPs Promega©, 0,8 uM de primers, 1U de Tag DNA
polimerase (GoTug® DNA polymerase - Promega©), 2 puL do produto amplificado na
primeira reagdo e agua ultrapura para completar o volume final. A amplificacdo foi realizada
utilizando os ciclos de temperatura descritos por Stromdahl ez al. (2003): iniciando com
desnaturacdo das fitas de 95 °C por 3 min, seguida de 40 ciclos, com desnaturacdo a 95 °C
por 1 min, anelamento dos primers a 55 °C por 1 min e sintese das fitas a 75 °C por 1 min. O

ciclo final foi seguido por uma extensao a 72 °C por 10 min.
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Tabela 1: Lista dos primers utilizados nas Reacdes em Cadeia da Polimerase para detec¢do dos hemoparasitos microfilaria, Trypanosoma,
Borrelia e Plasmodium em Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, incluindo o tamanho do amplicon esperado.

Tamanho dos

Hemoparasito Tipo da PCR Reacio Primers Sequéncia 5°-3’ .
amplicons
, S.tITS1-NC5/F1 TTACGTCCCTGCCCTTTGTA
Convencional 200-300 pb
‘ ‘ . NCI3R GCTGCGTTCTTCATCGAT
Microfilaria Unica
' 12SF GTTCCAGAATAATCGGCTA
Convencional 450 pb
12SR ATTGACGGATGRTTTGTACC
, . 18ST nF2 CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA
Trypanosoma sp. Convencional Unica 700-800 pb
18ST nR3 TGCGCGACCAATAATTGCAATAC
FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT
1* reagdo 665 bp
FlaRL GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT
Borrelia sp. Nested
‘ FlaLS AACAGCTGAAGAGCTTGGAATG
2* reacao 354 pb
FlaRS CTTTGATCACTTATCATTCTAATAGC
UNR GACGGTATCTGATCGTCTT 783-812 pb
1? reacao HUF GAGCCGCCTGGATACCG (UNR-PLF) e 231
_ PLF AGTGTGTATCAATCGAGTTT 510 (UL D0E)
Plasmodium sp. Serrﬁgl?f;f:f - OVR GCATAAGGAATGCAAAGAACAG 269 pb (P
' FAR AGTTCCCCTAGAATAGTTACA malariae); 395 pb
2 reacao (P. falciparum);
MAR GCCCTCCAATTGCCTTCTG 436 pb (P. ovale);
VIR AGGACTTCCAAGCCGAAGC 499 pb (P, vivax)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Foi incluido um controle negativo para todas as reagdes de PCR, com agua ao invés
de DNA, para avaliar possiveis contamina¢des dos reagentes, além de um controle positivo.
A amplificacdo ocorreu em um termociclador (ProFlexTM PCR System - Applied
Biosystems® ThermoFisher Inc.).

Todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% adicionando 5
pL de cada produto acrescido do mesmo volume do corante Ge/Red® misturado ao tampao
de arrasto (6x Loading Buffer - Promega®©) na concentragao de 40X. O gel com os produtos
de PCR, foi submetido a eletroforese a 100V por 1h e 30 min. O resultado foi analisado no
transiluminador ClinX GenoSens 2000 e fotografado utilizando o software do aparelho. O

tamanho dos amplicons foi comparado ao DNA ladder (100 pb Ludwig Biotec LTDA.).
2.2.7 Analise estatistica para comparar a eficacia entre a microscopia e a PCR

A comparacdo entre os métodos diagndsticos foi realizada por meio de uma tabela de
contingéncia 2x2 baseada nos resultados positivos e negativos obtidos para cada individuo por
meio da amplificagdo da regido /7S/. A diferenca na taxa de detecgdo foi avaliada utilizando
o teste de McNemar, adequado para dados pareados. Também foi realizado o Teste Exato de
Fisher como analise complementar, permitindo a estimativa da razdo de chances (Odds
Ratio/OR) e o intervalo de confianga de 95%. Considerou-se o nivel de significancia de 5% (p
< 0,05) para todos os testes. As analises estatisticas foram realizadas no ambiente

computacional R versao 4.3.0 (R Core Team, 2023).
2.3 Resultados e Discussao

Foram capturados 27 macacos-prego na Ilha da Marambaia, sendo nove na Praia do
Kutuca, 15 no CADIM, um no Buraco Quente e dois na Praia da Armag¢do. Em relacao ao

sexo, foram 16 machos (7 adultos e 9 juvenis) e 11 fémeas, todas adultas (Anexo A).
2.3.1 Analise microscopica

A analise microscopica das trés laminas de esfregago sanguineo de cada individuo,
detectou 22 (81,48%) positivos para microfilaria (Figura 14), enquanto que nenhum individuo

foi positivo para Trypanosoma sp., Borrelia sp. € Plasmodium sp.
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Figura 14 - Microfilarias observadas ao microscopio Optico binocular, em laminas de
esfregago sanguineo de individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, Mangaratiba,
Rio de Janeiro, Brasil, fotografadas em um aumento de 400X. Barra de escala: 20 pm.

# w9 ) OO
i

Fonte: Elaborada pela autora.
2.3.2 Analise genética molecular

Das 27 amostras, 25 (92,59%) foram positivas para microfilaria por meio da PCR com
amplificacdo de um fragmento do /7S/. No entanto, com a amplificagdo do fragmento do
gene /2§, 27 (100%) amostras foram positivas. Na Figura 15A, estdo apresentados os
amplicons do ITSI referentes as oito amostras que foram sequenciadas (01, 03, 05, 06, 08, 09,
10 e 12) e analisadas filogeneticamente no Capitulo II. Os fragmentos sequenciados possuem
tamanho em torno de 580 pb, maior do que o esperado com a utilizagdo deste primer
(200-300 pb). Na Figura 15B, estdo apresentados os amplicons do gene /2S. Foi destacado o
resultado positivo para o individuo 02 que havia sido negativo na primeira analise com a
regido /7S] com uma banda nitida em torno de 1250 pb. Neste caso, o fragmento foi em torno
de 800 pb maior do que o esperado (450 pb) para caracterizacdo genética de microfilarias em

seres humanos. Uma banda menor em torno de 600 pb pode representar uma banda
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inespecifica. A amostra 07 apresentou duas bandas em torno de 1250 pb e 400 bp. J& a
amostra 11 apresentou trés bandas (1250 pb, 700 pb e 400 pb) (Figura 15).
Figura 15 - Géis de agarose a 1,5% com os amplicons da regido ITSI (A) e do gene 125

rDNA (B) de microfildrias em individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.

L CP 010203 04 0506CN

B L 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 CN
600 pb
500 pb Bl T Bt L
1500pb
L 08 09 10 12 CN 700pb
500pb
400pb
600 pb
500 pb

L: marcador de peso molecular (100 pb); CP: controle positivo para microfilarias; 01, 02,
03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 e 12: individuos de S. nigritus; CN: controle negativo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para Trypanosoma sp., foram positivas 2 amostras (7,4%) dentre as 27 (Figura 16).
Nao foi possivel sequenciar essas duas amostras devido a baixa concentra¢do do produto de
PCR.

Figura 16 - Gel de agarose a 1,5% com os amplicons do gene 18S rDNA de Trypanosoma sp.
em individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.

L CP 06 15 16 17 18 19 20 21 CN

L: marcador de peso molecular (100 pb); CP: controle positivo para Trypanosoma sp.; 06, 15,
16, 17, 18, 19, 20 e 21: individuos de S. migritus; CN: controle negativo. Fonte: Elaborada
pela autora.

Nenhuma amostra foi positiva para Borrelia sp. € Plasmodium sp.
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2.3.3 Analise estatistica para comparar a eficacia entre a microscopia e a PCR

A PCR detectou microfilarias em 25 dos 27 individuos analisados por meio da
amplificacdo da regido /751, enquanto a microscopia identificou 22 individuos positivos. O
teste de McNemar ndo indicou diferenca significativa entre os métodos diagnosticos y* =
1,33; p = 0,248). Esse resultado pode estar relacionado ao ntimero reduzido de pares
discordantes na analise (trés individuos), pois todos os positivados por meio da microscopia
também foram positivos pela PCR. Ja o Teste Exato de Fisher revelou diferenca significativa
entre os métodos (p = 0,028), com OR tendendo ao infinito e intervalo de confianga amplo

(0,923-00).

Dos quatro hemoparasitos investigados, foram observados dois: microfilarias e
Trypanosoma. O primeiro ja havia sido detectado em aves (Brum et al., 2016), enquanto o
segundo foi detectado pela primeira vez em S. migritus na IM. Esses resultados permitem
rejeitar a hipotese nula (HO) e corroborar a hipotese alternativa (H1), dada a constatagdo de
um parasito inédito para este hospedeiro e para esta localidade. Tanto o Trypanosoma quanto
as microfildrias, possuem potencial zoonotico, € dependendo da espécie, estdo associados a
etiologias de relevancia médica, como a Doenga de Chagas e a mansonelose. Estima-se que
75% das DIE em humanos sejam de origem zoonoética (Belay et al., 2017). Esse dado
evidencia a necessidade de monitoramento de hemoparasitos em animais silvestres, que
representam um ponto crucial de vigilancia para novas enfermidades. Nesse contexto, por ser
o unico PNH da IM e devido a sua proximidade evolutiva com os seres humanos, S. nigritus

pode desempenhar papel fundamental como sentinela (Phillips et al., 2014).

Com relagdo ao diagndstico, a deteccdo dos hemoparasitos via PCR ¢ influenciada
pela escolha do marcador molecular. Regides ribossomais nucleares, como o /7SI, sao
amplamente utilizados devido ao seu alto grau de conservagdo e a presenga de multiplas
copias no genoma, o que favorece a diferenciagdo de espécies. Entretanto, genes
mitocondriais, como o /2S5 rDNA, apresentam taxas de evolucdo mais elevadas e menor
conservagao, o que pode aumentar a sensibilidade na detec¢do de variantes. Estudos indicam
que o mtDNA ¢ mais adequado para diagnosticar espécies com monofilia reciproca devido a
sua alta taxa de mutacdo, evidenciando divergéncias genéticas sutis (Vilas et al., 2005). Tal
caracteristica pode explicar a ocorréncia de mais dois amplicons de microfilaria amplificando

um gene mitocondrial.
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Apesar da amplificagdo do marcador /2S ter resultado em 100% de deteccao de
microfilarias, foram evidenciados fragmentos de diferentes tamanhos. Desse modo, a analise
estatistica foi realizada utilizando os dados da amplificacdo do /757 (92,59% de positivos),
pois o fragmento amplificado teve o mesmo tamanho para todos os individuos positivos, além
dos produtos de PCR terem sido sequenciados (Capitulo 2). A PCR detectou trés individuos
positivos a mais em comparagdo com a microscopia, além do Trypanosoma ter sido detectado
apenas por esse método, confirmando sua maior sensibilidade diagnostica por meio do Teste
Exato de Fisher (p = 0,028). Porém, o OR tendem ao infinito com intervalos de confianca
amplo, evidenciando baixa precisdo dessa estimativa. Isso se confirmou com a detec¢do pela
PCR ndo diferir significativamente em relacdo a microscopia pelo teste de McNemar (p =
0,248) considerando os dados pareados. Desse modo, pode-se inferir que a investigacao por
meio da microscopia € eficaz, além de ser uma metodologia mais viavel em decorréncia do

seu baixo custo.

Filarideos dos géneros Mansonella (Tetrapetalonema) ¢ Dipetalonema sao comuns em
primatas silvestres com elevadas taxas de ocorréncia, muitas vezes em coinfecgdes € com
possivel compartilhamento entre espécies de hospedeiros (Figueiredo, 2025; Conga et al.,
2023), sugerindo ciclos de transmissdo complexos e continuos em 4reas naturais. Além da
Amazonia, onde apesar da incidéncia relevante desses dois géneros de filarideos, a
estabilidade destes parasitos ¢ conhecida (Figueiredo, 2025; Conga et al., 2018, 2019, 2023;
Dias et al., 2023), ha registros significativos na Mata Atlantica, em Alouatta guariba,
Alouatta g. clamitans e S. nigritus do Rio Grande do Sul (Souza et al., 2023; Ehlers et al.,
2023; Pereira et al., 2023), Callicebus nigrifrons de Minas Gerais (Neri et al., 1997) e
Callithrix invasores do Sudeste (Coimbra, 2020). No caso da IM, a alta prevaléncia de
microfilarias detectada nos individuos S. nigritus amostrados aponta para uma transmissao
ativa e estavel. Isso sugere, ndo apenas uma adaptagdo bem sucedida, mas também, a presenga

de vetores competentes.

A detec¢ao de Trypanosoma em dois individuos, exclusivamente via PCR, evidencia
uma baixa parasitemia, condi¢cdo frequentemente nao perceptivel a microscopia (Valkiunas et
al., 2006). Alternativamente, essa baixa taxa de detec¢do pode ser atribuida ao ciclo
circadiano do parasito, que oscila na intensidade da infec¢ao ao longo do dia. Por exemplo, o
T. minasense, para o qual o S. nigritus ¢ considerado um hospedeiro competente, apresenta

pico de parasitemia a partir das 16h (Deane, 1974). Visto que neste estudo, as capturas se
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iniciavam em torno das 6h e finalizavam as 16h, é possivel que o pico de parasitemia ndo

tenha sido abrangido.

Em PNH, sdo esperados niveis muito reduzidos de parasitemia de Plasmodium sp.
(Figueiredo et al., 2015). No Maranhao, Figueiredo et al. (2015) relataram apenas 7,1% de
positividade via microscopia contra 18,7% via PCR em 70 PNH (50 provenientes do CETAS
e 20 de vida livre). Similarmente, Duarte et al. (2008) investigaram 448 PNH de trés biomas:
encontrando positividade para Plasmodium na PCR (12,67% na Mata Atlantica e 6,8% na

Mata Atlantica Semi Decidua) onde a microscopia foi negativa.

A auséncia da bactéria Borrelia pode ser explicada por alguns fatores. O primeiro esta
relacionado ao comportamento do vetor. Sendo transmitida por carrapatos, o risco de infec¢ao
em PNH diminui devido ao hébito de catacdo (grooming), frequente em Sapajus e,
especificamente em S. nigritus, ocorrendo aproximadamente um evento a cada hora (Di
Bitetti, 1997; Back et al., 2019). Além disso, uma possivel baixa parasitemia pode ter
dificultado o diagnostico. Neste estudo, ao combinar duas metodologias (microscopia ¢ PCR),
nao foi detectado nenhum individuo positivo para Plasmodium sp. ou Borrelia sp. dentre os

27 individuos de S. nigritus analisados.

Por fim, considerando a elevada prevaléncia de 92,59% identificada através da regido
ITS1 e de 100% pelo gene mitocondrial /2S rDNA nos individuos de S. nigritus da IM, ¢
imprescindivel realizar uma anélise aprofundada dos indices epidemioldgicos (Bush et al.,
1997) e da dindmica da relagdo parasito-hospedeiro. Essas avaliagdes foram minuciosamente
abordadas no Capitulo II. Em contrapartida, a prevaléncia de 7,4% observada para o

Trypanosoma sp. limitou a possibilidade de conduzir andlises estatisticas significativas.
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CAPITULO 11

ANALISE DA RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO ENTRE Mansonella sp. E
INDIVIDUOS DE Sapajus nigritus DA ILHA DA MARAMBAIA, MANGARATIBA,
RJ, POR MEIO DE DADOS CLiNICOS E HEMATOLOGICOS.
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3 CAPITULO II: Analise da relagio parasito-hospedeiro entre Mansonella sp. e
individuos de Sapajus nigritus da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, por meio de

dados clinicos e hematolégicos

RESUMO

Os primatas ndo humanos (PNH) compartilham uma variedade de parasitos com os seres
humanos. Um exemplo notdvel sdo os nematodides filarideos, incluindo aqueles pertencentes
ao género Dipetalonema Mansonella. Embora sejam consideradas ndo patogénicas para os
PNH, alteragdes hematoldgicas, como a eosinofilia, ja foram documentadas em humanos em
decorréncia da infec¢do por Mansonella. O presente estudo teve como objetivo identificar as
microfilarias presentes nos individuos de Sapajus nigritus que habitam a Ilha da Marambaia,
localizada no municipio de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro, Brasil, além de avaliar os
indices epidemiolodgicos e analisar a relagdo parasito-hospedeiro por meio da associagdo entre
a carga parasitaria e parametros fisicos e hematoldgicos. Foram capturados 27 individuos de
S. nigritus, e as microfilarias foram identificadas por meio da PCR, com o sequenciamento do
ITSI, além de analise por microscopia baseada em caracteristicas morfologicas e
morfométricas. Também foram coletados dados sobre parametros clinicos e hematolégicos
para avaliar o estado de satde desses primatas. As microfilarias foram detectadas em 25
individuos (92,59%) por PCR e em 22 (81,48%) por microscopia, sendo identificadas como
Mansonella sp. Além disso, apresentaram alta intensidade e elevada abundancia média. Os
macacos-prego foram avaliados como saudaveis com base nos dados clinicos e
hematologicos. A andlise estatistica, realizada por meio de um modelo linear multivariado,
evidenciou uma correlacao positiva e significativa entre a carga parasitaria e os parametros da
série vermelha, enquanto uma correlagdo negativa nao significativa foi observada com os
parametros da série branca. Uma andlise de correlagdo com cada pardmetro hematologico
confirmou esses resultados. Esses achados sugerem que os primatas coexistem com as
microfilarias sem manifestagao evidente de patologia clinica, embora essa condicdo possa
estar associada a um aumento da suscetibilidade. Nesse contexto, torna-se particularmente
relevante compreender as interagdes entre hospedeiros e parasitas em populagdes silvestres de
PNH, sobretudo em ambientes onde had potencial de interagdo entre eles e populacdes

humanas.

Palavras-chave: Microfildria, Carga parasitaria, Tolerancia imunologica.
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3.1 Introducao

No capitulo anterior, os hemoparasitos detectados nos primatas foram apresentados de
forma geral, com énfase na ocorréncia em nivel de género. No entanto, a compreensao da
dindmica da interagdo parasito-hospedeiro demanda uma abordagem mais especifica,
considerando as particularidades bioldgicas, ecoldgicas e patogénicas dos parasitos
envolvidos. Dentre os hemoparasitos identificados, as microfilarias destacam-se por sua
elevada frequéncia de deteccdo em individuos de S. migritus, o que nao ocorreu para
Trypanosoma. Assim, neste capitulo, serd realizada a caracterizacdo morfologica e molecular
das microfilarias, seguida da andlise dos dados clinicos e hematologicos dos individuos
amostrados para elucidar aspectos da relagdo parasito-hospedeiro em um contexto de primatas

de vida livre.
3.1.1 Relacao parasito-hospedeiro

A relagdo parasito-hospedeiro ¢ uma interagdo intima e dindmica, na qual o parasito
depende do hospedeiro para completar o seu ciclo de vida (Crofton, 1971). A especializagao
do hospedeiro ¢ atribuida a compensagdes adaptativas associadas ao desempenho do parasito
em diferentes espécies, as quais estdo diretamente relacionadas a disponibilidade e a
previsibilidade relativa desses organismos explorados no ambiente (Solomon ef al., 2015). Os
parasitos conseguem influenciar a sobrevivéncia e a reprodu¢do dos hospedeiros, atuando
diretamente, por meio de efeitos patoldgicos, ou indiretamente, por meio da reducdo de sua
condicdo geral (Gillespie et al., 2008). Embora os PNH raramente apresentem sinais clinicos
evidentes decorrentes de infecgcdes parasitarias (Strait et al., 2012), a intera¢do
parasito-hospedeiro ¢ complexa e modulada por fatores ecoldgicos, imunologicos e

fisiologicos (Gillespie et al., 2008).

Padroes de mortalidade e morbidade variam significativamente conforme o contexto.
Por exemplo, Milton (1996) observou que o padrdo de mortalidade observado em bugios
(Alouatta palliata), em decorréncia de infecgdes por uma mosca-varejeira parasita
(Alouattamyia baeri), ¢ influenciado por diversas variaveis, incluindo a idade, a condicao
fisica e a carga larval do individuo afetado. J& em humanos, estudos epidemioldgicos sobre a
prevaléncia das infec¢des de microfilarias demonstram uma forte associacdo demografica
(Medeiros et al., 2009; Debrah et al., 2017). Ao realizar uma investigacao sobre a prevaléncia
de M. ozzardi em 921 individuos oriundos de comunidades ribeirinhas na regido Purus, na

Amazonia, Medeiros et al. (2009) constataram que a prevaléncia € significativamente maior
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entre homens do que entre mulheres, além de ser mais pronunciada em faixas etarias mais
avancadas em ambos os sexos. Em diversas situagdes, a auséncia de sinais clinicos evidentes
nessas infecgdes reflete um estado de equilibrio evolutivo, no qual o parasita consegue
estabelecer infecgdes cronicas de baixa patogenicidade, enquanto o hospedeiro desenvolve

tolerancia imunologica (Maizels et al., 2004).

A compreensdo da dinamica das infecgOes parasitirias demanda a realizagdo de
estudos epidemiologicos especificos fundamentados em descritores quantitativos, conforme
recomendado por Bush et al. (1997). Destacam-se: (1) a prevaléncia, que representa a
proporc¢ao de hospedeiros infectados por um ou mais individuos de uma determinada espécie
de parasito em relagdo ao total de hospedeiros examinados; (2) a intensidade média refere-se
ao numero médio de individuos de uma espécie de parasito encontrados por hospedeiro
infectado; (3) a abundancia média corresponde ao ntimero médio de individuos de uma
espécie de parasito em uma amostra de hospedeiros, incluindo aqueles ndo infectados (Bush

et al., 1997). Tais parametros sdo sensiveis ao grau de preservacao e perturbacao ambiental.

A acelerada expansdao humana em regides florestais altera a estrutura do habitat,
regimes climaticos e a ecologia, incluindo o parasitismo (Soldrzano-Garcia et al., 2023). Isso
pode impactar a prevaléncia de doencas parasitarias, mudando a abundancia, densidade dos
patogenos, além de facilitar a exposi¢ao a novos parasitos, influenciando integradamente na
saude dos ecossistemas, fauna silvestre e populacdes humanas (Soldrzano-Garcia et al.,
2023). Uma pesquisa envolvendo 286 macacos-vervet, Chlorocebus pygerythrus, revelou que
a riqueza e a abundancia de parasitos e a carga parasitaria foram maiores em ambientes
antropizados (Thatcher et al., 2018). Por outro lado, em estudo de Solorzano-Garcia et al.
(2023) ao analisarem parasitos gastrointestinais em populacdoes de mamiferos silvestres em
paisagens heterogéneas, identificaram que a riqueza parasitaria foi superior em ambientes

mais preservados, enquanto a intensidade parasitaria foi mais elevada em areas perturbadas.

Essa modifica¢do na dinamica patdogeno-hospedeiro-ambiente estd intimamente ligada
as DIE, pois a antropizacdo intensifica as interfaces entre humanos, animais domésticos,
vetores ¢ fauna silvestre, favorecendo o spillover e a circulagdo de agentes infecciosos em
diversos hospedeiros (Daszak et al., 2000). Em ambientes insulares como a IM, essas
interagdes podem assumir caracteristicas particulares. O S. nigritus, Gnico primata da Ilha,
pode atuar como hospedeiro natural e potencial de diversos parasitos infecciosos que também
acometem os seres humanos devido a proximidade filogenética, incluindo os filarideos. Nesse

contexto, analisar a relagdo parasito-hospedeiro entre os patdgenos e esses primatas permite
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compreender como fatores ecoldgicos, epidemioldgicos e fisiologicos influenciam a dindmica

das infec¢des, além de contribuir para a avaliagao de riscos zoondticos.
3.1.2 Identificacdo das microfilarias

A 1identificacdo das microfilarias por meio da microscopia baseia-se na analise de
diversas caracteristicas morfologicas, tais como a morfometria (comprimento e largura do
corpo), presenga ou auséncia de bainha, o arranjo da coluna nuclear e formato da extremidade
caudal (Mathison et al., 2019). O tamanho da microfilaria pode ser um indicativo util na
determinagdo da espécie; no entanto, a mensuragdo precisa do comprimento pode ser
dificultada caso a microfildria se apresente dobrada ou enrolada. Além disso, observa-se
frequentemente uma sobreposi¢cdo de medidas, como observado no comprimento do corpo das
espécies de Mansonella: M. ozzardi (190-200 um), M. perstans (163-203 pm) e M.
streptocerca (180 e 240 um) (Tabela 2) (Mathison et al., 2019). A detecg¢ao de bainha também
apresenta limitagdes técnicas, uma vez que a posi¢do da microfilaria pode induzir a erros de
interpretagdo. Destaca-se a auséncia desta estrutura apenas em Mansonella sp. € Onchocerca
volvulus (Figura 17) (Mathison ef al., 2019). Portanto, o arranjo da coluna nuclear, associado
ao formato da cauda, constitui o critério mais relevante para diferenciagdo de espécies
(Mathison et al., 2019). No contexto diferencial de Mansonella, M. perstans caracteriza-se
por uma cauda romba com os nucleos se estendendo até a extremidade; M. ozzardi apresenta
uma cauda longa e afilada livre de nticleos na ponta; e M. streptocerca caracteriza-se por uma
cauda em formato de gancho, com ntcleos se estendendo até¢ a ponta (Tabela 2; Figura 17)
(Ta-Tang et al., 2018).

Tabela 2: Caracteristicas morfométricas e morfologicas de trés espécies de Mansonella: M.
perstans, M. ozzardi e M. streptocerca.

Espécie Tamanho (um) Cauda Coluna nuclear
M. perstans 163 —203 Romba/Arredondada Presentes até a ponta da cauda
M. ozzardi 190 — 200 Longa/Afilada Ausentes na ponta da cauda
M. streptocerca 180 — 240 Formato de Gancho Presentes até a ponta da cauda

Fonte: Mathison et al. (2019). Elaborada pela autora.
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Figura 17 - Representacdo das caracteristicas morfologicas das microfilarias de nematodides
filarideos, incluindo a preseng¢a de bainha, formato da cauda e o arranjo da coluna nuclear.
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Fonte: Modificado de Dreamstime.com.

Marcadores moleculares nucleares e mitocondriais constituem ferramentas valiosas

para a identificacdo molecular de microfilarias por meio da técnica de PCR. Entre os alvos

nucleares destacam-se os espacadores transcritos internos (/751 e ITS2) e o gene ribossomal

58. O ITS1, por apresentar uma taxa de substitui¢ao superior a do /752 (Vilas et al., 2005),

gera fragmentos polimorficos variando entre 286 e 344 pb, dependendo da espécie (Tabela 3)

(Ta-Tang et al., 2010). J4, em relacdo aos genes mitocondriais, como o /2S5 rRNA e COXI

bem como o gene nuclear 5§ rDNA os tamanhos esperados dos amplicons sdo distintos:
aproximadamente 450 pb para o /25, 380 pb para o 55 e 680 pb para o COXI (Tabela 3)
(Marcos et al., 2012).
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Tabela 3 - Marcadores moleculares utilizados para identificar microfilarias por meio da
técnica da Reagao em Cadeia da Polimerase, detalhando o tipo (nuclear ou mitocondrial),
tamanho do fragmento e sua respectiva referéncia.

Marcador Tamanho do

molecular Tipo (Localiza¢ao) fragmento (pb) Referéncia
ITS1 Nuclear (Espagador) 286 — 344 Ta-Tang et al. (2010)
ITS2 Nuclear (Espagador) Variavel Cgl}ilr;iy;i;l' (é?)(;)g););

58 rDNA Nuclear 380 Marcos et al. (2012)

125 rDNA Mitocondrial 450 Marcos et al. (2012)
Coxl Mitocondrial 680 Marcos et al. (2012)

Fonte: Elaborada pela autora.

A espécie microfilaria pode ser identificada por meio da analise filogenética do
fragmento obtido (Kimura, 1980; Morgulis et al., 2008). Para tal, ¢ imprescindivel a

realizacdo do sequenciamento do produto da PCR.

O sequenciamento de DNA foi desenvolvido em 1977 por Frederick Sanger e seus
colaboradores, utilizando o método de terminagdo em cadeia (Sanger et al., 1977) e, entre as
décadas de 1980 e 1990, foi introduzido o sequenciamento automatizado, eliminando a
necessidade de gel de agarose para a analise da sequéncia obtida (Smith et al., 1986). Em
ambos 0s processos, a reagdo ocorre de maneira semelhante. O principio da reagdo envolve a
purificacao dos produtos da PCR para a remogao de interferentes (primers, nucleotideos livres
e enzimas), servindo como DNA molde para o processo de sequenciamento. Nesta reacdo, ¢
imprescindivel a presenga de um primer complementar, além da DNA polimerase, dNTPs e
didesoxinucleotideos trifosfatados (ddNTPs) marcados. Durante a sintese, a DNA polimerase
incorpora aleatoriamente os dNTPs e ddNTPs. A adi¢ao de qualquer ddNTP resulta na
interrup¢ao imediata da elongacdo da cadeia, devido a auséncia do grupo hidroxila (-OH) na
posicdo 3’°, impedindo a formagdo da ligagdo fosfodiéster com o préximo nucleotideo.
Anteriormente, esse processo era realizado em quatro reagdes distintas, cada uma contendo
um ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP). No contexto do sequenciamento automatizado,
os nucleotideos terminadores sao marcados com fluorocromos, possibilitando a execugdo em
um unico tubo. Os fragmentos gerados, de tamanhos variados, sdo separados por eletroforese
capilar no sequenciador automatico. Durante a migracdo dos fragmentos, um laser excita os
fluorocromos, resultando na formacdo de um eletroferograma. Assim, a sequéncia de

nucleotideos ¢ determinada pela ordem de detec¢ao dos ddNTPs, permitindo uma analise mais
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agil e precisa (Smith et al., 1986). Por fim, a sequéncia ¢ submetida a analises
bioinformaticas. Softwares como o MEGA, permitem que essas sequéncias sejam comparadas
com outras depositadas no GenBank referentes ao mesmo gene para inferéncia taxondmica
(Morgulis et al., 2008) e estimativa de distancia genética, considerando modelos de

substitui¢do de nucleotideos, como transi¢des e transversdes (Kimura, 1980).
3.1.3 Impactos clinicos e hematolégicos decorrentes de infeccdes por filarideos

Em humanos, infec¢des por Mansonella sp. sdao frequentemente associadas a
eosinofilia e ao aumento dos niveis totais de IgE, ainda que os sinais clinicos sejam leves ou
inespecificos (Ritter et al., 2025). Além disso, febre moderada, sensagdo de frio nos membros
inferiores, dores nas articulagcdes, dores de cabeca e lesdes oculares foram atribuidos a

infeccdo por M. ozzardi (Batista et al., 1960; Cohen et al., 2008; Medeiros et al., 2009).

Em PNH, manifestagdes clinicas decorrentes da infecgdo por filarideos podem ocorrer
em casos de alta parasitemia, incluindo lesdes macroscopicas patoldgicas identificadas
post-mortem (Ehlers et al., 2023; Pereira et al., 2023). A presenga dos nematoides também
pode impactar os parametros hematoldgicos dos primatas (Costa et al., 2024). Alteragdes
hematologicas em macacos-cinomolgo (Macaca fascicularis), primatas do Velho Mundo,
como: reducdo dos niveis de hemoglobina e hematdcrito, eosinofilia e aumento da proteina
total, decorrentes da infec¢do pelo filarideo Edesonfilaria malayensis, ja foram relatados
(Nonoyama et al., 1984). Ja para os PN, a literatura ¢ escassa. Existe apenas um estudo que
analisou a influéncia da infeccdo por microfilarias em mico-ledo-da-cara-dourada,
Leontopithecus chrysomelas, no qual se observou aumento nos niveis de hemoglobina em
individuos positivos (Costa et al., 2024). Esse cenario evidencia a caréncia de estudos
aprofundados sobre a sintomatologia ou alteragdes hematoldgicas associadas a essas infecg¢des

em PN (Mediannikov & Ranque, 2018).

Diante disso, a investigacdo parasitaria em PNH, mapeando areas de risco e avaliando
a relacdo hospedeiro-parasito, ¢ fundamental para monitorar a saide dessas populagdes e as
Doencas Infecciosas Emergentes, especialmente em vida livre (Soldrzano-Garcia & De Ledn,
2018; Zinner et al., 2023). Para esse proposito, os parametros clinicos e laboratoriais sdo
ferramentas fundamentais para a detec¢do de possiveis patologias associadas a presenga de
parasitos (Ferreira ef al., 2018). Entretanto, a interpretacdo dessas alteracdes enfrenta
limitagdes devido a escassez de valores de referéncia (Moore, 2000) para os PN (Lima et al.,

2014), visto que a maioria dos estudos concentra-se em primatas do Velho Mundo, como
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rhesus (Macaca mulatta) e chimpanzés (Thrigh et al., 2001; Buchl & Howard, 1997; Shah et
al., 2022; Avazi et al., 2025).

No que se refere ao género Sapajus, os dados hematologicos na literatura sdo escassos
e fragmentados, com uma predominancia de publica¢des focadas na espécie S. apella, cujos
individuos sdo exclusivamente de cativeiro, conforme detalhado na Tabela 4. Observa-se que,
para as demais espécies do género, além do ntimero reduzido de referéncias, a maioria dos
estudos também envolve animais mantidos em cativeiro (Tabela 4). Essa situacao evidencia a
necessidade urgente de ampliar o conhecimento sobre os valores de referéncia para esses PN,
incluindo estudos com animais de vida livre.

Tabela 4: Espécies do género Sapajus contempladas em estudos hematoldgicos conforme o
contexto de amostragem e referéncias bibliograficas.

Espécie de Sapajus Contexto Referéncias

Larsson et al. (1999); Naves et al.
Maior volume de estudos; (2006); Wirz et al. (2008); Nufez et

animais mantidos em cativeiro al/. (2008); Ospina et al. (2012); Silva
et al. (2023)

Animais de vida livre e Ribeiro et al. (2015); Ferreira et al.
S. libidinosus mantidos em cativeiro (2018); Abreu-Sousa et al. (2020);
Hernandez-Cruz et al. (2022)

Sapajus apella

S. flavius Animais mantidos em cativeiro Teixeira et al. (2013)
S. nigritus e Citad(.)s CQmo Sc‘zpajb.ts spp-; Flaiban et al. (2008)
S. cay animais de vida livre
Sapajus sp. Animais mantidos em cativeiro Monteiro et al. (2016)

Fonte: Elaborada pela autora.

Além dos pardmetros hematologicos, a realizagdo de um exame fisico constitui uma
abordagem complementar essencial (Flaiban et al., 2008), pois, para os referidos parametros
serem estabelecidos de maneira confiavel, é imprescindivel que os individuos se apresentem

clinicamente saudaveis no momento da coleta de sangue (Souvignet ef al., 2019).

Vale ressaltar que as alteragdes nos parametros eritrocitarios podem indicar anemia,
hemorragia ou redu¢do do volume plasmatico devido a desidratacdo, enquanto variagdes nos
leucoécitos refletem condigdes infecciosas, inflamatodrias, toxicas ou relacionadas ao estresse

(Jain, 1993).
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3.1.4 Justificativa

A atual escassez de estudos que avaliem, integradamente, os impactos decorrentes da
infeccdo por filarideos em PN limita a compreensao do papel desses parasitos na saude
individual e populacional desses animais. Nesse contexto, torna-se imperativa a identificacdo
taxondmica precisa — unindo microscopia e biologia molecular (PCR) — das microfilérias
detectadas nos individuos de S. nigritus da Ilha da Marambaia. Essa identificagdo ¢ essencial
para determinar o potencial zoondtico no parasito, considerando especialmente a possivel
transmissdo cruzada na interface silvestre-humano-doméstico, sob a perspectiva da Saude
Unica. A analise detalhada dos indices epidemioldgicos, incluindo a quantificacio da carga
parasitaria, fornece subsidios criticos para futuras estratégias de manejo, controle e
monitoramento de riscos sanitarios locais. Paralelamente, a correlagdo desses dados com os
perfis clinicos e hematologicos de S. nigritus permitira elucidar a patogenicidade da infec¢do
por microfilaria, preenchendo lacunas sobre a biologia da espécie e contribuindo para a

conservacao desses primatas.
3.1.5 Objetivos

Neste capitulo, objetivou-se: identificar as microfilarias presentes nos individuos de S.
nigritus por meio da microscopia ¢ da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), avaliar
indices epidemiologicos da infec¢do e analisar a relagdo hospedeiro-parasito com base no

exame clinico e hematoldgico dos macacos-prego.
3.1.5.1 Objetivos especificos

a) Identificar molecularmente a espécie de microfilaria detectada nos individuos de S.

nigritus da Ilha da Marambaia, por meio do sequenciamento dos produtos de PCR.

HO: As espécies encontradas correspondem as microfilarias classicamente descritos
para o género, especificamente, Dipetalonema gracile; H1: Os S. nigritus da

Marambaia carreiam microfilarias distintas das relatadas na literatura classica.

b) Estimar os indices epidemiolédgicos: prevaléncia, abundancia e intensidade média

das microfilarias nos individuos amostrados.

HO: Os individuos amostrados apresentam alta prevaléncia de infec¢ao associada a
baixa intensidade e abundancia média parasitaria, refletindo um equilibrio evolutivo
tipico de ambientes conservados; H1: Os individuos amostrados apresentam padroes

de infecgdo alterados, com mudancas na prevaléncia e aumento da intensidade e
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abundancia média parasitaria, indicativos de estresse ambiental ou maior exposi¢ao

decorrente da interface com areas antropizadas.

¢) Avaliar a relacdo parasito-hospedeiro por meio de exame clinico e hematologico

dos macacos-prego capturados, para avaliar possiveis patologias.

HO: Os primatas ndo apresentam alteragdes clinicas ou hematologicas que possam ser
associadas a infec¢do por microfilarias; H1: A presenca das microfilarias esta
associada a alteracdes patologicas detectadas, especialmente em individuos com alta

carga parasitaria.
3.2 Material e Métodos

As licengas, area de estudo, procedimentos para captura, sedagdo, identificacio
individual, coleta de amostra biologica, preparagao dos esfregacos sanguineos, retorno
anestésico, soltura e monitoramento pos-soltura estdo descritos no topico 2.2, itens 2.2.1 a

2.2.4 do Capitulo L.
3.2.1 Purificacio dos amplicons e sequenciamento

Os fragmentos amplificados para o I7S/ descritos no topico 3, item 3.2 do Capitulo I,
foram purificados utilizando o reagente ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent. Esse
reagente contém as enzimas Exonuclease I e Fosfatase Alcalina para degradar primers e
dNTPs nao incorporados da reagdo anterior. Para isso, misturaram-se 5 pL de cada produto de
PCR com 2 pL do reagente purificador. As amostras foram submetidas a um ciclo de
incubacdo a 37 °C por 15 min (para degradacdo enzimatica), seguido da inativagdo térmica a
80 °C por 15 min. Posteriormente, o sequenciamento dos nucleotideos foi realizado pelo
método de Sanger utilizando um sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems). A
analise das sequéncias brutas e a inspe¢do da qualidade dos eletroferogramas foram

conduzidas no programa BioEdit v.7.2.5, com posterior verificagao e edicao manual.
3.2.2 Analise filogenética

A identidade taxondmica das sequéncias geradas foi verificada mediante comparacao
com depositos no GenBank (NCBI) utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search
Tool (BLASTn). Foram avaliados parametros de cobertura para verificacao da (Query Cover)
e o percentual de identidade para validar a similaridade com as espécies referéncia.
Posteriormente, as sequéncias obtidas foram alinhadas com as sequéncias recuperadas do

banco de dados usando o algoritmo ClustalW. A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo

56



método de Maxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood), adotando-se o modelo evolutivo
de Kimura dois pardmetros (K2P), com 1000 repeticoes de bootstrap, (Kimura, 1980;
Morgulis et al., 2008), sendo todas as analises realizadas no software MEGA 12.

3.2.3 Analise microscopica
A analise microscopica inicial esta descrita no topico 2.2, item 2.2.5 no Capitulo I.

Adicionalmente, foi realizada a caracterizagdo morfologica e morfométrica de 30
microfilarias utilizando microscopio optico Olympus BX45® acoplado ao software de analise
de imagens D ’Cell®. Para a morfometria, foram mensurados o comprimento total e a largura
do corpo (Figura 18). Também foram avaliados os critérios morfoldgicos qualitativos:
presenga ou auséncia de bainha, tipo de cauda (romba ou afilada) e a extensdo da coluna
nuclear até a extremidade da cauda, conforme chaves taxondmicas descritas por Mathison ef

al. (2019).
Figura 18 - Esquema com a representacdo da medida do comprimento total (C) e da largura

(L) das microfilarias detectadas nos individuos de Sapajus nigritus (Primates: Cebidae) da
[Tha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.

Fonte: Elaborado pela autora e por Diogo Pignatara Coimbra.
3.2.4 Indices epidemiolégicos e carga parasitiria

Os descritores quantitativos da infecc¢do: prevaléncia, intensidade média e abundancia
média foram calculados segundo as defini¢des e recomendacdes propostas por Bush et al.

(1997).

Para a contagem das microfilarias foram analisadas trés laminas de esfregaco
sanguineo por individuo, com auxilio de um contador manual de quatro digitos. A média

obtida representa a carga parasitaria.
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3.2.5 Analise clinica

O exame clinico dos animais foi realizado sob sedagdo. A avaliagdo do estado
nutricional baseou-se no sistema de escore de condicdo corporal (Body Condition Scoring)
utilizando uma escala subjetiva de 1 (emaciado) a 5 (obeso), conforme Clingerman &
Summers (2005). Também realizou-se a inspe¢do visual e palpacdo abdominal para a

presenca de alopecia, ectoparasitos, feridas, cicatrizes e alteragdes abdominais.

A frequéncia cardiaca (batimentos por minuto, bpm) foi mensurada por auscultagao
com estetoscopio neonatal (Littmann®) (Figura 19A), enquanto a frequéncia respiratoria
(movimentos por minuto, mpm) foi determinada pela contagem dos movimentos tordcicos ou
abdominais. Os parametros vitais foram monitorados a cada cinco minutos durante todo o
procedimento, seguindo diretrizes de seguranga anestésica (MCGIL UNIVERSITY, 2025). A
temperatura corporal foi aferida por via retal com termometro digital (Cortopassi & Yanai,

2014) (Figura 19B).

Figura 19 - Andlises clinicas realizadas nos individuos de Sapajus nigritus da Ilha da
Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil. A: Frequéncia cardiaca sendo mensurada por
auscultacdo, utilizando estetoscopio neonatal; B: Temperatura corporal aferida por via retal
com termOometro digital.

Fonte: Elaborada pela autora.

A coloracao das mucosas foi classificada como normocromica ou hipocromica e a
mensuracao do tempo de preenchimento capilar foi aferida por meio de compressao gengival.
Adicionalmente, a glicemia foi determinada com uso de glicosimetro (Descarpak®)

imediatamente ap0s a coleta a partir de sangue coletado da veia femoral.
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Por fim, o estado de hidratagdao dos animais foi estimado com base na avaliacao da
elasticidade da pele, coloracdo e umidade das mucosas, presenca de enoftalmia, tempo de
preenchimento capilar e condig¢do geral (incluindo nivel de consciéncia, postura e temperatura
das extremidades). A interpretacdo desses parametros seguiu os critérios descritos por Feitosa
(2014), considerando a perda de peso corporal associada a desidratacdo da seguinte forma: até

5% (ndo aparente), 6-8% (leve), 8—10% (moderada), 10-12% (grave) e >12% (muito grave).
3.2.6 Parametros hematolégicos

Dos 5 mL de sangue coletado (descrito no topico 2, item 2.3 do Capitulo I), 0,5 mL foi
acondicionado em um microtubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como

anticoagulante para as analises hematologicas.

A contagem global de eritrdcitos e leucocitos foi realizada manualmente na camara de
Neubauer (Weiser, 2022a). O volume globular (VG) foi determinado pela técnica do
microhematocrito (Schmidt, 2017), enquanto a concentragdo de hemoglobina foi mensurada
pelo método da cianometametemoglobina, utilizando o reagente de Drabkin, em analisador
bioquimico semiautomatico (Bio-200/Bioplus®). Com base nesses parametros, os indices
hematimétricos - volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculados segundo as férmulas de Wintrobe (Schmidt,

2017).

A contagem diferencial dos leucdcitos e a estimativa plaquetaria indireta foi realizada
a partir de esfregacos sanguineos via microscopia Optica (aumento de 400X) em esfregacos
sanguineos (Brahimi et al., 2009, Weiser, 2022a). Por fim, as proteinas plasmaticas totais
(PPT) foram mensuradas utilizando refratometro manual, conforme descrito por Weiser

(2022b).

A andlise do perfil hematologico foi realizada considerando o total dos individuos
amostrados (N = 26). Posteriormente, os dados foram categorizados por sexo (machos e
fémeas adultos), por faixa etaria (machos adultos e juvenis, devido & auséncia de fémeas
juvenis) e por status parasitario. Este ultimo foi definido com base na andlise microscopica,
na qual as microfildrias ndo foram detectadas em cinco individuos (N = 0), possivelmente
devido & uma menor carga parasitaria, ¢ foram observadas em 21 individuos, com cargas

parasitarias variaveis.
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3.2.7 Analise estatistica

Inicialmente, foi aplicado um teste U de Mann-Whitney, devido a existéncia de dados
nao paramétricos conforme indicado pelo teste de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965), para
verificar se os parametros hematoldgicos diferiram de acordo com as caracteristicas
bioldgicas avaliadas (sexo, idade e status parasitario) obtendo valores de p, mediana e

intervalo interquartilico (IQR).

Para investigar a relagdo da carga parasitdria com os parametros hematologicos, foi
inicialmente realizada uma andlise de normalidade (Shapiro-Wilk) para cada parametro. Em
seguida, foi aplicado um modelo linear multivariado (manylm) (Kutner, 2005), considerando
como resposta os parametros hematologicos divididos em série vermelha (eritrdcitos,
hemoglobina, hematécrito, VGM e CHGM) e série branca (leucdcitos, eosinofilos,
neutrofilos, linfocitos e monocitos), e como preditora, a carga parasitaria. A carga parasitaria
foi considerada tanto em seu valor original quanto transformada por logaritmo (log/p), com o
objetivo de reduzir a assimetria da distribui¢do e minimizar a influéncia de outliers.
Entretanto, considerando que os dados apresentaram forte padrio de agregagdo entre os
hospedeiros, a carga parasitaria foi mantida em sua escala original (Wilson et al., 1997). Os
resultados demonstraram significancia por meio do valor de p, e a forca de associagdo por
meio do valor de R? de Hooper. A visualizagdo dos resultados foi realizada por meio de
graficos de dispersdo com ajuste linear (geom smooth) para cada variavel, permitindo uma

interpreta¢do conjunta.

Adicionalmente, foi utilizada uma analise de correlagdo para investigar a associagao
isolada entre a carga parasitaria e cada pardmetro hematoldgico, incluindo as plaquetas e as
proteinas plasmaticas totais, as quais ndo entraram na analise multivariada. O coeficiente de
correlagdo de Pearson foi utilizado para os dados com distribuicdo normal e o coeficiente de
Spearman para dados ndo paramétricos (Pearson, 1895; Spearman, 1904). Os resultados das
correlagdes incluiram o coeficiente de correlacio e o valor de p para cada pardmetro

hematoldgico. Para visualizacdo, foi criado um heatmap usando ggplot?.

Considerou-se o nivel de significancia de 5% (p < 0,05) para todos os testes. As
andlises estatisticas e a confec¢do dos graficos foram realizadas no ambiente computacional R

versao 4.3.0 (R Core Team, 2023).
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3.3 Resultados e Discussao

As informagdes referentes ao codigo, identificagdo do microchip, data de captura,
local, sexo, idade e peso dos 27 macacos-prego capturados encontram-se detalhadas no Anexo
A.

3.3.1 Identificacio da microfilaria através da genética molecular

A triagem molecular por PCR demonstrou maior taxa de detec¢do do parasito, com
positividade em 25 individuos (92,59%; n = 25/27) por meio do /TSI, e 100% (n =27/27) por

meio do gene /25 em comparagdo aos 22 detectados (81,48%; n = 22/27) via microscopia.

Para caracterizacdo molecular foram selecionadas oito amostras da regido /751 que
apresentaram amplicons de alta qualidade e pureza (Anexo B). As sequéncias foram
depositadas no GenBank sob os niimeros de acesso de PX684364 - PX684371. A sequéncia
de consenso gerada abrangeu uma regido composta pela extremidade 3’ do gene /8S rDNA, o
espacador interno transcrito (/757) e a extremidade 5° do gene 5.8S rDNA. A andlise de
similaridade (BLASTn), revelou 100% de cobertura (Query Cover), E-value de 0.0 e 91,48%
de Percent Ildentity com M. ozzardi, além de 100% de Query Cover, 4e-108 de E-value e
93,21% de Percent Identity com M. perstans.

Consistente com a baixa identidade nucleotidica percentual com M. ozzardi e M.
perstans, a analise filogenética posicionou as sequéncias obtidas neste estudo em um clado
monofilético distinto com 99% de sustentagdo, recuperado como clado irmao de M. ozzardi,
com suporte de bootstrap de 80% (Figura 20). Todas as sequéncias do GenBank utilizadas

para a construg¢do da arvore encontram-se detalhadas no Anexo C.
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Figura 20 - Arvore filogenética com base no método de Méaxima Verossimilhanca a partir de
fragmentos de 440-496 pb da regido /7S] de microfilarias detectadas em amostras de sangue
de oito individuos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio

de Janeiro, Brasil. As sequéncias em cinza representam as amostras analisadas neste estudo.
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Loa loa, Equatorial Guinea, Homo sapiens

Dipetalonema gracile, AM/Brazil, Saguinus bicolor
Wuchereria bancrofti, RR/Brazil, Homo sapiens
Onchocerca volvulus, AM/Brazil, Homo sapiens
Acanthocheilonema reconditum, Taiwan, Dog
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Dirofilaria immitis, Taiwan, Dog
Ascaris lumbricoides, AM/Brazil, Chiropotes utahicki

0,50

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Identificacdo da microfilaria através da microscopia

Mansonella atelensis, French Guiana, Alouatta macconnelli
Mansonella streptocerca, Equatorial Guinea, Homo sapiens

Na andlise microscopica, observou-se auséncia de bainha em todas as microfilarias

(Figura 21), caracteristica diagndstica compativel com o género Mansonella. Além disso,

observou-se na extremidade anterior um curto espago cefalico com dois nucleos e cauda

romba, com nucleos estendendo-se até¢ a extremidade (Figura 21), caracteristica descrita para

Mansonella perstans (Tabela 5). Embora esse padrao morfolégico qualitativo se assemelhe ao

descrito na literatura para M. perstans, houve divergéncia nos pardmetros quantitativos.
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Figura 21 - Microfilarias de Mansonella sp. apresentando curto espaco cefalico com dois
nlcleos e cauda romba com nucleos até a extremidade (setas), observadas em esfregaco
sanguineo de Sapajus nigritus capturado na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de
Janeiro, Brasil. Barra de escala: 20 um.

R

Fonte: Elaborada pela autora.

A analise morfométrica registrou um comprimento médio de 133,62 + DP 22,11 um e
largura média de 3,28 +£ DP 0,48 um. Essas dimensdes sdo inferiores aos valores de referéncia
descritos tanto para M. perstans quanto para M. ozzardi (Mathison et al., 2019) (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparagdo das caracteristicas morfologicas e morfométricas das microfilarias
detectadas neste estudo em relagdo a Mansonella ozzardi, M. perstans e M. streptocerca.

Caracteristica Este estudo M. perstans M. ozzardi M. streptocerca
Comprimento (um) 133,62 £22,11 -(163-203) -(190-200) - (180-240)
Largura (um) 3,28+0,48 5 5 5
Auséncia de bainha + + + +
2 nticleos na N N ] )
extremidade anterior
Cauda romba + + - -
Coluna nuclear até a N N ) .

ponta da cauda
Fonte: Ta-Tang et al. (2018); Mathison et al. (2019). Elaborada pela autora.

Diante principalmente das divergéncias relativas ao comprimento e largura, muito

abaixo das demais espécies, as microfilarias foram identificadas como Mansonella sp.
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3.3.3 Indices epidemiolégicos e carga parasitiria

A prevaléncia de microfilarias nos individuos de S. nigritus amostrados por meio da
microscopia foi de 81,48% = DP 7,48 (IC 95%: 61,92-93,70%), a intensidade média foi de
92,01 £ DP 31,10 (IC 95%: 27,42—156,58) e a abundancia média foi de 74,97 + DP 26,15 (IC
95%: 21,22—-128,72) (Tabela 6). A carga parasitaria (média de trés esfregacos sanguineos) de
cada individuo esta detalhada na Tabela 6.

Tabela 6 - Carga parasitaria de Mansonella sp. de cada individuo de Sapajus nigritus da Ilha
da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil, incluindo dados sobre sexo e idade.

ID Sexo Idade Carga parasitaria
IMSO01 M Adulto 32
IMS02 F Adulto 0
IMS03 M Juvenil 223,33
IMS04 F Adulto 4,33
IMSO05 M Adulto 19,66
IMS06 M Adulto 546,33
IMS07 F Adulto 0
IMSO08 M Juvenil 3
IMS09 M Juvenil 55,66
IMS10 M Juvenil 14,66
IMS11 F Adulto 0
IMS12 F Adulto 160,66
IMS13 M Juvenil 67,66
IMS14 M Juvenil 3,33
IMS15 F Adulto 0
IMS16 M Adulto 440
IMS17 F Adulto 2,5
IMS18 F Adulto 149,33
IMS19 F Adulto 0
IMS20 M Adulto 13,66
IMS21 M Juvenil 1
IMS22 M Juvenil 37,66
IMS23 F Adulto 4
IMS24 M Adulto 168,66
IMS25 F Adulto 26
IMS26 M Adulto 73
IMS27 M Juvenil 32

IMS: Ilha da Marambaia Sapajus; F: Fémea; M: Macho. Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.4 Analise clinica dos individuos de Sapajus nigritus

A andlise clinica foi realizada em 26 macacos-prego, uma vez que nao foi possivel
fazer as medi¢coes em um individuo, e o nivel de glicose no sangue foi aferido em 24
individuos. Os valores dos parametros clinicos de peso, escore corporal, frequéncia cardiaca e
respiratoria, tempo de preenchimento capilar, temperatura corporal e glicemia foram
calculados para todos os individuos e posteriormente estratificados por categoria etaria
(adultos vs. juvenis) e sexo (machos vs. fémeas) (Tabela 7). Os animais foram considerados

saudaveis de acordo com o escore corporal (Fortman et al., 2018).

Em relacio ao estado de hidratagdo, 10 individuos foram classificados como
hidratados, 11 como levemente desidratados ¢ 5 como desidratados. Quanto a coloracao das
mucosas, 19 individuos apresentaram mucosas normocoradas e 7 apresentaram mucosas

palidas.
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Tabela 7 - Parametros clinicos de 26 individuos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil,
separados por classe etéria e sexo, expressos como média + desvio padrao.

Parametros

Total Adultos Juvenis Machos Fémeas
Numero de individuos 26 (24 para Glicemia) 18 9 16 11

Peso corporal 2,41 £ 0,86 2,80 £0,80 1,71 £ 0,34 2,42 £ 1,12 2,40+ 0,31

Escore Corporal 2,90 £ 0,37 3,03+0,33 2,69 +0,37 2,73 +£0,32 3,14+0,32
Frequéncia Cardiaca 247,08 £ 52,03 242,06 + 58,68 259,37 £ 39,22 247 + 58,26 247,18 + 44,88
Frequéncia Respiratoria 112,38 +25,89 112,71 +£ 29,52 113,5+19,26 107,46 + 19,48 119,09 + 32,87

Tempo de Preenchimento 1,2 +0,45 1,20+ 0,53 1,06 0,18 1,03+ 0,13 1,45+ 0,61

Capilar

Temperatura Retal 39,46 £ 0,71 39,36 £ 0,82 39,71+ 0,39 39,6 £ 0,38 39,27+ 0,1

Glicemia 121,92 + 53,46 107,37 + 34,65 130,29 + 47,53 132,38 £ 62,09 109,54 + 40,47

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.5 Parametros hematolégicos dos individuos de Sapajus nigritus

A analise do perfil hematologico foi realizada com sucesso em 26 individuos de S.
nigritus (uma vez que nao foi possivel obter esses dados para um individuo) e foi comparado
com diversas referéncias, considerando o género Sapajus, para uma melhor amplitude dos
dados (Tabela 8). Destaca-se que foi observada agregacdo plaquetdria em 21 (80,7%)
individuos (Figura 22), requerendo cautela na interpretagdo quantitativa das plaquetas para
estes individuos.

Figura 22 - Agregado plaquetdrio e microfilaria observados em esfregaco sanguineo de
Sapajus nigritus capturado na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 8 - Parametros hematoldgicos de 26 individuos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil, com
os respectivos valores de referéncia para o género Sapajus.

Parametros Média DP Mediana EP 1C95% Valores de referéncia
Eritrocitos (x10°%/uL) 6,01 0,40 5,99 0,08 5,85-6,17 4,43'- 6,822
Hemoglobina (g/dL) 14,03 1,08 14 0,21 13,60 - 14,47 11,02° - 15,10*

Hematocrito (%) 43,54 3,21 43 0,63 42,24 - 44 .84 37,97° - 46,60*
VCM (fL) 72,40 1,19 72,45 0,23 71,92 - 72,88 67,90° - 82,30*
CHCM (g/dL) 32,21 0,34 32,2 0,07 32,08 - 32,35 27,64° - 33,747

PPT (g/dL) 7,47 0,67 7,5 0,13 7,20 - 7,75 6,80° - 9,00°
Leucocitos (x103/uL) 14.688,46 4.903,09 14,65 961,57 12.708,06 - 16.668,86 7.200° - 21.660°
Eosinofilos (x103/uL) 726,92 812,05 430,50 159,25 398,92 - 1.054,92 210'°-903"
Neutrofilos (x103/uL) 10.899,65 4.207,5 11.311,5 825,16 9.200,21 - 12.599,1 3.000" - 16.320°

Linfocitos (x10%/p) 2.767,61 1.417,36 2.318,5 277,97 2.195,13 - 3.340,10 3.101% - 4.590°
Monocitos (x103/uL) 273,57 207,49 189,00 40,69 189,77 - 357,39 186'" - 860°
Plaquetas (x103/uL) 123.300 118.500 69.200 13.600 95.320 - 151.220 53.000® - 455.440"

DP: Desvio Padrao; EP: Erro Padrao; 1C95%: 95% Intervalo de Confianga; PCV: VCM: Volume Corpuscular Médio, CHCM: Concentragdao de
Hemoblobina Corpuscular Média; PPT: Proteina Plasmatica Total; 'Silva et al. (2023); *Naves et al. (2006); *Hernandez-Cruz et al. (2022);
*Souvignet et al. (2019); *Ospina (2009); °Teixeira (2013); 'Ramalho (2014); ®Abreu-Sousa et al. (2020); *Ospina et al. (2009); "Ferreira et al.
(2018); "Ramalho (2014); "“Monteiro et al. (2016). Fonte: Elaborada pela autora.
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No perfil hematologico segundo a faixa etaria, os machos adultos apresentaram
maiores valores para os parametros da série vermelha e PPT, enquanto os machos juvenis
apresentaram maiores valores para os parametros da série branca e plaquetas (Tabela 9). O
teste U de Mann-Whitney identificou diferencas significativas nos eritrocitos (p = 0,03),
hemoglobina (p = 0,02), hematocrito (p = 0,01) e VCM (p = 0,04) (Tabela 9). Além disso,

leucocitos e linfocitos apresentaram tendéncia a diferenca entre os grupos (p = 0,05).

No perfil hematolégico segundo o sexo, os machos adultos demonstraram maiores
valores para os parametros da série vermelha, com excecdo do CHCM, além de plaquetas,
linfécitos e monocitos, enquanto fémeas adultas apresentaram maiores valores de leucdécitos,
eosinodfilos e neutrdfilos (Tabela 10). Foram observadas diferengas significativas nos
eritrocitos (p = 0,04), hemoglobina (p = 0,02), hematdcrito (p = 0,01), VCM (p = 0,02) e

linfocitos (p = 0,04), com maiores valores nos machos (Tabela 10).

No perfil hematolégico segundo o status parasitario, os individuos positivos para
Mansonella sp. apresentaram um padrdo sugestivo de resposta inflamatoria, caracterizado por
maiores valores de leucocitos, linfocitos, monoécitos e neutrofilos, sendo este ultimo
significativamente maior em comparagdo aos individuos negativos (p = 0,04) (Tabela 11). No
entanto, esses parametros se encontram dentro dos valores de referéncia, ndo indicando um
quadro patologico. Além disso, os individuos positivos apresentaram menores valores para os

parametros da série vermelha (Tabela 11).
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Tabela 9 - Parametros hematologicos de 16 machos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil,
categorizados por faixa etéria.

Faixa etaria

Parametros Machos adultos (N =7) Machos juvenis (N=9) Teste U
Mediana (IQR 25°-75°) Mediana (IQR 25°-75°) Valor de p
Eritrocitos (x10°%/uL) 6,35 (6,26—6,64) 5,91 (5,53-6,1) 0,03*
Hemoglobina (g/dL) 15,15 (14,8-15,57) 13,50 (12,8-14,4) 0,02*
Hematocrito (%) 47 (46,25-48.5) 42 (40-45) 0,01*
VCM (fL) 73,65 (73-73,85) 72,3 (71,1-73) 0,04*
CHCM (g/dL) 32,2 (32,02-32,3) 32,1 (32-32,4) 0,9
PPT (g/dL) 7,6 (7,45-7,75) 6,8 (6,6-7,4) 0,1
Leucocitos (x10%/uL) 10.250 (7.670-17.250) 16.800 (14.700-20.900) 0,05
Eosinofilos (x10%/uL) 256,5 (201,75-352,50) 486 (294-836) 0,17
Neutroéfilos (x103%/uL) 8.002,5 (5.414,25-13.659) 11.928 (11.703-14.652) 0,22
Linfocitos (x10%/p) 2.060 (1.836-2.654,5) 4.031 (2.646—4.698) 0,05%*
Mondcitos (x10%/uL) 173 (153,5-189.,5) 402 (168—444) 0,11
Plaquetas (x10%/uL) 97.500 (45.750-167.250) 123.000 (87.000-210.000) 0,29

DP: Desvio Padrao; VCM: Volume Corpuscular Médio, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; PPT: Proteina Plasmatica
Total; Teste U: teste U de Mann-Whitney; *Significativo (p < 0,05). Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 10 - Pardmetros hematologicos de 18 individuos adultos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de
Janeiro, Brasil, categorizados por sexo.

Sexo
Parametros Machos adultos (N =7) Fémeas adultas (N=11) Teste U
Mediana (IQR 25°-75°) Mediana (IQR 25°-75°) Valor de p

Eritrocitos (x10°%/ul) 6,35 (6,26—6,64) 5,92 (5,71-6,06) 0,04*
Hemoglobina (g/dL) 15,15 (14,8-15,57) 13,6 (13,25-14,25) 0,02*
Hematocrito (%) 47 (46,25-48,50) 42 (41,50-43,50) 0,01*
VCM (fL) 73,65 (73-73,85) 71,90 (71,5-72,70) 0,02*
CHCM (g/dL) 32,2 (32,02-32,30) 32,3 (31,95-32.5) 0,76
PPT (g/dL) 7,6 (7,45-17,75) 7,8 (7,2-8,1) 0,69
Leucocitos (x103/uL) 10.250 (7.670-17.250) 13.400 (10.600-15.750) 0,51
Eosinofilos (x10%/uL) 256,5 (201,75-352,50) 534 (242-949) 0,39
Neutroéfilos (x10%/uL) 8.002,50 (5.414,50-13.659) 9.916 (8.079,5-12.524,5) 0,72
Linfocitos (x10%/p) 2.060 (1.836,75-2.654,50) 1.651 (1.381,50-2.720,50) 0,45
Mondcitos (x103/uL) 173 (153,5-189.,5) 168 (130,5-325) 0,88
Plaquetas (x10%/uL) 97.500 (45.750-167.250) 96.000 (66.000-126.250) 0,80

DP: Desvio Padrao; VCM: Volume Corpuscular Médio, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; PPT: Proteina Plasmatica
Total; Teste U: teste U de Mann-Whitney; *Significativo (p < 0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

71



Tabela 11 - Parametros hematologicos de 26 individuos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro,
Brasil, categorizados de acordo com o status parasitario avaliado por meio da microscopia.

Status parasitario

Parametros Positivos (N =21) Negativos (N=5) Teste U
Mediana (IQR 25°-75°) Mediana (IQR 25°-75°) Valor de p

Eritrocitos (x10%/ul) 5,92 (5,62-6,34) 6,04 (5,99-6,08) 0,64
Hemoglobina (g/dL) 13,90 (13,1-15,1) 14,10 (13,90-14,40) 0,69
Hematdcrito (%) 43 (41-47) 43 (43-44) 0,67
VCM (fL) 72,7 (71,7-73,6) 71,80 (71,80-72,40) 0,70
CHCM (g/dL) 32,10 (32-32,40) 32,40 (32,30-32,70) 0,19
PPT (g/dL) 7,40 (7-7,80) 7(7,2-8) 0,53
Leucocitos (x103/uL) 14.700 (13.400-19.000) 8.900 (8.000-12.700) 0,07
Eosinofilos (x10%/uL) 423 (222-836) 560 (350-1.016) 0,56
Neutrofilos (x10%/uL) 11.928 (9.916-14.652) 6.319 (5.840-9.9006) 0,04*
Linfocitos (x10%/p) 2.646 (1.617-3.916) 2.030 (1.651-2.225) 0,40
Mondcitos (x10%/uL) 278 (158-402) 160 (127-168) 0,14
Plaquetas (x10%/uL) 123.000 (75.000-177.000) 66.000 (66.000-96.000) 0,27

DP: Desvio Padrao; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média; PPT: Proteina Plasmatica
Total; Teste U: teste U de Mann-Whitney; *Significativo (p < 0,05). Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3.6 Analise estatistica entre a carga parasitaria e os parametros hematologicos

A andlise multivariada indicou efeito significativo da carga parasitaria de Mansonella
sp. sobre os parametros da série vermelha (p = 0,03), com o coeficiente de determinacgao
multivariado R? = 0,1764, indicando que a carga parasitaria explicou 17,6% da variabilidade
dos parametros hematoldgicos, e sugerindo um efeito explicativo moderado (Figura 23).
Além disso, foi observado que os valores de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito se

elevam com o aumento da carga parasitaria (Figura 23).

Em relagdo a série branca, ndo foi observado efeito significativo da carga parasitaria
de Mansonella sp. sobre os parametros (p = 0,22) com coeficiente R> = 0,0887, indicando que
a carga parasitaria explica apenas 8,8% da variagdo global desses parametros (efeito
explicativo fraco) (Figura 24). Porém, foi observado que os valores de leucocitos, neutrofilos

e eosindfilos diminuem com o aumento da carga parasitaria (Figura 24).
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Figura 23 - Modelo linear multivariado mostrando a relacdo entre os pardmetros
hematologicos da série vermelha e a carga parasitaria de Mansonella sp. em 26 individuos de
Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.
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Fonte: RStudio; Elaborada pela autora.
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Figura 24 - Modelo linear multivariado mostrando a relagdo entre os pardmetros
hematoldgicos da série branca e a carga parasitaria de Mansonella sp. em 26 individuos de
Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, Brasil.
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Fonte: RStudio; Elaborada pela autora.

A andlise de correlacdo entre a carga parasitaria de Mansonella sp. e cada pardmetro
hematologico revelou diferentes padrdes de associacdo. Conforme o coeficiente de correlagao
de Pearson, observamos uma correlagio moderada positiva significativa entre a carga
parasitaria de Mansonella sp. e os valores de eritrocitos (» = 0,49, p = 0,012), hematocrito (r
= 0,45, p = 0,022) e hemoglobina (» = 0,42, p = 0,031), indicando que individuos com
maiores cargas parasitarias tendem a apresentar aumento desses parametros (Figura 25). Em
contrapartida, foram observadas correlagdes fracas negativas e nao significativas entre a
carga parasitaria de Mansonella sp. e as contagens de neutrofilos (r =-0,3, p = 0,142) e de
leucocitos totais (r = -0,31, p = 0,122), sugerindo que esses parametros tendem a diminuir,
porém, sem alteracdo significativa (Figura 25). Utilizando o coeficiente de Spearman, que
considera relagdes ndo lineares, observamos uma correlacdo fraca negativa com tendéncia
significativa entre a carga parasitaria de Mansonella sp. e os eosindfilos (p = -0,38, p =
0,053), indicando que este pardmetro diminui quase significativamente com o aumento da

carga parasitaria (Figura 25).
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Figura 25 - Andlise de correlagdo mostrando os efeitos positivos e negativos na relagdo
entre a carga parasitiria de Mansonella sp. e todos os parametros hematologicos em 26
individuos de Sapajus nigritus capturados na Ilha da Marambaia, Mangaratiba, Rio de
Janeiro, Brasil.
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Fonte: RStudio; Elaborada pela autora.

Neste estudo, registramos pela primeira vez Mansonella sp. em S. nigritus, com alta
prevaléncia (92,59% individuos positivos por PCR por meio do /757 e 100% por meio do
gene /25 rDNA). As andlises filogenéticas da regido /7S agruparam nossas sequéncias
proximas a M. ozzardi (80% de bootstrap), porém formando clado distinto e bem sustentado
(99%). A identidade nucleotidica foi de 91,48% com M. ozzardi e 93,21% com M. perstans.
Apesar da amplificacdao de regides conservadas (/8S e 5.8S rDNA), a divergéncia consistente
nas sequéncias sugere a presenca de uma Mansonella sp. distinta. Essa diferenciagdo pode ser
influenciada pelo contexto insular da area de estudo, uma vez que o isolamento geografico e a
area reduzida podem moldar a diversidade genética, segundo a Teoria da Biogeografia de
Ilhas (MacArthur & Wilson, 1967), ou seja, em populagdes pequenas e isoladas, variantes
genéticas podem se fixar de forma aleatdria ao longo do tempo, resultando em diferenciacdo
genética. Ademais, a identificagdo de Mansonella por meio da microscopia e da PCR leva a
rejeicdo da hipotese nula (HO) e ao aceite da hipotese alternativa (H1), evidenciando o
primeiro registro desse género de filarideo em S. nigritus. Além da alta prevaléncia, também
foram observadas alta intensidade de infeccao e elevada abundancia média das microfilarias
observadas por microscopia. Pela IM ser considerada uma regido conservada, era esperado o
oposto, pois uma maior intensidade e abundancia podem estar relacionadas a condigdo fisica
precaria do hospedeiro devido a um maior estresse (Thatcher et al., 2018; Solorzano-Garcia

et al., 2023), ocorrendo em areas antropizadas. Neste caso, valores elevados de intensidade e
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abundancia média parasitaria podem relevar um estado de cronicidade da relagdo entre as

microfilarias e os individuos de S. nigritus.

Devido a inexisténcia de valores de referéncia especificos para S. nigritus de vida
livre, comparamos nossos dados com parametros gerais para Sapajus spp. (Flaiban et al.,
2008), em animais de vida livre, embora sem investigacdo de hemoparasitos. Os valores da
série vermelha (eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito/PCV, VCM, CHCM), plaquetas e PPT
foram consistentes com a literatura (Tabela 8). Entretanto, as plaquetas apresentaram grande
variagdo, podendo ser devido a agregagao plaquetaria observada na maioria das amostras, o
que dificultou a mensuragdo precisa. Em primatas, a coleta de sangue ¢ dificil, feita mediante
captura em armadilha e o estresse favorece a liberagdo de fatores teciduais que ativam as
plaquetas rapidamente, resultando em agregacao plaquetdria (Corewyn et al., 2023). Em
relacdao aos valores médios mais elevados de leucocitos, eosinofilos e neutrofilos, estes ainda
se mantiveram nos valores de referéncia (Tabela 8). As contagens médias de linfocitos e
monoécitos foram menores em comparagdo com outros estudos, porém também

permaneceram no intervalo de confianga (Tabela 8).

Quanto ao sexo, corroborando achados prévios (Souvignet et al., 2019; Larsson et al.,
1999), as fémeas apresentaram menores contagens de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito
em relacdo aos machos, com diferengas estatisticamente significativas (p = 0,04, p = 0,02, p =
0,01, respectivamente) (Tabela 10). Esse padrio pode estar relacionado a fatores
fisiologicos,podendo ser atribuido a menstrua¢do das fémeas (Souvignet ef al., 2019) ou a

maior massa muscular dos machos (Larsson et al., 1999).

Estudo prévio relatou que individuos juvenis apresentam valores mais elevados de
hematocrito, hemoglobina e linfocitos, além de menores contagens de neutrofilos em
comparagdo aos adultos (Souvignet et al., 2019). No presente estudo, entretanto, apenas os
linfécitos apresentaram valores mais elevados em juvenis, enquanto hematocrito e
hemoglobina foram inferiores, e os neutrofilos superiores, quando comparados aos adultos
(Tabela 9). Os valores de linfocitos apresentaram tendéncia a diferenca significativa (p =
0,05), confirmando a premissa de que o leucograma seria influenciado apenas pela idade

(Riviello & Wirz, 2001).

Considerando o status parasitario com o diagnodstico de microfilarias por microscopia,
as contagens de eritrocitos, hemoglobina, VCM e CHCM foram menores em individuos

positivos para microfilarias, enquanto os valores de PPT e plaquetas foram maiores (Tabela
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11). As contagens de leucécitos, neutrofilos, linfocitos e monocitos foram maiores em
individuos positivos, enquanto os eosin6filos foram menores (Tabela 11). Nos animais, os
leucocitos sdo responsaveis pela prote¢do do organismo contra diversos patdgenos
(Abreu-Sousa et al., 2020). Neste estudo, os valores de leucocitos ndo diferiram
significativamente (p = 0,07) entre individuos positivos e negativos. Os linfdcitos, que podem
refletir alteragdes na replicacdo celular decorrentes de agentes infecciosos (Lapin, 1973;
Weinberg, 2014), também ndo diferiram significativamente (p = 0,40). Eritrdcitos,
hemoglobina e hematdcrito auxiliam no diagnostico de anemia e na avaliagdo de sua
gravidade (Thrall ef al., 2015). Os valores de eritrocitos e hemoglobina foram menores em
individuos positivos, enquanto tiveram o mesmo valor de hematdcrito; entretanto, nado
diferiram significativamente dos individuos negativos (Tabela 11). Além disso, os valores de
hemoglobina e hematocrito estdo dentro da faixa de referéncia para Sapajus spp. (Tabela 8),
indicando que esses individuos ndo estavam anémicos. Dos 26 individuos, apenas seis
apresentaram mucosas palidas, enquanto 16 estavam desidratados. A desidratagdo pode
mascarar a anemia, tornando necessarios os valores de PPT para avaliagdo (Barger, 2003).
Contudo, neste caso, os valores de PPT nao variaram substancialmente e ndo diferiram

significativamente (p = 0,53) entre individuos positivos e negativos (Tabela 11).

Na analise multivariada, foi observado efeito significativo da carga parasitaria nos
parametros da série vermelha, e ndo significativo na série branca. Porém, foi observado um
aumento nos valores de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito com o aumento da carga
parasitaria (Figura 23), enquanto foi observado um decréscimo do valor de leucocito,
eosinofilo e neutrdfilo (Figura 24). Na andlise de correlacdo, foi observada uma correlacio
moderada positiva significativa entre os pardmetros da série vermelha, particularmente
eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito (Figura 25). Achado semelhante foi relatado em
micos-ledes-de-cara-dourada infectados por microfilarias, que demonstraram valores de
hemoglobina mais elevados em individuos positivos (Costa et al., 2024). Em contraste, os
parametros da série branca (especialmente leucécitos, eosinodfilos e neutréfilos), apresentaram
correlacdo fraca negativa e ndo significativa com a carga parasitaria em nosso estudo (Figura

25).

A presenca de microfilarias no hospedeiro ¢ geralmente associada a anemia (Bezerra
et al., 2021; Parkouda et al., 2024). Nesses casos, a anemia ¢ considerada nao regenerativa,
com curso clinico crénico e inicio lento, frequentemente acompanhada de neutropenia e

trombocitopenia (Bezerra et al., 2021). Os §. nigritus analisados da IM nao estavam
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anémicos, uma vez que os valores de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito estavam dentro
dos valores de referéncia. Embora os valores de neutrofilos tenham sido maiores em
individuos positivos, a correlagdo com a carga parasitaria de Mansonella sp. foi negativa (r =
-0,3), ou seja, quanto maior carga parasitaria, menor a contagem de neutréfilos, corroborado
por achados anteriores (Bezerra ef al., 2021). Niveis elevados de eosinodfilos sao tipicamente
observados em infec¢des causadas por M. perstans, devido a reagdo imunologica do
hospedeiro contra os vermes filariais adultos (Baird et al., 1988; Ta-Tang et al., 2018). Neste
estudo, ocorreu o oposto: os valores de eosindfilos diminuem com o aumento da carga
parasitaria (Figura 24), refletindo seus menores valores em individuos positivos em
comparagdo aos negativos, embora sem diferenca significativa (p = 0,56) (Tabela 11). Um
estudo demonstrou que individuos infectados por M. ozzardi apresentam respostas
imunologicas semelhantes a individuos ndo infectados. Foram observadas respostas
linfoproliferativas comparaveis frente a antigenos filariais e nao relacionados, além de
padrdes semelhantes na producdo de citocinas regulatorias (Abrahim et al., 2019). Esses
achados sugerem que a infeccdo por esse filarideo ndo produz alteragdo significativa na
resposta imune. Isso ¢ consistente com o presente estudo, uma vez que a série branca
apresentou correlacdo fraca negativa com a carga parasitaria de Mansonella sp. Desse modo,
a hipotese nula (HO) e alternativa (H1) surpreendentemente se sobrepdem, pois mesmo com
alta carga parasitaria, os individuos de S. nigritus ndo apresentam sinais clinicos de doencas

decorrentes dessa infeccao.

Ao ser avaliada a resposta imune de individuos infectados por M. perstans, foram
detectados baixos niveis de citocinas inflamatorias e regulatérias, produzindo um perfil
imunolédgico atenuado que indicou forte imunomodulagdo induzida pelo parasito (Ritter et
al., 2018). Neste estudo, foi observado que individuos adultos apresentam valores mais
elevados dos parametros da série vermelha, enquanto juvenis apresentaram maiores valores
da série branca. Esse padrdo pode estar relacionado ao tempo de infeccdo. Os adultos,
potencialmente expostos ao patogeno por periodos mais prolongados, podem desenvolver
uma adaptacao fisioldgica, com uma resposta inflamatoria cronica e modulada. Nos juvenis,
possivelmente com estagios de infeccdo mais recentes, tendem a apresentar um sistema
imune mais ativo, responsivo € ndo modulado. Os mecanismos de adaptacdo do parasito ao
hospedeiro seguem as mesmas regras de adaptacdo ao ambiente, como condi¢do para a
sobrevivéncia da espécie (Ferreira, 1973), resultando em uma tolerancia adaptativa que reduz

a reatividade imunolégica do hospedeiro aos seus parasitos (Sprent, 1959). Ainda assim, a
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correlacdo negativa entre a carga parasitdria e os parametros da série branca, enfatizando a
tendéncia na diminuicao dos eosinéfilos, pode indicar um enfraquecimento do sistema imune
dos primatas, o que pode ser critico, caso sejam infectados por outro parasito, tornando-os

mais suscetiveis.

Diante dessa possivel adaptagao bem-sucedida, tornam-se essenciais estudos futuros
para confirmar a espécie do filarideo detectado, bem como investigar os vetores envolvidos,
seu potencial zoondtico e sua real influéncia sobre a satde dos individuos de S. nigritus,

unico hospedeiro identificado até o momento.
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4. CONCLUSOES

Os 27 individuos de Sapajus nigritus amostrados na Ilha da Marambaia apresentaram
prevaléncia de 92,59% de microfilarias por meio da PCR utilizando o marcador /7S5/. Em
contraste, Trypanosoma sp. apresentou baixa ocorréncia, sendo detectado apenas em dois

individuos.

Nao ha evidéncias da circulagdo de Plasmodium sp. e Borrelia sp. nos individuos de
S. nigritus amostrados, dada a auséncia de detec¢ao tanto por microscopia Optica quanto por

PCR.

A PCR detectou um maior numero de individuos positivos em relagdo a microscopia;
no entanto, ndo houve diferenga significativa quanto a precisdo entre os métodos de
diagndstico empregados. A combinagdo de ambas as técnicas ¢ recomendada para maximizar

a acuracia e minimizar falsos negativos.

A identificacdo das microfilarias foi realizada por meio do sequenciamento da regido
ITS1, indicando que elas provavelmente ndo correspondem as espécies previamente descritas

de Mansonella, hipdtese também sustentada pela andlise morfométrica da microfilaria.

Apesar das altas taxas de prevaléncia, intensidade e abundancia média parasitaria, os
espécimes de S. nigritus apresentaram-se clinicamente higidos de acordo com os parametros

clinicos e hematologicos avaliados no estudo.

Os parametros hematoldgicos dentro das faixas de referéncia e a correlagdo fraca e
ndo significativa entre a carga parasitaria e a série branca sugerem um estado de tolerancia

imunologica ou uma resposta modulada a infec¢ao por Mansonella sp.

A relagdo filogenética estreita entre as sequéncias de Mansonella sp. detectadas em S.
nigritus e M. ozzardi reforca a importancia do monitoramento da interface
parasito-hospedeiro em ambientes silvestres, especialmente em areas de sobreposi¢do entre

humanos e PNH, como na Ilha da Marambaia.
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ANEXOS

ANEXO A - DADOS REFERENTES AOS MACACOS-PREGO, Sapajus nigritus, CAPTURADOS NOS QUATRO PONTOS DA ILHA
DA MARAMBAIA, MANGARATIBA, RJ (continua).

Codigo Identificacao (microchip) Data Local Sexo Idade Peso (kg)
IMSO1 934000011723417 26/04/2024  Praia do Kutuca M Adulto 2,810
IMS02 939000004095885 27/06/2024  Praia do Kutuca F Adulto 2,410
IMS03 934000011723437 25/07/2024 Eﬁ:@i M Juvenil 1,350
IMS04 939000004095930 25/07/2024 iﬁ:@‘; F Adulto 2,020
IMS05 939000004095941 26/07/2024 CADIM Adulto 2,700
IMS06 939000004096337 26/07/2024 CADIM M Adulto 2,900
IMS07 900233003307431 04/10/2024 CADIM F Adulto 2,770
IMS08 900233003307435 14/12/2024 CADIM M Juvenil 1,250
IMS09 900233003307432 14/12/2024 CADIM M Juvenil 1,920
IMS10 900233003307425 22/01/2025 Praia do Kutuca M Juvenil 1,640
IMS11 900233003307421 20/02/2025 CADIM F Adulto 2,280
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ANEXO A - DADOS REFERENTES AOS MACACOS-PREGO, Sapajus nigritus, CAPTURADOS NOS QUATRO PONTOS DA ILHA
DA MARAMBAIA, MANGARATIBA, RJ (continua).

IMS12

IMS13

IMS14

IMS15

IMS16

IMS17

IMS18

IMS19

IMS20

IMS21

IMS22

IMS23

900233003307424

900233003307423

900233003307433

900233003307411

900233003307422

900233003307434

900233003307412

900233003307415

900233002207414

900233003307413

900233003307420

900233003307419

21/03/2025

21/03/2025

21/03/2025

01/05/2025

24/06/2025

24/06/2025

24/06/2025

25/06/2025

25/06/2025

25/06/2025

22/07/2025

22/07/2025

CADIM
CADIM
CADIM
Buraco Quente
CADIM
CADIM
CADIM
CADIM
CADIM
CADIM
Praia do Kutuca

Praia do Kutuca

< X

< X K

Adulto

Juvenil

Juvenil

Adulto

Adulto

Adulto

Adulto

Adulto

Adulto

Juvenil

Juvenil

Adulto

3,000
1,940
1,150
2,000
4,790
2,450
2,460
2,600
4,600
2,030
1,980

2,150
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ANEXO A - DADOS REFERENTES AOS MACACOS-PREGO, Sapajus nigritus, CAPTURADOS NOS QUATRO PONTOS DA ILHA
DA MARAMBAIA, MANGARATIBA, RJ (conclusio).

IMS24

IMS25

IMS26

IMS27

900233002207416

900233003307417

900233003307418

900233003307486

22/07/2025

23/07/2025

23/07/2025

23/07/2025

Praia do Kutuca

Praia do Kutuca

Praia do Kutuca

Praia do Kutuca

Adulto

Adulto

Adulto

Juvenil

3,220
2,240
3,000

1,780

IMS: Ilha da Marambaia Sapajus; F: Fémea; M: Macho. Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO B - SEQUENCIAS DO ITSI PARA IDENTIFICACAO DAS
MICROFILARIAS PRESENTES NOS INDIVIDUOS DE Sapajus nigritus DA ILHA
DA MARAMBAIA, MANGARATIBA, RJ, COM SEUS RESPECTIVOS CODIGOS
DE ACESSO DO GenBank (continua).

IMSO01 - PX684364.1

AACCTTACGAGGTGGAGATTCTTTGGTGGAAACCGCTTTAATCGCAGTGGCTTGA
ACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA
ACGAGCTTCAAAACAAATACATAATAACAATAAAATGTTATCCATAATTATTATTACT
ATTCATTTTTATTAATTGCTATTTTAATATCTAATGAATAGTTAAATAATAATTGATAC
AATTGAATTAACGGTGATATACGTTGGTGTCTATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAA
CCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTAATTAATTTTTGATAAGAAATTAA
TTAAGTAGACTTAATAAGCATTTATGCTAAATATGCTACCAACAAATAAATACACAC
ACATACATACAATTGTAATTTTTAGAAAAAAATAAAAAAAA

IMSO03 - PX684365.1

GCTGTTTTGAAACCTTACGAGGTGGAGATTCTTTGGTGGAAACCGCTTTAATCGCA
GTGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGA
AGGATCATTAACGAGCTTCAAAACAAATACATAATAACAATAAAATGTTATCCATAA
TTATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGCTATTTTAATATCTAATGAATAGTTAAATAA
TAATTGATACAATTGAATTAACGGTGATATACGTTGGTGTCTATACTTTATCCAAATT
ATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTAATTAATTTTTGAT
AAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTATGCTAAATATGCTACCAACAAAT
AAATACACACACATACATACAATTGTAATTTTTAGAAAAAAATAAAAAA

IMSO05 - PX684366.1

GGAGACTGCTGTTTTGAAACCTTACGAGGTGGAGATTCTTTGGTGGAAACCGCTT
TAATCGCAGTGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
CTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCAAAACAAATACATAATAACAATAAAATGTT
ATCCATAATTATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGCTATTTTAATATCTAATGAATAG
TTAAATAATAATTGATACAATTGAATTAACGGTGATATACGTTGGTGTCTATACTTTA
TCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTAATTAA
TTTTTGTTAAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTATGCTAAATATGCTACC
AACAAATAAATACACACACATACATACAATTGTAATTTTTAGAAAAAAATAAAAAA

IMSO06- PX684367.1

TGTTTTGAAACCTTACGAGGTGGAGATTCTTTGGTGGAAACCGCTTTAATCGCAGT
GGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAG

GATCATTAACGAGCTTCAAAACAAATACATAATAACAATAAAATGTTATCCATAATT

ATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGCTATTTTAATATCTAATGAATAGTTAAATAATA
ATTGATACAATTGAATTAACGGTGATATACGTTGGTGTCTATACTTTATCCAAATTAT

CGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTAATTAATTTTTGATAA
GAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTATGCTAAATATGCTACCAACAAATAA

ATACACACACATACATACAATTGTAATTTTTAGAAAAAAATAAAAAA
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ANEXO B - SEQUENCIAS DO ITSI PARA IDENTIFICACAO DAS
MICROFILARIAS PRESENTES NOS INDIVIDUOS DE Sapajus nigritus DA ILHA
DA MARAMBAIA, MANGARATIBA, RJ, COM SEUS RESPECTIVOS CODIGOS
DE ACESSO DO GenBank (conclusiao).

IMSO08 - PX684368.1

AGACTGCTGTTTTGAAACCTTACGAGGTGGAGATTCTTTGGTGGAAACCGCTTTA
ATCGCAGTGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT
GCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCAAAACAAATACATAATAACAATAAAATGTTAT
CCATAATTATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGCTATTTTAATATCTAATGAATAGTT
AAATAATAATTGATACAATTGAATTAACGGTGATATACGTTGGTGTCTATACTTTATC
CAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTAATTAATT
TTTGATAAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTATGCTAAATATGCTACCA
ACAAATAAATACACACACATACATACAATTGTAATTTTTAGAAAAAATAAAAAA

IMSO09 - PX684369.1

GGAAACCGCTTTAATCGCAGTGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAACAAGGTTTC
CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCAAAACAAATACATAATAA
CAATAAAATGTTATCCATAATTATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGCTATTTTAATA
TCTAATGAATAGTTAAATAATAATTGATACAATTGAATTAACGGTGATATACGTTGGT
GTCTATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGA
TAGCTTAATTAATTTTTGWTAAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTATGC
TAAATATGCTACCAACAAATAAATACACACACATACATACAATTG

IMS10 - PX684370.1

TGAGCCGTTTCGAGAAAAGCGGAGACTGCTGTTTTGAAACCTTACGAGGTGGAG
ATTCTTTGGTGGAAACCGCTTTAATCGCAGTGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTA
ACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCAAAACAAA
TACATAATAACAATAAAATGTTATCCATAATTATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGC
TATTTTAATATCTAATGAATAGTTAAATAATAATTGATACAATTGAATTAACGGTGAT
ATACGTTGGTGTCTATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAA
GATAAAGCGATAGCTTAATTAATTTTTGATAAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAA
GCATTTATGCTAAATATGCTACCAACAAATAAATACACACACATACATACAATTGTA
ATTTTTAGAAAAAAATAAAAAAGAAATTTTTAACTCTTAGCGG

IMS12 - PX684371.1

GAGCCGTTTTGAGAAAAGCGGAGACTGCTGTTTTGAAACCTTACGAGGTGGAGAT
TCTTTGGTGGAAACCGCTTTAATCGCAGTGGCTTGAACCGGGCAAAAGTCGTAAC
AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCAAAACAAATA
CATAATAACAATAAAATGTTATCCATAATTATTATTACTATTCATTTTTATTAATTGCTA
TTTTAATATCTAATGAATAGTTAAATAATAATTGATACAATTGAATTAACGGTGATAT
ACGTTGGTGTCTATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGA
TAAAGCGATAGCTTAATTAATTTTTGATAAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGC
ATTTATGCTAAATATGCTACCAACAAATAAATACACACACATACATACAATTGTAATT
TTTAGAAAAAATAAAAA
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ANEXO C - DESCRICAO DAS SEQUENCIAS DO I7SI DO GenBank UTILIZADAS

NESSE ESTUDO.
Regido intergénica /7S]
Caodi
OHE0s Espécie filaria Hospedeiro Localidade
GenBank
MZ727043.1 Dipetalonema gracile Saguinus bicolor Amazonas/Brasil
Roraima/Brasil
EU272178.1 Wuchereria bancrofti Humanos oralr’na. rasie
Africa
MT341521.1 Mansonella atelensis Alouatta macconnelli Guiana Francesa
KX932484.1 Mansonella mariae Leonto.cebuiv weddelli Peru
e Saguinus imperator
KR868771.1  Mansonella streptocerca Humanos Guiné Equatorial
E ha; de ori
DQ9Y95498.1 Mansonella perstans Humanos span a,‘ © origem
africana
Roraima/Brasil
EU272180.1 Mansonella ozzardi Humanos oralr’na/' rastte
Africa
PQ882781.1 Ascaris lumbricoides Chiropotes utahicki Amazonas/Brasil
AF217801.2 Acanthoche.llonema Cio ]
reconditum
AF217800.2 Dirofilaria immitis Cao Taiwan/China
EU272184.1 Mansonella perstans Humanos Amazonas/Brasil
MNS821054.1 Mansonella sp. DEUX Humanos Gabon/Africa
EU272179.1 Onchocerca volvulus Humanos Amazonas/Brasil
EU272176.1 Loa loa Humanos Guiné Equatorial
AB362562.1 Mansonella mariae Saimiri sciureus Amazonas/Brasil
MN432519.1 Mansonella ozzardi Humanos Amazonas/Brasil

Fonte: GenBank. Elaborada pela autora.
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