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“Um cientista no seu laboratdrio ndo ¢ apenas um
técnico: ¢, também, uma crianca colocada a frente
de fendmenos naturais que impressionam como se

fossem um conto de fadas.”

Marie Curie
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Aos meus pais. Sem vocés nada disso seria

possivel.
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DETECCAO MOLECULAR E ANALISE FILOGENETICA DE FILARIDEOS
EM PRIMATAS Sapajus apella DA REGIAO GEOGRAFICA IMEDIATADA DE
BACABAL, MARANHAO

RESUMO- Os filarideos sao nematddeos pertencentes a superfamilia Filarioidea, reconhecidos
por infectar diversos grupos de vertebrados, incluindo primatas neotropicais. No Brasil, apesar
da ampla distribuicdo e diversidade de espécies do género Sapajus, ainda sdo escassos 0s
estudos voltados a deteccdo desses parasitos em populagdes silvestres. No Maranhio,
particularmente na Regido Imediata de Bacabal, uma érea de transi¢ao ecoldgica entre biomas,
com alta biodiversidade e interagdo entre fauna silvestre e ambientes antropicos, ainda nao
foram realizados estudos sobre filarideos em primatas neotropicais de vida livre. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar a detec¢do molecular e caracterizagao
filogenética de filarideos detectados em Sapajus apella da regido. Entre setembro de 2024 e
janeiro de 2025, individuos da espécie S. apella foram capturados utilizando armadilhas do tipo
Tomahawk. Apbs a contengdo, amostras de sangue foram coletadas por puncao da veia jugular
ou femoral. Parte das amostras foi destinada a confeccdo de esfregacos sanguineos, corados
pelo método panotico, enquanto outra fragdo foi utilizada para extragdo de DNA gendmico
utilizando o kitQIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®, Alemanha). O DNA extraido foi
amplificado por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) direcionado ao gene coxl1,
18S e 12 S, seguido de sequenciamento Sanger. As sequéncias obtidas para o gene cox1 foram
analisadas por BLAST e utilizadas para inferéncia filogenética pelo método de Maxima
Verossimilhanga. Gotas de sangue foram adicionadas em meio LIT para cultivo de
Trypanosoma para realizagao de um projeto paralelo. Dos 14 individuos de S. apella analisados,
trés (21,43%) individuos foram positivos com presenca de formas parasitarias nos esfregacos
sanguineos. Com relacdo a PCR, seis (42,85%) amostras foram positivas para os genes cox|,
18S e 12 S. Todas as amostras amplificadas foram submetidas ao sequenciamento, entretanto,
para o gene coxl, quatro delas (66,7%) apresentaram qualidade adequada para analise, sendo
utilizadas na construgdo da arvore filogenética. As sequéncias obtidas apresentaram identidade
entre 96% e 99% com Dipetalonema gracile segundo o BLAST, agrupando-se exclusivamente
no clado do género Dipetalonema. Os resultados confirmam a ocorréncia de filarideos do
género Dipetalonema em S. apella no Maranhdo. Este estudo representa o primeiro registro da
presenca desse parasito em primatas dessa espécie no estado, ampliando o conhecimento sobre
a distribuicdo de filarideos em primatas neotropicais no Brasil.

Palavras-chave: Cox1, Dipetalonema, Microfilarias
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MOLECULAR DETECTION AND PHYLOGENETIC ANALYSIS OF
FILARIDAE IN Sapajus apella PRIMATES FROM THE IMMEDIATE REGION OF
BACABAL, MARANHAO

ABSTRACT- Filarids are nematodes belonging to the superfamily Filarioidea, recognized for
infecting various groups of vertebrates, including Neotropical primates. In Brazil, despite the
wide distribution and diversity of species of the genus Sapajus, studies aimed at detecting these
parasites in wild populations are still scarce. In Maranhao, particularly in the Immediate Region
of Bacabal, an ecological transition area between biomes, with high biodiversity and interaction
between wildlife and anthropogenic environments, no studies have yet been carried out on
filarids in free-ranging Neotropical primates. In this context, the present study aimed to perform
the molecular detection and phylogenetic characterization of filarids detected in Sapajus apella
from the region. Between September 2024 and January 2025, individuals of the species S.
apella were captured using Tomahawk traps. After restraint, blood samples were collected by
puncture of the jugular or femoral vein. Part of the samples was used for the preparation of
blood smears, stained by the panoptic method, while another fraction was used for genomic
DNA extraction using the QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®, Germany). The extracted DNA
was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) targeting the cox1, 18S, and 12S genes,
followed by Sanger sequencing. The sequences obtained for the cox1 gene were analyzed by
BLAST and used for phylogenetic inference by the Maximum Likelihood method. Drops of
blood were added to LIT medium for 7rypanosoma culture for a parallel project. Of the 14
individuals of S. apella analyzed, three (21.43%) individuals were positive with the presence
of parasitic forms in blood smears. Regarding PCR, six (42.85%) samples were positive for the
coxl, 18S, and 12S genes. All amplified samples were submitted to sequencing; however, for
the cox1 gene, four of them (66.7%) presented adequate quality for analysis and were used in
the construction of the phylogenetic tree. The sequences obtained showed identity between 96%
and 99% with Dipetalonema gracile according to BLAST, clustering exclusively within the
clade of the genus Dipetalonema. The results confirm the occurrence of filarids of the genus
Dipetalonema in S. apella in Maranhao. This study represents the first record of the presence
of this parasite in primates of this species in the state, expanding knowledge about the
distribution of filarids in Neotropical primates in Brazil.

Keywords: Cox1, Dipetalonema, Microfilariae
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1. INTRODUCAO

Primatas neotropicais do género Sapajus constituem um grupo de mamiferos com ampla
distribuicdo na América do Sul, ocupando diversos biomas, incluindo a Amazdnia, o Cerrado,
a Caatinga e zonas de transicdo ecologica entre esses ambientes (Martins et al., 2023; Costa-
Araujo et al., 2024). Esses animais desempenham papel ecoldgico fundamental, contribuindo
para a regeneragdo florestal e a manutencdo da saude dos ecossistemas, principalmente por
meio da dispersao de sementes (Estrada et al., 2017). Entretanto, essas populagdes vém sofrendo
declinio acentuado, principalmente em decorréncia da intensa fragmentagdo de habitats
naturais, resultando em uma maior aproximagao entre esses animais e seres humanos (Taylor
et al., 2001; Gillespie; Nunn; Leendertz, 2008; Galan-Acedo et al., 2023). Nesse cenario de
fragmentacdo ambiental, os primatas ficam mais susceptiveis a exposi¢ao e circulagdo de
agentes infecciosos (Estrada et al., 2017), dentre os quais se destacam os nematoides filarideos
(Corréa et al., 2016).

Filarideos (Ordem Spirurida) sdo parasitos transmitidos por vetores artrépodes como
mosquitos, pulgas e moscas-pretas (Anderson et al., 2000; Vanderhoeven et al., 2017; Wilson
et al., 2017; Rivera-Martinez et al., 2025). Entre os filarideos associados a primatas no
continente americano, os géneros Dipetalonema e Mansonella sdo os mais frequentemente
relatados (Downes et al., 2010; Tavares da Silva et al., 2017; Laidoudi et al., 2020). O género
Dipetalonema apresenta ocorréncia exclusiva em primatas e pode estar associado a quadros
clinicos graves, predispondo os hospedeiros a infec¢des secundarias potencialmente fatais
(Strait et al., 2012; Lefoulon et al., 2015; Ehlers et al., 2022). Apesar da relevancia desses
parasitos, estudos voltados a detecgdo e caracterizagao de filarideos em primatas de vida livre
ainda sdo escassos (Conga et al., 2022), especialmente no Nordeste brasileiro, onde a
diversidade parasitaria permanece subestimada.

A escassez de dados sobre filarideos em primatas de vida livre é preocupante, uma vez
que o estudo dessas infecgdes transcende a medicina veterindria, inserindo-se no conceito de
Uma S6 Saude (One Health) (Thompson, 2013; Blake; Betson, 2016; Garg; Banerjee, 2021;
Deiana et al., 2024). Nesse contexto, o parasitismo em animais silvestres constitui um
importante bioindicador das condic¢des atuais dos ecossistemas, refletindo a disseminagdo de
patdgenos e possiveis desequilibrios ambientais (Lymbery, 2005; Gomes, 2011; Phillips et al.,
2014). Além disso, algumas espécies de filarideos que infectam primatas possuem relevancia
para a saide humana, como Mansonella ozzardi, Mansonella streptocerca € Mansonella

perstans, estando associadas a manifestacdes clinicas que variam de quadros assintomaticos ou
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leves até formas mais graves (Asio et al., 2009; Simonsen et al., 2011; Asgeirsson et al., 2017).
Para que a vigilancia em Uma s6 Saude seja efetiva, contudo, ¢ imperativo o uso de métodos
diagnosticos precisos, visto que as limitacdes da morfologia classica frequentemente
subestimam a diversidade desses parasitos (Schurer et al., 2016).

Os diagnosticos baseados na morfologia parasitaria, embora amplamente utilizados na
identificacdo de infecgdes parasitarias, apresentam limitagdes quanto a sensibilidade e a
especificidade. Diante dessas limitagdes, as técnicas moleculares, como a Rea¢do em Cadeia
da Polimerase (PCR), tém se mostrado alternativas eficazes, permitindo a detec¢do de parasitos
mesmo em casos de baixa carga parasitaria (Medeiros et al., 2018; Aththanayaka et al., 2024).
Em estudos mais recentes envolvendo filarideos em primatas, a PCR tem sido associada a
analises filogenéticas (Laidoudi et al., 2020; Zarate-Rendon et al., 2022; Ehlers et al., 2023),
possibilitando a investigacdo da historia evolutiva desses organismos, a identificagdo de
espécies intimamente relacionadas e a inferéncia de linhagens que compartilham ancestrais
comuns (Crandall et al., 2008; Granai, 2025).

A aplicagdo dessas ferramentas moleculares torna-se prioritdria em areas de ecotono e
intensa pressdo antropica, como ¢ o caso da Regido Geografica Imediata de Bacabal, no
Maranhdo. Esta localidade, caracterizada pela transicdo entre biomas e pela fragmentacao
florestal, cria o cenario ideal para o estudo da dindmica de parasitos em populacdes de Sapajus
apella, que coabitam areas proximas a assentamentos humanos. Apesar da relevancia ecoldgica
dessa regido, nota-se uma lacuna critica de estudos que utilizem abordagens moleculares para
o diagndstico de filarideos no estado. Portanto, este estudo justifica-se pela necessidade de
preencher esse vazio epidemiologico, gerando dados que auxiliem na conservagdao da fauna
silvestre e na vigilancia em saude. Ademais, tal investigacdo alinha-se aos objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030, contribuindo diretamente para as metas

de Saude e Bem-Estar (ODS 3) e de Protecao da Vida Terrestre (ODS 15).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Primatas nao humanos

Os primatas ndo humanos (Ordem Primates) representam o terceiro maior grupo de
mamiferos, composto por aproximadamente 539 espécies distribuidas em 91 paises, com
destaque para paises neotropicais, Africa continental, Madagascar, Sul da Asia e Sudeste
Asiatico (Estrada et al., 2017; Estrada et al., 2020; IUCN, 2024). O Brasil, reconhecido como
um dos paises mais ricos em biodiversidade, abriga a maior diversidade de primatas do mundo,
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com cerca de 140 taxons registrados e distribuidos em todos os biomas do pais, que incluem
Amazodnia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampa (Cavalcante; Prado; Serrano-
Villavicencio, 2025).

Sao classificados em duas grandes subordens: Strepsirrhini, que abrange as infraordens
Lorisiformes, Chiromyiformes e Lemuriformes; e Haplorrhini, que inclui Tarsiiformes,
Platyrrhini e Catarrhini. Os primatas do Novo Mundo pertencem a infraordem Platyrrhini,
grupo amplamente distribuido na regido Neotropical e que inclui espécies com relevancia
ecologica e epidemiologica, como S. apella (Perelman et al., 2011).

Os primatas apresentam uma clavicula bem desenvolvida, unhas achatadas, dedos
oponiveis, visao binocular e colorida, além de um cérebro relativamente grande em relagao ao
tamanho corporal, com altas habilidades cognitivas (Fleague, 2013; Melchionna et al., 2019;
Maier et al., 2022). Possuem portes que variam de 9,2 cm a 1,8 m de comprimento e pesos que
vao de aproximadamente 30 g a 209 kg (Dammhahn; Kappeler, 2008). Primatas de maior porte
corporal tendem a apresentar maior diversidade parasitaria quando comparados a espécies de
menor porte (Notarnicola, 2004). Em enfermidades parasitarias transmitidas por vetores, esse
padrao pode estar relacionado a maior atratividade de hospedeiros vertebrados maiores, que
emitem compostos volateis mais intensos, como diéxido de carbono (CO2), favorecendo a
aproximacao ¢ alimentagdo de vetores hematofagos, como mosquitos e dipteros Culicoides
(Takken; Verhulst, 2013; Elbers; Gonzalez, 2023).

Sdo animais de dieta bastante varidavel, podendo incluir frutas, insetos e pequenos
vertebrados. Apresentam ampla plasticidade ecoldgica, com variagdo no uso do habitat e nos
estratos ocupados, incluindo hébitos predominantemente arboricolas, semiarboricolas ou
terricolas, a depender da espécie (Mittermeier et al., 2022). Essa diversidade ecoldgica pode
influenciar o contato com diferentes vetores hematofagos e, consequentemente, os padrdes de
infecgdo por parasitos transmitidos por artropodes (Hendy et al., 2021).

As estruturas sociais dos primatas variam amplamente entre as espécies e podem
influenciar a dindmica de transmissao de parasitos, uma vez que o tamanho dos grupos, o grau
de contato entre os individuos e os comportamentos sociais favorecem a exposicdo a agentes
infecciosos e vetores (Nunn & Altizer, 2006; Altizer et al., 2011). Em primatas, a vida em
grupos sociais esta associada a maior probabilidade de contato direto e indireto, o que pode
impactar a circulagdo de parasitos em populagdes silvestres (Schmid-Hempel, 2021).

Primatas ndo humanos exercem importantes fungdes para o equilibrio dos ecossistemas,

como a polinizagao e o controle de vetores de doengas e pragas agricolas (Estrada, 2006; Mikich
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et al., 2015; McConkey, 2018; Aguado et al., 2022), além de contribuirem para regeneragao de
florestas tropicais por meio da dispersao de sementes no ambiente (Chapman et al., 2013). Além
de fungdes ecoldgicas, também apresentam relevancia cientifica, auxiliando no entendimento
de processos evolutivos, comportamento e saide humana (Estrada et al., 2017; Phillips et al.,
2014).

Diversas espécies de primatas encontram-se atualmente em status de conservacdo
preocupante, especialmente em regides neotropicais, em decorréncia de intensas pressoes
antropicas (Estrada et al., 2017). Os principais fatores que ameacam a sobrevivéncia dos
primatas incluem a fragmentacdo progressiva e perda de habitat, o comércio ilegal de fauna
silvestre e 0 acometimento por doengas infecciosas (Shostell et al., 2016; Wilson et al., 2021;
Ehlers et al., 2022; Estrada & Garber, 2022). Estudos indicam um declinio de aproximadamente
60% das populacdes de primatas existentes (Estrada et al., 2017) e estimam que, até o final do
século XXI, cerca de 78% do habitat dos primatas em territorio brasileiro estard fragmentado
em decorréncia de agdes antropicas (Estrada et al., 2018).

A intensa fragmentagdo de habitats naturais modifica a dinamica de contato entre
primatas ndo humanos e seres humanos, criando condi¢des favordveis a circulacdo e
transmissdo de patdgenos com potencial zoonoético (Galan-Acedo et al., 2019; Patouillat et al.,
2024). A presenca de reservatdrios e vetores competentes em areas proximas a ambientes
urbanos favorece a transmissao desses agentes para populagdes humanas, incluindo filarideos
(Young et al., 2013; Devaux et al., 2019). Além disso, devido & proximidade genética e
fisiologica entre humanos e primatas, hd uma maior probabilidade de compartilhamento de
patogenos entre esses hospedeiros (Davies; Pedersen, 2008; Jones et al., 2008). Essas interagdes
entre a saude animal, ambiental e humana sdo abordadas sob uma perspectiva de Uma S¢ Saude,
que reconhece que melhorar a saide animal e ambiental pode ter um impacto positivo na saude
humana, caracterizando-se como uma importante ferramenta para o entendimento, prevengao e

controle de doengas (Saéz et al., 2015; Kelly et al., 2017; Hussein et al., 2023).
2.1.1 Primatas neotropicais

A infraordem Platyrrhini compreende os primatas do Novo Mundo, ou neotropicais, que
habitam principalmente as florestas das Américas e tiveram origem ha aproximadamente 43,5
milhdes de anos (Silvestro et al., 2019). Sao caracterizados pela presenga de uma cauda preénsil,

narinas amplamente espacgadas e lateralizadas e por um par adicional de pré-molares nas arcadas

superior e inferior, totalizando 36 dentes (Fleague, 2013).
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A taxonomia dos primatas neotropicais e quantidade de espécies descritas variou
consideravelmente ao longo dos anos. Em 2012, eram reconhecidas 208 espécies e subespécies
distribuidas em 20 géneros (Rylands et al., 2012). Os dados mais recentes contabilizam 218
espécies, incluindo 29 subespécies (Rylands & Mittermeier, 2024).

Os primatas do Novo Mundo estdo distribuidos em cinco familias taxonomicas. A
familia Callithrichidae retne os géneros Callithrix, Mico, Cebuella, Saguinus, Leontopithecus,
Callimico e Leontocebus. A familia Cebidae inclui os géneros Sapajus, Cebus e Saimiri. A
familia Aotidae ¢ composta exclusivamente pelo género Aotus, enquanto a familia Pitheciidae
engloba os géneros Plecturocebus, Pithecia, Chiropotes ¢ Cacajao. A familia Atelidae engloba
os géneros Alouatta, Ateles, Lagothrix e Brachyteles (Rylands et al., 2012; Verona; Pissinnatti,
2014; Rylands; Mittermeier, 2024).

Os macacos-prego, como sdao popularmente conhecidos, pertencem a familia Cebidae e
sdo representados pelos géneros Cebus (formas graciles) e Sapajus (formas robustas) (Alfaro
et al., 2012). A taxonomia e a diversidade de espécies desses dois grupos estdo entre as mais
debatidas entre os primatas do Novo Mundo (Boubli et al., 2012; Rylands; Mittermeier, 2013).
Durante muito tempo ambos eram agrupados em um mesmo género, contudo, estudos genéticos
utilizando uma combinacdo de marcadores mtDNA e nuclear, validaram a separacdo em dois

clados distintos (Perelman et al., 2011; Lynch Alfaro et al., 2012; Lima et al., 2017).

2.1.2 Género Sapajus

O género Sapajus, reconhecido pelo caracteristico topete no topo da cabega, ¢ composto
por primatas de porte médio. Apresentam ampla distribui¢do na América do Sul, ocorrendo nos
biomas Amazdnia, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga e Cerrado no Brasil (Rylands et al.,
2013). Estudos filogenéticos apontam que a origem do género ocorreu ha mais de 2,7 milhdes
de anos, possivelmente em ambientes de Floresta Atlantica ou savana do Cerrado (Lynch-Alfaro
etal., 2012).

Formam grupos compostos de 10 a 35 individuos (La Salles et al., 2018), que geralmente
incluem um macho e uma fémea dominantes, que sdo determinados de acordo com o tamanho
corporal e idade (Linn et al., 1995). Sao animais poligadmicos, podendo ocorrer acasalamentos
entre individuos do mesmo grupo ou de distintos grupos sociais (D1 Bitetti; Janson, 2001).

Sua taxonomia ¢ amplamente debatida, com variagdes no numero de espécies descritas.
Estudos apontam desde quatro espécies, conforme Lima et al. (2017), até oito, de acordo com
Rylands et al. (2013). Classificagdes intermedidrias incluem seis espécies, propostas por Lima

et al. (2018) e sete por Silva (2001).
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De acordo com a classificagdo proposta por Rylands et al. (2013) o género Sapajus
compreende oito espécies, que inclui Sapajus xanthosternos, Sapajus macrocephalus, Sapajus
cay, Sapajus libidinosus, Sapajus flavius, Sapajus robustus, Sapajus nigritus e S. apella.

2.1.3 Sapajus apella (Linnaeus, 1758)

A espécie S. apella ocorre em diferentes paises da América do sul, como Guiana,
Suriname, Guiana Francesa, Venezuela e Brasil, sendo que neste ultimo, sua distribui¢do inclui
os estados do Maranhdo, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Ronddonia e Roraima (Rylands
et al. 2008; Rylands; Mittermeier, 2013; Boubli et al., 2021). Estudos indicam a alta
adaptabilidade da espécie a variados tipos de vegetacdes como a floresta aberta de terra firme,
floresta aberta inundavel, florestas de transicdo (Amazonia-Cerrado) e floresta densa inundéavel
(Emmons; Feer, 1997; Mendes, 1997). Essa plasticidade ecologica permite que esses animais
estejam expostos a uma maior diversidade de vetores hematdfagos, os quais ocorrem em
diferentes tipos de ambientes (Thongsripong et al., 2013; Farner et al., 2025).

Sdo animais diurnos e arboricolas, geralmente encontrados no estrato arboreo
intermediario (Rylands; Mittermeier 2013). Formam grupos compostos de 10 a 20 individuos
(Souvignet et al., 2019), e sdo frequentemente avistados coexistindo de forma pacifica com
outras espécies de primatas, como os macacos-de-cheiro (Saimiri spp.). Essa convivéncia pode
beneficiar ambos os grupos, principalmente quando se trata da defesa contra predadores
(Rylands, 1987; Pinheiro et al., 2011).

Possuem dieta flexivel que inclui frutos, sementes, flores, folhas, insetos e pequenos
vertebrados (Fragaszy et al., 2004). Durante estagdes de seca, forrageiam o ambiente grande
parte do dia em busca de alimentos, principalmente em ambientes proximos a palmeiras. Entre
as espécies mais exploradas destacam-se as do género Attalea, como Attalea maripa (anajd)
(Spironello, 1991; Gunst et al., 2010). Comportamentos exploratérios, como o forrageamento,
podem aumentar a exposi¢ao de primatas a agentes infecciosos (McCabe; Leitor; Freira, 2015).
Por exemplo, espécies que forrageiam insetos ou escavam o solo em busca de alimento
aumentam a probabilidade de exposi¢do a diferentes espécies de helmintos (Nunn; Altizer,
2006; Ghai et al., 2014).

Morfologicamente, a espécie apresenta focinho achatado e uma face de pelagem
marrom-clara. A coloragao da parte superior do corpo ¢ de tonalidade marrom escura, enquanto
a parte inferior apresenta tons mais claros que variam entre o amarelo e vermelho. Fémeas

pesam entre 1,3 e 3,4 kg e machos de 2,3 a 4,8 kg. O comprimento corporal geralmente varia
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de 38 a 46 cm, enquanto o comprimento da cauda varia entre 38 ¢ 49 cm (Souvignet et al.,
2019).

Em ambiente natural, as fémeas atingem a maturidade sexual entre os 5 a 7 anos de
idade, enquanto machos com aproximadamente 8 anos (Fragaszy et al., 2004; Janson et al.,
2014). Em condic¢des de cativeiro, no entanto, essa maturidade sexual pode ser atingida até dois
anos antes (Carosi et al., 2005). A expectativa de vida ¢é relativamente alta quando comparada
a outras espécies de primatas neotropicais, variando de acordo com o habitat e influéncias
ambientais (Reilly et al., 2023). De modo geral, animais em cativeiro podem viver por mais de

50 anos (Fragaszy et al., 2004), enquanto animais de vida livre vivem em torno de 30 anos

(Robinson, 1988).

2.2 Infeccoes parasitarias em primatas neotropicais

Primatas neotropicais sdo importantes hospedeiros naturais e acidentais de uma
variedade de parasitas, incluindo protozoarios, ectoparasitas, cestodios, trematddeos,
acantocéfalos, pentastomidos e, principalmente, nematoides. Essa vulnerabilidade a diferentes
parasitas pode ser explicada por uma combinacdo de fatores ambientais, pelo tipo de dieta e o
comportamento social caracterizado por estreitas interagcdes (Soldrzano-garcia; de Leon, 2018).

Os impactos das infecgdes parasitarias variam conforme o agente etioldgico envolvido
e a carga parasitdria. De modo geral, animais infectados podem apresentar desde quadros
subclinicos até manifestagdes mais graves, como sinais gastrointestinais, dificuldades
respiratdrias e quadros sistémicos, que, em casos mais severos, podem levar ao 6bito (Patz et
al., 2000; Bezerra-Santos et al., 2021; Salvarani et al., 2025). Além disso, infec¢des parasitarias
também podem predispor os individuos a infec¢des secundarias (Chapman et al., 2005; Strait
etal., 2012).

Solérzano-Garcia e de Léon (2018) realizaram um levantamento de parasitas que
acometem primatas ndo humanos, com foco em protozoarios, helmintos e ectoparasitas. Ao
total, foram registrados 276 tdxons de parasitas associados a 21 géneros de primatas
neotropicais, dos quais 42 também foram relatados em humanos. Para o género Sapajus, foram
identificados 40 trabalhos ao total. No entanto, os autores mencionam a necessidade da
realizacdo de métodos mais precisos para identificacdo de parasitas em primatas, visto que, 32%
do total dos registros disponiveis nao permitiram a identificacao a nivel de espécie.

Diversos grupos de helmintos tém sido registrados em primatas ndo humanos,
entretanto, estudos conduzidos em diferentes regides do Brasil indicam que o conhecimento

sobre a helmintofauna associada a primatas neotropicais ainda ¢ fragmentado e baseado,
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majoritariamente, em investigacdes pontuais e regionais. Esse cenario sugere que a diversidade
desses parasitos permanece subestimada, reforcando a necessidade de novos estudos voltados
a caracterizagdo de sua distribuicdo geografica e aos potenciais impactos sobre populagdes
silvestres (Corréa et al., 2016; Pereira et al., 2020). Nesse contexto, os nematoides filarideos
destacam-se como um dos grupos mais frequentemente descritos em primatas, embora ainda
existam lacunas importantes quanto a sua diversidade, distribui¢do e relevancia epidemioldgica

em ambientes neotropicais (Soldrzano-Garcia; de Ledn, 2018).

2.3 Filarideos: aspectos gerais

Os filarideos pertencem a superfamilia Filarioidea (Weinland, 1858), a qual inclui
parasitos de tecidos e fluidos corporais de vertebrados, transmitidos por vetores artropodes
hematofagos. Tradicionalmente, essa superfamilia compreende duas familias, Filariidae
(Cobbold, 1864) e Onchocercidae (Leiper, 1911); entretanto, a maioria dos géneros de
relevancia médica e veterinaria encontra-se atualmente alocada na familia Onchocercidae
(Anderson, 2000; Bain; Babayan, 2003). Morfologicamente, os filarideos apresentam corpo
cilindrico, alongado e filiforme, recoberto por cuticula resistente. O dimorfismo sexual ¢
evidente em muitas espécies, sendo as fémeas geralmente mais longas que os machos, os quais
apresentam a extremidade posterior curvada (Ajileye et al., 2015).

Possuem ciclo de vida indireto, exigindo hospedeiros artropodes, que incluem
principalmente insetos hematéfagos como mosquitos da familia Culicidae, amplamente
reconhecidos na transmissdo de diversas espécies filariais (Anderson, 2000; Lefoulon et al.,
2015; Wilson et al., 2017). Outros invertebrados, como pulgas e moscas-pretas, também sdo
descritos como vetores em diferentes ciclos de transmissao (Anderson, 2000; Wilson et al.,
2017).

Estudos mais recentes também indicam a participacao de carrapatos duros (Ixodidae) e
moles (Argasidae) como potenciais vetores de nematoides filarideos (Otrant et al., 2012;
Bezerra-Santos et al., 2022). O estudo de Brianti et al. (2012), por exemplo, sugere que a espécie
de carrapato Rhipicephalus sanguineus possa atuar como hospedeiro invertebrado competente
para o filarideo Cercopithifilaria sp. Além disso, outros géneros da familia Onchocercidae ja
foram reportados como possivelmente associados a transmissdo por carrapatos, incluindo
Acanthocheilonema, Cherylia, Cruorifilaria, Monanema e Yatesia. No entanto, ainda so
escassos os estudos que elucidem de forma consistente o papel dos carrapatos na transmissao

desses nematoides (Ajileye et al., 2025).
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As microfilarias ingeridas pelos vetores artropodes durante o repasto sanguineo
desenvolvem-se em seu interior, passando por diferentes estigios larvais: larvas de primeiro
estagio (L1), larvas de segundo estagio (L2) e em larvas de terceiro estagio (L3), quando se
tornam capazes de infectar hospedeiros vertebrados (Anderson, 2000). Os vertebrados, com
exce¢do dos peixes, atuam como hospedeiros definitivos, permitindo que os filarideos
completem seu desenvolvimento somatico e alcancem a maturidade sexual. Apos a copula, as
fémeas produzem ovos embrionados que eclodem ainda no interior do hospedeiro, e liberam
microfilarias na corrente sanguinea ou nos tecidos, conforme a espécie (Anderson, 1992; Bain;

Babaya, 2003; Taylor et al., 2010; Binetruy; Duron, 2023).

2.3.1 Familia Onchocerchidae (Leiper, 1911)

A familia Onchocercidae compreende um grupo diversificado de nematoides
heteroxenos, com ocorréncia em diferentes regides do mundo, reunindo cerca de 88 géneros
descritos cuja sistematica tem sido refinada por ferramentas moleculares (Lefoulon et al., 2015)
Esses organismos infectam uma grande diversidade de hospedeiros vertebrados, com relevantes
implicagdes em saude humana e animal (Moraes et al., 2022; Ajileye et al., 2025). No Brasil,
embora o inventario de Vicente et al. (1997) registre 26 géneros e 91 espécies, estudos
moleculares recentes em diferentes biomas brasileiros t€ém revelado uma diversidade
taxondmica ainda subestimada e a presen¢a de linhagens anteriormente desconhecidas em
animais silvestres (Moraes et al., 2022; Santana et al., 2025)

Essa ampla ocorréncia no pais estd relacionada as caracteristicas climaticas tropicais,
que favorecem a sobrevivéncia, a reproducao e a disseminagao dos parasitos e de seus vetores
(Dominguez, 2006; Alvares et al., 2013; Abbasi, 2025). Além disso, as constantes mudangas
climaticas e a degradacdo ambiental tém contribuido para a expansdo da distribui¢do das
enfermidades filariais e dispersao de vetores como Ochlerotatus spp., Culex spp., Anopheles
spp. € Aedes spp. (Gordon et al., 2016; Zhou et al., 2022).

Os parasitos adultos podem ser encontrados em vasos sanguineos ou linfaticos,
cavidades corporais, tecidos subcutdneos e em Orgdos como coragdo e pulmdes. Ja as
microfilarias, em geral, localizam-se no sangue ou nos tecidos subcutaneos (Anderson, 2000.
Lefoulon et al., 2015). Embora a maioria das espécies dessa familia seja geralmente
apatogénica, quando hd manifestacdes clinicas, estas sdo determinadas tanto pela localizacdo
dos helmintos adultos quanto pelas lesdes provocadas pelas microfilarias (Magnis et al., 2013).

Primatas neotropicais sdo frequentemente infectados por filarideos da familia
Onchocercidae, com destaque para os géneros Mansonella e Dipetalonema (Laidoudi et al.,
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2020). Dentre esses, o género Mansonella apresenta relevancia para a saude publica, sendo
considerado um dos parasitos filariais mais prevalentes no mundo. Atualmente, sao
reconhecidas 13 espécies, sendo M. perstans, M. ozzardi e M. streptocerca as principais
associadas a infeccdes humanas (Bain et al.,, 2015; Ta-Tang et al., 2018). Embora
frequentemente assintomatica, a mansonelose pode ocasionar manifestagdes clinicas como
prurido, artralgia, linfadenopatia e desconforto abdominal (Brown, 2009; Simonsen, Onapa &
Asio, 2011). Apesar de sua ampla distribui¢dao geografica, essa parasitose ainda € considerada

uma doenga negligenciada e pouco investigada (Ritter et al., 2025).

2.4 Filarideos em primatas neotropicais: Dipetalonema spp. (Diesing, 1861)

2.4.1 Taxonomia e morfologia

O género Dipetalonema, anteriormente descrito como Filaria (Rudolphi, 1809; Molin,
1858) e Acanthocheilonema (Boulenger, 1920), pertence a familia Onchocercidae e inclui seis
espécies: Dipetalonema gracile (Rudolphi, 1809); Dipetalonema caudispina (Molin, 1858);
Dipetalonema graciliformis (Freitas, 1943); Dipetalonema robini (Petit; Bain; Roussilhon,
1985); Dipetalonema freitasi (Bain; Diagne; Muller, 1987); e Dipetalonema yatesi
(Notarnicola; Jimenez; Gardner, 2007). A morfologia da vagina verdadeira, os espiculos, a rea
rugosa, a disposi¢do da musculatura nos machos, além das microfilrias, distinguem essas 6
espécies (Petit et al., 1985; Bain; Diagne; Muller, 1987; Notarnicola; Jimenez; Gardner, 2007).

Parasitas adultos sdo grandes, filiformes e apresentam dimorfismo sexual evidente. Os
machos sao menores, medindo entre 78 e 131 mm de comprimento, enquanto as fémeas podem
medir de 130 até 330 mm. A menor espécie descrita ¢ D. robini, enquanto a maior € D.
graciliformis. Nas fémeas, o formato da vagina ¢ uma caracteristica taxondmica importante. As
espécies D. caudispina, D. yatesi e D. freitasi possuem um canal vaginal simples e reto,
enquanto D. graciliformis e D. gracile apresentam vaginas sinuosas (Petit; Bain; Roussilhon,
1985; Bain; Diagne; Muller, 1987; Notarnicola; Jimenez; Gardner, 2007).

As microfilarias de Dipetalonema apresentam variagdes de tamanho e largura
(Notarnicola et al, 2008). D. gracile apresenta microfilarias de corpo fusiforme, medindo entre
125 e 145 um, com largura entre 2,5 ¢ 3,3 um, envolto em bainha com cauda arredondada e
nucleos na extremidade (Bain; Petite; Roussilhon, 1986). Em D. graciliformis o comprimento
varia de 93 e 115 um, largura de 3,4 a 4 um, com uma cauda arredondada apresentando nucleos
(Bain; Petite; Roussilhon, 1986). Por outro lado, a microfilaria de D. caudispina possui
comprimento corporal variando de 183 a 188 um, largura entre 3,5 € 4,5 um, e apresenta uma
cauda atenuada e anucleada na extremidade (Bain; Petite; Roussilhon, 1986). A microfilaria de
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D. freitasi mede entre 100 e 107 um de comprimento, tem largura entre 3,5 e 4 um, e sua cauda
¢ atenuada, contendo nucleos na extremidade (Bain; Diagne; Muller, 1987). A microfilaria de
D. yatesi apresenta comprimento corporal entre 158 ¢ 172 um, largura variando de 4,8 a 7,1
um, e uma cauda atenuada e anucleada na ponta (Notarnicola; Jiménez; Gardner, 2007),
enquanto a de D. robini tem comprimento entre 150 e 186 um, largura de 4 a 4,8 um e cauda
atenuada com extremidade anucleada (Petit; Bain; Roussilhon, 1985).

2.4.2 Hospedeiros vertebrados e artropodes

Roedores, pinipedes ¢ humanos ja foram considerados hospedeiros vertebrados de
espécies do género Dipetalonema (Eley, 1981; Notarnicola, Jiménez & Gardner, 2007). No
entanto, revisdes taxondmicas e estudos filogenéticos mais recentes reconheceram o género
como associado exclusivamente a primatas. Andlises filogenéticas indicam que Dipetalonema
apresenta elevada especificidade de hospedeiro, sendo os primatas atualmente os Unicos
vertebrados reconhecidos como hospedeiros naturais desse género (Lefoulon et al., 2015).

Os Culicoides Latreille, 1809 (Diptera: Ceratopogonidae), popularmente conhecidos
como maruins, representam os Unicos vetores artropodes conhecidos de Dipetalonema (Travi
et al., 1985; Notarnicola; Jimenez; Gardner, 2007), contudo também transmitem outros
importantes patdgenos como M. ozzardi e o virus do Oropouche (Ben-Chetrit; Schwartz, 2015;
Romero-Alvarez; Escobar, 2017). Sao insetos hematofagos pequenos, medindo entre 1-3 mm
de comprimento (Mathieu et al., 2012; Borkent; Dominiak, 2020).

Sdo distribuidos mundialmente, desde os tropicos até as regides subtropicais, tundra e
temperadas (Elbers; Koenraadt; Meiswinkel, 2015). No Brasil, sdo reconhecidas mais de 100
espécies (Aparicio; Castellon; Fonseca, 2011), das quais cerca de 40 ocorrem no estado do
Maranhao (Barros et al., 2007; Rebélo et al., 2016; Silva; Bandeira et al., 2016; Bandeira et al.,
2017), incluindo Culicoides aitkeni, Culicoides boliviensis, Culicoides fernandoi, Culicoides
filarifer e Culicoides travassosi (Costa et al., 2013). No territério maranhense, as espécies de
Culicoides circulantes apresentam comportamento alimentar generalista, alimentando-se de
diferentes tipos de hospedeiros, incluindo seres humanos, animais silvestres e domésticos
(Gusmao et al., 2014). Essa caracteristica confere a esses vetores um papel ecoldgico relevante,
ao favorecer a circulacao de patdgenos entre o ambiente silvestre e urbano (Kasicova et al.,
2021).

As larvas de Culicoides desenvolvem-se principalmente em ambientes umidos e ricos
em matéria organica de origem animal e vegetal, incluindo margens de lagoas e nascentes,

cavidades naturais como buracos de arvores, esterco animal, bebedouros de animais e pastagens
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encharcadas (Mellor et al., 2000; Borkent & Grogan, 2009; Bakhoum et al., 2016). A presenca
desses fatores determina a abundancia e a distribuicdo das larvas e, consequentemente, das
populagdes adultas de vetores (Neupane et al., 2025).

Culicoides adultos podem ocupar diferentes estratos ambientais, o que influencia
diretamente as interagdes com os animais hospedeiros e a dindmica de transmissao de patdgenos
veiculados por vetores. Estudos demonstram que esses insetos exploram tanto o nivel do solo
quanto apresentam elevada abundancia no dossel das arvores, ampliando as oportunidades de
contato tanto com hospedeiros vertebrados de habitos terrestres quanto arboricolas (McGregor

et al., 2018; Bernotien¢ et al., 2024).

2.4.3 Ciclo bioldgico

O ciclo de Dipetalonema spp. inclui um hospedeiro vertebrado (primata) ¢ um
hospedeiro artropode (culicoides). Os vetores desenvolvem as larvas em diferentes estagios
(L1, L2 e L3), sendo esta ultima transmitida para o hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo. As microfilarias de primeiro estagio (L1), quando ingeridas pelo vetor artropode,
migram inicialmente para o intestino, onde aumentam de tamanho e comecam a desenvolver
estruturas como o anel nervoso e o es6fago. Dentro do vetor, essas microfilarias evoluem
progressivamente. No estdgio seguinte, as larvas de segundo estdgio (L2) apresentam
crescimento rapido, com aumento do didmetro corporal. O eso6fago se divide em uma porgao
muscular e outra glandular enquanto o intestino se alonga. Posteriormente, ocorre o
desenvolvimento da larva de terceiro estagio (L3), que representa a forma infectante para os
primatas. As larvas L3 sdo maiores, possuem eso6fago alongado, que ocupa grande parte da
extensao corporal, além de um reto alongado (Eberhard; Lowrie; Orihel, 1979).

O vetor, ao realizar o repasto sanguineo em primatas, transmite a larva de terceiro
estagio (L3), que penetra no hospedeiro definitivo e se desenvolve até a fase adulta. Os
helmintos adultos parasitam principalmente a cavidade peritoneal dos primatas. O periodo pré-
patente de infec¢des por D. gracile ¢ relativamente longo quando comparado ao de outras
filarioses, como as causadas por Brugia spp, sendo estimado em aproximadamente 9 a 10
meses, € sugere-se que valores semelhantes também se apliquem a D. graciliformis e D.
caudispina. O pico de microfilaremia ocorre entre a 13* e a 18* semana apds a infeccao (Travi;

Eberhard; Lowrie, 1985) (Figura 1).
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Figura 1- [lustracdo de ciclo de Dipetalonema spp.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

2.4.4 Sinais clinicos

O parasito Dipetalonema constitui importante causa de sinais clinicos graves e dbito em
primatas neotropicais, a depender da imunidade e da presencga de outros patogenos associados
(Corréa et al., 2016; Bueno et al., 2017). Em primatas Sapajus ja foram relatados casos graves
de infec¢des por Dipetalonema, incluindo espécies ameagadas de extingdo. O estudo de Pereira
et al (2023) por exemplo, descreveu um caso de infeccdo aguda em um primata da espécie S.
nigritus no Rio Grande do Sul. O animal veio a ¢bito devido a gravidade dos sinais clinicos,
que incluiram movimentos involuntarios da cabeca, estado semi-comatoso, hipertermia
(38,7°C) e hipovolemia. Na necropsia, foram encontrados diversos parasitas adultos na
cavidade peritoneal e diversas alteragdes associadas ao parasitismo como peritonite,
pneumonia, bronquiolite, danos hepaticos, microgliose cerebral e neuronofagia.

O estudo de Ramalho et al (2023), no estado da Paraiba, também relatou um obito
associado a infec¢do por D. gracile em S. flavius, uma espécie de primata em risco de extingao
(IUCN, 2024). O animal apresentou diversas alteracdes em necropsia como finas camadas de
fibrina e aderéncias fibrosas no mesentério e na capsula do bago e linfonodos mesentéricos,
mandibulares e traqueobronquicos aumentados. Além disso, varios pequenos nodulos foram
vistos no parénquima do bago. O exame microscopico dos linfonodos e bago revelou reagao
inflamatoria grave e difusa, com edema, células plasmaticas, eosinéfilos, histiocitos, linfocitos

e raras células gigantes multinucleares, com obliteragdo da arquitetura histologica normal do
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orgdo. Apesar da evidente importancia, estudos de parasitismo em primatas s3o escassos

(Lignon et al., 2024).

2.4.5 Epidemiologia

O parasito tem sido relatado em diferentes espécies de primatas neotropicais em
diversos paises. O maior numero de registros na literatura refere-se a D. gracile, com ocorréncia
documentada no Brasil, México, Equador, Bolivia, Peru, Venezuela e Guiana (Bain et al., 1986;
Lamothe-Argumedoet al.; 1997; Notarnicola et al., 2008; Muniz-Pereira et al.; 2009; Lefoulon
et al., 2015). A espécie D. graciliformis foi identificada na Guiana Francesa e no Brasil (Pinto
et al., 2011; Laidoudi et al., 2021. O parasito D. caudispina apresenta distribuicdo reconhecida
no Brasil (Pinto et al., 2011) e na Guiana (dados nao publicados). O filarideo D. robini foi
registrada na Guiana, Peru e na Argentina (Petit et al.,1985; Lefoulon et al., 2015; Vanderhoeven
et al., 2017), enquanto D. yatesi ocorre na Bolivia e no Peru (Notarnicola et al., 2007; Zarate-
Rendén et al., 2022). D. freitasi apresenta registros no Reino Unido, Peru e China (Bain,
Diagne; Muller,1987; Conga et al., 2019; Hong et al., 2025). Contudo, essa distribui¢do precisa
ainda ¢ incipiente em muitas espécies, pois a maioria dos estudos ¢ realizado oportunamente
com primatas de cativeiro ou de doacdes de necropsia (Conga et al., 2018) Na tabela abaixo
encontram-se 0s principais registros antigos e atuais de Dipetalonema em mais de 20 espécies
de primatas (Tabela 1).

Tabela 1- Registros de nematddeos filarideos do género Dipetalonema, hospedeiros primatas, localidades e
referéncias

Nematoide filarideo Hospedeiro primata Localizacao Referéncia

Dipetalonema gracile Ateles paniscus Amazonas, Minas Freitas (1964)
Gerais, Goias, Para e
Sao Paulo (Brasil)

Cebus capucinus Amazonas, Goids,  Freitas (1964)

Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas
Gerais, Para e Sao
Paulo (Brasil)

Lagothrix lagotricha ~ Amazonas, Goids,  Freitas (1964)
Minas Gerais, Para e

Sao Paulo (Brasil)
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Saimiri sciureus

Saimiri sciureus
Ateles paniscus e

Saimiri sciureus

Cebus olivaceus

Ateles geoffroyi

Cebus apella

Saimiri sciureus

Lagothrix lagotricha

Cebus apella

Ateles sp.

Pithecia monachus

Sapajus flavius

Alouatta guariba

clamitans

Saguinus bicolor

Amazonas,

Minas Gerais, Para,

Rio de Janeiro, Sao

Paulo (Brasil)
Guiana

Amazonas,

Gerais, Goias, Para,

Sao Paulo (Brasil)

Rio Orinoco,

Venezuela

Campeche, México

Mato Grosso do Sul e

Para (Brasil)
Quito, Equador

Amazonas, Goias,
Minas Gerais, Para,
Sao Paulo (Brasil)
Peru
Guiana
Loreto, Peru

Paraiba, Brasil

Rio Grande do Sul,
Brasil

Amazonas, Brasil

Processo Associado: 23129.001085/2026-40

Goias,

Minas

Freitas (1964)

Bain et al (1986)
Vicente et al.

(1997)

Lamothe-
Argumedo et al.
(1997)
Lamothe -
Argumedo et al.
(1997)
Noronha et al.
(2002)
Notarnicola et al.
(2008)
Muniz-Pereira et

al. (2009)

Lefoulon et al.
(2015)
Lefoulon et al.
(2015)
Conga et al.
(2019)
Ramalho et al.
(2022)
Lopes et al.
(2022)
Costa et al.

(2023)
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Dipetalonema

graciliformis

Dipetalonema

caudispina

Saguinus bicolor Amazonas, Brasil

Alouatta clamitans e Rio Grande do Sul,

Sapajus nigritus Brasil
Saimiri sciureus e Para, Brasil
Saguinus niger

Saguinus midas Guiana Francesa

Saguinus mystax Amazonas, Brasil

Saguinus midas e Para, Brasil

Saguinus niger

Saguinus mystax Amazonas, Brasil

Saguinus midas Guiana Francesa

Saguinus bicolor Rio Grande do Sul,

Brasil

Alouatta guariba e Amazonas, Brasil

Saimirib sciureus
Alouatta guariba e Sao Paulo, Brasil
Brachyteles
arachnoides

Ateles paniscus e Paré, Brasil

Leontopithecus
rosalia
Ateles paniscus Par4, Brasil
Leontopithecus Paré, Brasil
rosalia
Brachyteles Rio de Janeiro e Sao
arachnoides Paulo (Brasil)
Brachyteles Rio de Janeiro e Sao
arachnoides Paulo (Brasil)
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Dias et al. (2023)
Ehlers et al.
(2023)
Conga et al.
(2023)
Freitas et al.
(1943)
Gongalves et al.
(2002)
Pinto et al. (2011)

Pinto et al. (2011)
Laidoudi et al.
(2021)
Lignon et al.
(2024)
Molin (1858)

Molin (1858)

Freitas (1943)

Vicente et al.,
1997
Notarnicola et al.,
(2008)
Muniz-Pereira et
al. (2009)
Pinto et al. (2011)
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Dipetalonema Saimiri sciureus Guiana Petit et al. (1985)
robini
Lagothrix poeppigii Peru Lefoulon et al.
(2015)
Sapajus nigritus Argentina Vanderhoeven et
al. (2017)
Dipetalonema Ateles chamek Bolivia Notarnicola et al.
yatesi (2007)
Ateles chamek Amazonia peruana  Zarate-Rendon et
al. (2022)
Dipetalonema Cebus capucinus Reino Unido Bain, Diagne;
freitasi Muller (1987)
Cacajao ucayalii Loreto, Peru Conga et al.
(2019)
Saimiri sciureus China Hong et al.
(2025)

Fonte: proprio autor

2.5 Diagnéstico de filarideos

Os métodos mais utilizados para o diagndstico baseiam-se na visualizagdo de
microfilarias no sangue periférico, principalmente devido a sua praticidade e ao baixo custo.
Entre eles, a técnica da gota espessa € uma das mais difundidas, por ser simples de executar e
de baixo custo. No entanto, apresenta baixa sensibilidade, que pode resultar em falsos negativos
em casos de baixa parasitemia (Witt; Ottesen, 2001). Outra técnica amplamente empregada € o
método de Knott modificado, que permite visualizar, quantificar e avaliar as caracteristicas
morfologicas das microfilarias com maior precisao (Magnis et al., 2013). Apesar disso, tal
método também apresenta limitagdes, pois exige um profissional treinado e capaz de diferenciar
corretamente as caracteristicas morfoldgicas, principalmente em casos de coinfecgdes. Por
outro lado, as técnicas moleculares sdo essenciais para sanar essas dificuldades (Latrofa et al.,
2012; Moraes et al., 2017; De Andrade Vieira et al., 2022).

O diagnoéstico também pode ser realizado por meio da andlise morfologica de individuos
adultos. No caso de estudos envolvendo primatas, grande parte das deteccdes de filarideos

baseia-se na identificagdo morfoldgica de adultos recuperados em necropsias, principalmente
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de animais provenientes de cativeiro (Ramalho et al., 2022; Dias et al., 2023; Ehlers et al., 2023,
Pereira et al., 2023).

A Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ uma ferramenta de diagnostico molecular
amplamente utilizada para diagnostico de filarideos (Otranto et al., 2011; Santana et al., 2025),
fornecendo um diagndstico com maior sensibilidade e especificidade em comparagdo com os
métodos microscopicos (Mccall et al., 2008), pois permite maior clareza na identificagdo de
espécies e linhagens além de ser capaz de detectar com maior precisdo mesmo em casos de
baixa carga parasitaria (Lefoulon et al., 2015; Lefoulon et al., 2017).

Para estudos moleculares, diversos marcadores genéticos tém sido utilizados para
diferenciagdo de taxons, descoberta de novas espécies, além de fornecer esclarecimento sobre
relacdes entre grupos de organismos. Dentre os marcadores, 0 DNA mitocondrial (mtDNA) ¢
essencial para resolver niveis taxondmicos inferiores para organismos. Uma das vantagens da
utilizagdo do mtDNA em comparag¢ao com DNA nuclear, ¢ a facilidade de detectar DNA mesmo
em amostras de qualidade inferior ou degradadas, devido a grande quantidade de cépias de
DNA por célula (Parson et al., 2004; Girish et al., 2004). Entretanto, embora seja um gene
considerado vantajoso, para uma identificacdo mais precisa de espécies convém-se utilizar
genes mitocondriais associados a nucleares (Blaxter, 2016).

Dentre os genes mtDNA sdo incluidos os codificadores de proteinas da subunidade I do
citocromo c¢ oxidase (COI/cox1), genes da subunidade 1 da NADH desidrogenase (NAD1) e os
genes do RNA ribossomico (rRNA). Destes, o cox1 tem sido relatado como um dos melhores
para analises filogenéticas, capaz de discriminar espécies intimamente relacionadas de
vertebrados e invertebrados (Hebert et al., 2003; Lin; Stur; Ekrem, 2015). Além disso, tem sido
amplamente utilizado como marcador para identificagdo de espécies conhecidas e novas, para
inferir relagdes de estagios de vida da mesma espécie, auxiliar na genética da conservagdo da
vida selvagem (Trivedi et al., 2016; Striider-Kypke; Lynn, 2010), bem como, estudar estruturas
genéticas de parasitas (Blasco-Costa et al., 2016; Papaiakovou et al., 2022). O gene 12S ¢
considerado eficaz em andlises filogenéticas por apresentarem taxas de evolucdo mais lentas,
sendo amplamente utilizados em estudos sistematicos de Nematoda, incluindo membros da
familia Onchocercidae (Li et al., 2010; Yang et al., 2014).

Por outro lado, genes nucleares como 18S rRNA também sao amplamente utilizados em
filogenia, atuando com melhor resolugdo na identificacao de taxons de nivel superior como
géneros, ordem e familia, pois sdo genes conservados em todos os eucariotos (Avramenko et

al., 2017; Astensvold, 2019; Mann et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Investigar a ocorréncia e¢ a diversidade de filarideos em primatas Sapajus apella
provenientes da Regido Imediata de Bacabal, Maranhao.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar a presenca de filarideos em amostras de sangue de primatas Sapajus apella;

e (aracterizar morfologicamente as microfilarias observadas;

o Identificar geneticamente as espécies ou linhagens de filarideos presentes nas amostras

analisadas.
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4. Material e Métodos
4.1 Aspectos éticos e legais

Este estudo possui certificado de autorizagdo do uso de animais de vida livre de n® 036-
2024-A pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Rondénia
(CEUA-UNIR) e aprovacao do Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade-
ICMBio sob protocolo de n® 93995.

4.2 Local do estudo

As coletas foram realizadas no municipio de Lago da Pedra, que esta localizado no Oeste
Maranhense e inserido na Regido Geografica Imediata de Bacabal do Estado do Maranhao
(Latitude: -4.33333, Longitude: -45.16674°) (Figura 2). Essa regido ¢ composta por 16
municipios: Alto Alegre do Maranhdo, Altamira do Maranhdo, Bacabal, Bom Lugar, Brejo de
Areia, Concei¢do do Lago-Acu, Lago da Pedra, Lago Grande do Maranhdo, Lago Verde, Maraja
do Sena, Olho d’Agua das Cunhas, Paulo Ramos, Satubinha, Sao Luis Gonzaga do Maranhao,

Sao Mateus do Maranhao e Vitorino Freire (IBGE, 2017).

-4.000
-4.000

-5.000
-5.000

I Lago da Pedra

[ Municipios da Regido Imediata de Bacabal
[ Regi&o Imediata de Bacabal

[ Municipios_MA

[ IMA_UF

T
-46.000

Figura 2- Mapa de localizagdo do municipio de Lago da Pedra, Maranhao

Fonte: Pereira, 2025
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Lago da Pedra esta localizado sob as coordenadas 19" 60" S; 45° 10" 0”W, abrange uma
area total de 1.240,444 km? e estd incluso dentro da area da Amazonia Legal (IBGE, 2022).
Esta inserido predominantemente no bioma cerrado e apresenta clima tropical (IBGE, 2024).
Possui duas estagdes bem definidas: chuvosa, que vai de dezembro a maio, e estagdo seca,
correspondente aos meses de junho a novembro (Correia, 2011). A area de estudo ¢ habitada
por comunidades rurais que dependem da agricultura e pecudria. Proximo as areas de captura
ha areas antropizadas, incluindo trechos de vegetagdo suprimida para implantacao de rogas e

areas com acumulo de matéria organica, incluindo esterco.

4.3 Captura de primatas

A amostragem foi do tipo ndo probabilistica por conveniéncia. Foram incluidos no
estudo individuos clinicamente aptos ao manejo no momento da captura, que permitiram a
coleta de amostras bioldgicas em quantidade e qualidade adequadas para as andlises de
filarideos. Foram excluidos individuos com sinais de debilidade severa, ferimentos ou estresse
excessivo, fémeas em estagio avangado de gestacdo ou com filhotes dependentes, individuos
recapturados, assim como aqueles nos quais nao foi possivel realizar a coleta de amostras
bioldgicas em condi¢des adequadas.

Os animais foram capturados utilizando quatro armadilhas do tipo Tomahawk (70 x 35
x 40 cm), acionadas por pedal e posicionadas a nivel do solo, com uma distancia minima de
cinco metros entre elas. As atividades de campo ocorreram em cinco meses diferentes (julho,
setembro, outubro e novembro de 2024 e janeiro de 2025), com duracdo média de oito dias por
campanha de campo. No més de julho foi realizada a ambientagdo, etapa na qual as armadilhas
foram dispostas desarmadas no ambiente para que os animais se habituassem a sua presenca.
Essa preparagdo teve como objetivo facilitar as capturas realizadas nos meses subsequentes,
quando as armadilhas passaram a ser efetivamente acionadas. As armadilhas foram colocadas
estrategicamente proximas a palmeiras de coco anaja. Para atrair os animais, foram colocadas
no fundo das armadilhas diferentes iscas, incluindo casca de abacaxi e frutas como manga, coco
anaja e banana.

O periodo de ambientagdo teve duragdo aproximada de dois meses (julho a setembro).
Durante esse intervalo, as iscas foram renovadas a cada dois dias. Os animais foram
monitorados por meio de uma camera de visdo noturna posicionada estrategicamente nas
proximidades das armadilhas, com o objetivo de registrar sua aproximagao ¢ confirmar se

estavam entrando nas gaiolas.
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Ap6s o periodo de ambientacao, as armadilhas foram acionadas nos meses de setembro,
outubro, novembro e janeiro para efetuar a captura dos animais. Para aumentar a eficiéncia do
processo, algumas adaptagdes foram feitas nas gaiolas, incluindo a instalagdo de telas laterais,
de modo a impedir que os animais alcangassem as iscas pelas laterais.

Os animais capturados foram transferidos para uma gaiola de contengdo equipada com
parede moével, onde receberam sedacdo por meio da administragdo intramuscular de cloridrato
de zolazepam, na dose de 2 mg/kg (Figura 3). Apos a sedagdo, cada individuo foi submetido a
uma avaliacao completa, que incluiu pesagem e exame clinico geral, considerando parametros

como coloragdo das mucosas, inspe¢ao de linfonodos, nivel de alerta e comportamento.

Figura 3- Sedagdo de primata em gaiola de contencdo utilizando o anestésico cloridato de zolazepam.

Fonte: proprio autor

Foram obtidas medidas biométricas, como comprimento do corpo e da cauda, e
registradas fotografias faciais e corporais, as quais auxiliaram no processo de identificagao
individual (Figura 4). A identificacdo taxondmica foi realizada com base nas caracteristicas
descritas por Silva Junior (2001). Apos completa recuperagdo dos efeitos sedativos, os animais

foram liberados no mesmo local de captura.
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Figura 4- Medigdes biométricas de primatas. A. Comprimento corporal. B. Comprimento da cauda.

Fonte: proprio autor

4.4 Obtencao de amostras

Foram coletadas amostras de sangue de cada animal capturado por meio de puncao da
veia jugular ou femoral, utilizando agulhas de 13 x 4,5 mm acopladas a seringas de 1 ou 3 mL.
Parte do sangue obtido foi utilizada para a confeccdo de esfregacos sanguineos em duplicata,
enquanto outra fragao foi transferida para tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), destinados as analises moleculares. Adicionalmente, trés gotas de sangue
foram depositadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) acrescido de soro bovino, como parte
de um projeto paralelo voltado a detec¢ao de Trypanosoma cruzi.

Todas as amostras sanguineas foram devidamente identificadas e imediatamente
refrigeradas em caixa isotérmica, e encaminhadas ao Laboratorio de Parasitologia e Doencas
Parasitarias da Universidade Estadual do Maranhao, no Brasil, onde foi realizada a extracdo
molecular. Em seguida, o DNA obtido foi enviado ao Departamento de Ecoepidemiologia de
Doencas Parasitarias do Instituto de Biologia do Desenvolvimento e Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Varsovia, na Polonia, para a realizacdo das Reacdes em Cadeia da Polimerase

(PCR) e das analises filogenéticas.

4.5 Processamento das amostras
4.5.1 Esfregaco sanguineo

Do sangue coletado foi utilizado uma gota para a confec¢ao dos esfregacos sanguineos
em duplicata, por amostra, em camada delgada, realizados no momento da coleta. As ldminas
de esfregacos, foram levadas ao laboratorio de parasitologia veterindria, da Universidade
Estadual do Maranhdao (UEMA) e foram fixadas com metanol (por 1 minuto), corados pelo

método panoético e analisados no microscopio optico no aumento de 40 X e 100X, utilizando
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6leo de imersdo. As laminas de esfregaco foram percorridas por completo para deteccdo de

microfilarias.

4.5.2 Extracao de DNA

A extragcdo do DNA genomico foi realizada a partir das amostras de sangue utilizando o
kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®, Alemanha), conforme as recomendagdes do
fabricante. O DNA total foi eluido em 60 ul de tampao de eluicdo e armazenado em -20 °C para
posterior realizacdo de procedimentos. A concentracdo ¢ a pureza do DNA extraido foram
determinadas por espectrofotometria, com leitura das absorbancias nos comprimentos de onda

de 260 e 280 nm.

4.5.3 Diagnostico molecular

As amostras de DNA foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de
acordo com a metodologia descrita por Casiraghi et al. (2001), utilizando os primers COIintF
(5'-TGATTGGTGGTTTTGGTAA-3") e COIlintR (5'-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3")
(Tabela 2). A reacdo foi preparada em um volume final de 20 pL, contendo 14 pL de 4gua
ultrapura, 2 uLL de tampao 10X (buffer), 1 pL de cada primer, 0,2 pL. de dNTP, 0,2 uL de Taq
DNA polimerase e 2 pL. de DNA. O protocolo de PCR foi conduzido com uma desnaturagao
inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por oito ciclos compostos de 94 °C por 45 s, anelamento
inicial a 51 °C por 45 s com redug¢do de 1 °C a cada dois ciclos, e extensdo a 72 °C por 1,5 min.
Em seguida, 25 ciclos a 94 °C por 45 s, 45 °C por 45 s ¢ 72 °C por 1,5 min, finalizando com
uma etapa de extensdo a 72 °C por 7 minutos.

Foram utilizados 0s pares de primers Nem 18S F (5'-
CGCGAATRGCTCATTACAACAGC-3")e Nem 18S R (5'-GGGCGGTATCTCGCC-3') para
amplificacdo do gene 18S rRNA, seguindo as condi¢des descritas por Floyd et al. (2005). As
reacOes de PCR foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 0,5 pL de cada primer,
9 uL de Tag DNA polimerase, 2 pL. de DNA e agua ultrapura para completar o volume. O
protocolo de ciclagem consistiu em uma desnaturagao inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de
35 ciclos de 95 °C por 30 s, 54 °C por 30 s e 72 °C por 1 minuto, com extensdo final a 72 °C
por 5 minutos.

A regido do gene 12S rRNA foi amplificada utilizando os primers 12SF (5'-
GTTCCAGAATAATCGGCTA-3") e 12SR (5'-ATTGACGGATGRTTTGTACC-3'), conforme
Casiraghi et al. (2004). As reagdes também foram conduzidas em volume final de 25 pL,

contendo 0,5 pL de cada primer, 9 uLL de Taqg DNA polimerase, 2 uL. de DNA molde e 4gua
41

Processo Associado: 23129.001085/2026-40 Péagina 48/159



ultrapura para completar o volume. As condi¢des de amplificagdo incluiram desnaturagdo

inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 40 s, 50 °C por 45 s e 72 °C

por 90 s, com extensao final a 72 °C por 5 minutos.

O DNA de Dirofilaria repens, proveniente de uma amostra de cao da Grécia, foi

utilizado como controle positivo nos ensaios de PCR. Todos os produtos amplificados foram

visualizados em gel de agarose a 1,5% sob transiluminagdo UV.

Tabela 2- Genes alvos, sequéncias de nucleotideos, tamanhos de pares de bases e referéncia dos primers utilizados

Genes Sequéncias de oligonucleotideos (5'-3") P:li);e;se:le Referéncias

5'-TGATTG GTG GTT TTG GTA A-3

Casiraghi et al.

coxl 5 _ATA AGT ACG AGT ATC AAT ATC-  549PP (2001)

3!

5'CGCGAATRGCTCATTACAACAGC- Floyd et al.
18S 900 bp

3" e 5'-GGGCGGTATCTCGCC-3' (2005)

5'-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3" 5'- Casiraghi et al.
12S 450 bp

ATTGACGGATGRTTTGTACC-3’

(2004)

Fonte: proprio autor

Os amplicons de tamanho esperado para o gene cox1 foram enviadas para a empresa

Genomed- Poland para realizacdo de purificacdo e sequenciamento Sanger. Os fragmentos de

tamanho esperado para os genes 18S e 12S foram encaminhados para empresa Biotecnologia

Pesquisa e Inovacao (BPI) para realizagdo de purificacdo e sequenciamento Sanger (Tabela 3).

Tabela 3- Codigo de identificagdo, origem, tipo de amostra e regido genética amplificada

Amostra

Origem / Tipo de

material

Alvo amplificado

[0, TSN

9
12
13

Primata - Sangue
Primata - Sangue
Primata - Sangue
Primata - Sangue
Primata - Sangue
Primata - Sangue

Coxl,18Se 128
Cox1,18Sel2S
Cox1,18Sel12S
Cox1,18Sel2S
Cox1,18Sel12S
Cox1,18Sel12S

Fonte: proprio autor
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As sequéncias obtidas para o gene cox1 foram inicialmente avaliadas quanto a qualidade
e, posteriormente, alinhadas e editadas para a construgdo de uma sequéncia consenso, utilizando
o programa SeqMan (DNASTAR Lasergene v.9.1). Em seguida, as sequéncias consensuais
foram comparadas com aquelas depositadas no banco de dados GenBank por meio da
ferramenta BLAST (NCBI), visando a identificacdo das sequéncias mais similares. Para o gene
coxl, as sequéncias selecionadas com base nos resultados do BLAST foram utilizadas nas
inferéncias filogenéticas. O conjunto de dados final foi composto por 38 sequéncias, incluindo
Thelazia callipaeda como grupo externo. O alinhamento das sequéncias foi realizado no

software MEGA v.12 (Kumar et al., 2024), utilizando o algoritmo MUSCLE.

4.5.4 Analises filogenéticas

A inferéncia filogenética foi conduzida no MEGA v.12 pelo método de Méxima
Verossimilhanga. O modelo de substitui¢ao de nucleotideos mais adequado foi selecionado com
base no critério de informagdo de Akaike (AIC). A arvore filogenética representativa para o
gene cox 1 foi construida utilizando o modelo de Tamura Nei (1993), com taxa de variagao entre
sitios modelada por uma distribuicio Gama (+G) e inclusdo de sitios invariantes (+I). A
confiabilidade dos agrupamentos foi avaliada por meio de andlise de bootstrap com 1.000

repeticdes.

5. RESULTADOS

Ao todo, foram capturados 14 primatas da espécie S. apella. A camera com sensor de
movimento instalada no local registrou a presenga dos animais tanto nas proximidades quanto
no interior das gaiolas, onde se alimentaram de todas as frutas oferecidas, com preferéncia pelo
coco anaja (Attalea maripa). As imagens também permitiram identificar que os principais
horérios de atividade dos primatas nas areas de captura ocorreram entre Sh e 8h da manha

(Figura 5).
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Figura 5- Imagem registrada por cadmera de monitoramento noturno em outubro de 2024, exibindo primatas nas

proximidades de uma armadilha Tomahawk, no municipio de Lago da Pedra, Maranh@o

Fonte: proprio autor

Do total de primatas capturados, 64,3% (9/14) eram machos e 35,7% (5/14) fémeas. Em

relagdo a faixa etaria, houve predominancia de individuos adultos, representando 71,4% (10/14)

do total. As medidas morfométricas dos primatas apresentaram as seguintes variagdes: O

comprimento do corpo variou entre 21 a 36 cm e o comprimento da cauda entre 33 e 41 cm. O

peso dos machos variou entre 1,3 e 4,6 kg, enquanto o das fémeas variou entre 2,32 e 2,7 kg.

(Tabela 4). Os animais avaliados apresentavam-se clinicamente saudaveis, sem alteragdes

aparentes nas mucosas e sem presenca de linfonodos reativos a palpacgao.

Tabela 4- Informacdes dos primatas Sapajus apella capturados em Lago da Pedra, Maranh&o, incluindo sexo,

faixa etaria, peso, medidas corporais e horario de captura

Animais Sexo Faixa etaria  Peso(kg) C.corpo C.cauda  Horario
1 Macho Adulto 4,6 36 cm 40 cm 9:00
2 Fémea Adulto 24 29 cm 36 cm 8:00
3 Macho Jovem 1,5 22 cm 33 cm 18:30
4 Fémea Adulto 2,7 29 cm 38 cm 18:30
5 Fémea Adulto 3,5 31 cm 38 cm 7:05
6 Macho Adulto 1,6 28 cm 37 cm 10:53
7 Macho Adulto 1,6 25 cm 40 cm 11:09
8 Macho Adulto 1,7 27 cm 41 cm 17:45
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9 Macho Adulto 3 27 cm 38 cm 16:54

10 Macho Jovem 1,6 27 cm 41 cm 16:57
11 Macho Jovem 1,5 21 cm 34 cm 16:11
12 Fémea Adulto 2,3 29 cm 39 cm 18:09
13 Fémea Adulto 2.4 29 cm 37 cm 17:10
14 Macho Jovem 1,3 21 cm 33 cm 17:20

C. = comprimento. Fonte: proprio autor

Na analise microscopica das amostras, trés laminas provenientes de animais distintos
foram consideradas positivas (21,43%; 4, 5 e 12), nas quais foram observadas microfilarias com
corpo filiforme, extremidade anterior discretamente mais espessa e extremidade posterior

afilada (Figura 6).

@

Figura 6- Microfilaria observada em esfregaco sanguineo de Amostra 4 de Sapajus apella, proveniente do
municipio de Lago da Pedra, Maranhao
Fonte: proprio autor

Durante o processamento das amostras bioldgicas, inicialmente destinadas a um
experimento paralelo de investigagdo por meio de inoculacdo em meio de cultura LIT, foi
observada a presenca de microfildrias vidveis no material proveniente de animais positivos.
Essas microfilarias permaneceram detectaveis no meio de cultura por determinado periodo,
sendo possivel acompanhar sua sobrevivéncia ao longo do tempo. Trata-se de uma observagao
de carater descritivo, que ndo integrou o delineamento experimental originalmente proposto.

Com base na avaliagdo das culturas em meio LIT, foi detectada a presenga de
microfildrias vivas, com movimento ativo, na amostra 4 durante um periodo de 12 dias (Figura

7). As microfilarias observadas apresentavam corpo com extremidade anterior arredondada.
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: 45 "y "
Figura 7- Microfilaria observada em meio de cultura LIT da amostra 4 de Sapajus apella, proveniente do
municipio de Lago da Pedra, Maranhao.
Fonte: Proprio autor

De acordo com o resultado da extracdo de DNA das amostras, a concentracao de DNA

obtida variou entre 27 e 119 ng/uL (Tabela 5).

Tabela 5- Concentragdo de DNA de amostras sanguineas de Sapajus apella

Concentracio de DNA (ng/ul)

Amostras

1 119 ng/uL
2 61 ng/pl
3 55 ng/uL
4 88 ng/uL
5 110 ng/uL
6 82 ng/pL
7 85 ng/uL
8 27 ng/uL
9 31 ng/uL
10 37 ng/uL
11 44 ng/uLL
12 40 ng/uL

P13 88 ng/uL

P14 64 ng/uL

Fonte: proprio autor

A reacdo de PCR direcionada ao gene mitocondrial cox1 resultou na amplificacdo de

seis (42,85%) das 14 amostras analisadas. Bandas compativeis com o tamanho esperado do
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amplicon (=649 bp) foram observadas nas amostras 1, 4, 5, 9, 12 e 13 (Figura 8). Dentre as

amostras positivas, 66,7% eram fémeas e 33,3 % eram machos.

10 11 (2 43 14 b4

. :
e
-

Figura 8-Amplificagdo por PCR do gene mitocondrial cox1 (~649 bp) para detecgdo de filarideos em amostras de
sangue de Sapajus apella coletadas em Lago da Pedra, Maranhao

Amostras: 1-14. M: Marcador de peso molecular. C-: Controle negativo. C+: Controle positivo.

Fonte: proprio autor

A PCR realizada para amplificacdo do gene 18S rRNA apresentou resultado positivo em
seis das 14 amostras analisadas (42,85%). As amostras 1, 4, 5, 9, 12 ¢ 13 exibiram bandas
compativeis com o tamanho esperado do fragmento amplificado (=850 pb), conforme

demonstrado na Figura 9.

i

850

Figura 9- Amplifica¢do por PCR do gene 18S (~850 bp) para detecgdo de filarideos em amostras de sangue
de Sapajus apella coletadas em Lago da Pedra, Maranhdo

Fonte: proprio autor

A amplificac¢do do gene 12S rRNA por PCR foi bem-sucedida em seis das 14 amostras
avaliadas (42,85%). As amostras 1, 4, 5,9, 12 e 13 apresentaram bandas correspondentes ao

tamanho esperado do amplicon (=450 pb), como ilustrado na Figura 10.
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450

Figura 10- Amplifica¢ao por PCR do gene 125 (~450 bp) para detecgdo de filarideos em amostras de sangue de Sapajus

apella coletadas em Lago da Pedra, Maranhao

Fonte: proprio autor

Ao comparar os resultados da andlise microscopica e das PCRs, observou-se que as

amostras 4, 5 e 12, positivas nas laminas, também apresentaram amplificagdo positiva para os

genes cox1, 18S rRNA e 12S rRNA, confirmando sua positividade nos diferentes marcadores

moleculares. Por outro lado, as amostras 1, 9 e 13 foram negativas na microscopia, embora

tenham apresentado resultados positivos nas PCRs para todos os genes-alvo analisados (Tabela

6).

Tabela 6- Comparacdo entre resultados microscopicos ¢ moleculares (PCR) de amostras obtidas de primatas

Sapajus apella do municipio de Lago da Pedra

Amostras

1

o R N SN N AW

— e ke
AW N = O

Microscopia

Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa

PCR cox1

Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva

Negativa

PCR 18S
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva

Negativa

Processo Associado: 23129.001085/2026-40

PCR 128
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva

Negativa
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Apbs o sequenciamento das amostras positivas para o gene cox 1, quatro sequéncias que

apresentaram qualidade suficiente foram incluidas nas analises filogenéticas, correspondendo a

66,7% do total de amostras positivas na PCR. A avaliagdo dessas sequéncias por meio da

ferramenta BLAST revelou elevados niveis de identidade com D. gracile, variando entre

96,32% e 98,91% (Tabela 7).

Tabela 7- Resultados da analise BLAST das sequéncias do gene cox1 obtidas nas amostras 1, 4, 5 ¢ 12.

Animal ID Identidade Evalue/Query cover Acesso
Dipetalonema KP760180.1
1 0/97%
gracile/98,19%
Dipetalonema KP760180.1
4 0/100%
gracile/98.91%
Dipetalonema KP760180.1
9 0/100%
gracile/97.86%
Dipetalonema KP760180.1
12 0/100%

gracile/96.32%

Fonte: proprio autor

A analise filogenética por Maxima Verossimilhanga revelou a formacao de trés clados

principais, correspondentes aos géneros Dirofilaria, Onchocerca e Dipetalonema. Todas as

sequéncias do estudo agruparam-se exclusivamente no clado do género Dipetalonema, com

maior proximidade genética das sequéncias referéncias de D. gracile (Figura 11).
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MW357386 Dipetalonema graciliformis Saguinus midas French Guiana M

8g | MW357383 Dipetalonema graciliformis Saguinus midas French Guiana M
MW357387 Dipetalonema graciliformis Saguinus midas French Guiana M‘
MW357390 Dipetalonema graciliformis Saguinus midas French Guiana M
KP760181 Dipetalonema gracile Ateles sp. Guyana w
KP760181 Dipetalonema gracile Sapajus apella Peru
1 Sapajus apella Brazil @

12 Sapajus apella Brazil @ M
4 Sapajus apella Brazil @ M
9 Sapajus apella Brazil @ mﬂ
KP760179 Dipetalonema gracile Cebus olivaceus Veneznela M

99 KP760183 Dipetalonema robini Lagothrix poeppiggi Peru H

g1 | MT502200 Dipetalonema caudispina Ateles paniscus Guyana M

MT502201 Dipetalonema caudispina Ateles paniscus Guyana w
99| MW199183 Dipetalonema yatesi Ateles chamek Peru M
76 | MW199182 Dipetalonema yatesi Ateles chamek Peru M
?%KXZGSMB Dirofilaria repens Canis lupus familiaris Italy h

NC(2)(2)(2) 029975 Dirofilaria repens Unknown

NC(2)(2)(2) 031365 Dirofilaria sp. hongkongensis Homo sapiens India &
_63] —98| OR755977 Dirofilaria sp. Homo sapiens Australia o

MK250721 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Thailand }'\
MK250737 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Thailand h
MW577348 Dirofilaria immitis Homo sapiens Thailand &
MK250747 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Thaila.udh
NC 005305 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Australia h
MK250760 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Thailand h

NC 005305 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Australia h
EU159111 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris China 'Y'l,
MK250746 Dirofilaria immitis Canis lupus familiaris Thailand }‘\

AP017692 Onchocerca flexuosa Unknown
9 L

9 NC(2)(2) 016172 Onchocerca flexuosa Cervus elaphus Germany %
[ AP017694 Onchocerca ochengi Unknown
1001 NC(2) 031891 Onchocerca ochengi Cattle Cameroon “
AM749270 Onchocerca skrjabini Cervus nippon Japan %
AM?749272 Onchocerca skrjabini Nemorhaedus crispus J: apanh

91
68 AM749271 Onchocerca skrjabini Cervus nippon Japan

AM?749269 Onchocerca skrjabini Cervus nippon Japan
OM462655 Thelazia callipaeda Canis lupus Italy h

Figura 11- Inferéncia filogenética por Maxima Verossimilhanga baseada no gene cox-1, incluindo quatro amostras do
presente estudo (Sapajus apella —1, 4, 9 e 12) e sequéncias de referéncias.

Fonte: Proprio autor

6. DISCUSSAO

Os registros obtidos por imagens fotograficas permitiram observar que os primatas se
mostraram progressivamente familiarizados com as armadilhas 7omahawk disponibilizadas no
ambiente, indicando que o periodo de ambientagdo foi essencial e contribuiu para facilitar o

processo de captura. O maior periodo de atividade dos animais ocorreu pela manha, o que ¢
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consistente com o padrdo esperado para a espécie, ja que S. apella apresenta comportamento
tipicamente diurno (Groves, 2001; Rylands; Mittermeier, 2013).

E possivel inferir que a disposi¢do das armadilhas proximas a palmeiras possivelmente
facilitou o processo de captura, uma vez que o periodo de coleta ocorreu majoritariamente na
estacdo seca, quando ha menor disponibilidade de recursos alimentares. Nessa época, 0s
primatas tendem a concentrar suas atividades de forrageamento em palmeiras e sao
frequentemente observados consumindo frutos como o coco-anaja (Attalea maripa), que se
torna uma das principais fontes alimentares durante a redu¢ao de recursos (Spironello, 1991;
Gunst et al., 2010).

Este estudo representa o primeiro registro de nematodeos do género Dipetalonema em
S. apella no estado do Maranhdo. Nas andlises microscopicas, trés amostras foram positivas no
esfregaco sanguineo. Dentre elas, duas foram obtidas em periodo noturno, entre 18h09 e 18h30.
Embora ndo existam estudos que relacionem diretamente os niveis de microfilaremia com o
horario de coleta para filarideos do género Dipetalonema, evidéncias de outras espécies da
familia Onchocercidae demonstram que a parasitemia nos mamiferos pode variar de acordo
com o periodo de maior atividade dos vetores. Fontes et al. (2000), ao investigarem a
periodicidade microfilarial de Wuchereria bancrofti em humanos no estado de Maceio,
identificaram que os valores maximos de densidade microfilarial ocorreram por volta de 00h51,
caracterizando um padrdao noturno adaptado ao vetor. Esse comportamento também ja foi
observado em espécies como B. malayi e B. timori (Mathison et al., 2019).

Nesse sentido, considerando que os vetores de Dipetalonema sao culicoides, cuja
atividade ¢ predominantemente crepuscular, com surtos alimentares a partir do entardecer
(Wirth; Blanton, 1973; Lillie et al, 1981; Barcel6 et al., 2023), sugere-se que a detec¢do
morfoldgica positiva nesse estudo possa estar associada ao horario que a coleta sanguinea foi
realizada. Esse padrdo refor¢a a hipotese de uma possivel periodicidade microfilarial,
entretanto, sdo necessarios estudos especificos para elucidar esse comportamento em
Dipetalonema.

Nesse estudo, trés amostras foram negativas em laminas, mas positivas por deteccio
molecular para os genes coxl, 18S e 12S. Métodos diagndsticos baseados em analises
microscopicas diretas apresentam diversas limitagdes que podem gerar resultados falsos
negativos, como em casos de infecgdes com baixa parasitemia ou quando ha infec¢ao por
apenas um sexo do nematoide (Aschale et al., 2021; Mejias et al., 2024). Nesse sentido, os

métodos moleculares sdo ferramentas diagnosticas essenciais por se tratarem de métodos mais
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sensiveis e especificos (Ferri et al., 2009; Magnes et al., 2013), melhorando o diagnostico de
infecgoes e facilitando a diferenciagdo de tdxons de parasitas nematoides de importancia para
saude humana e veterinaria (Chan et al., 2021; Mejias et al., 2024).

Embora o meio LIT seja destinado para cultivo e crescimento de tripanossomatideos
(Barbosa, 2007; Costa et al., 2020) no presente estudo, filarideos do género Dipetalonema
conseguiram se manter vivos por um periodo de 12 dias na amostra nimero 4. Até o momento,
ndo existem relatos na literatura que abordem esse meio como um ambiente ideal para o
crescimento de filarideos. Geralmente, sao utilizados meios como RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute) e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementados com soro
fetal humano (Franke, Riberu, Wiady, 1987; Neves et al., 1991; Falcone; Schlaak, Haas, 1995).
Dessa forma, nossos achados podem representar uma evidéncia inédita de que o meio LIT
possui capacidade de manter filarideos vidveis por um periodo prolongado, abrindo
possibilidades metodoldgicas e hipdteses sobre o requerimento nutricional desses nematoides.

As sequéncias obtidas neste estudo, baseadas no gene cox1, apresentaram identidade via
BLAST entre 96% e 99% com D. gracile. Além disso, as amostras agruparam-se em um clado
maior composto por espécies do género Dipetalonema, com alto suporte, mostrando maior
proximidade com sequéncias atribuidas a D. gracile. Nesse contexto, os resultados confirmam
que o parasito encontrado pertence ao género Dipetalonema spp. € observa-se uma maior
afinidade com D. gracile, embora nao seja possivel confirmar a espécie com base apenas nesse
marcador.

A deteccao de filarideos do género Dipetalonema em primatas do género Sapajus ja foi
registrada em diferentes paises da América do Sul, como Brasil, Argentina e¢ Peru
(Vanderhoeven; Notarnicola; Agostini, 2017; Conga et al., 2019; Pereira et al., 2023). No Brasil,
a presenga do parasito foi relatada em S. flavius no estado da Paraiba (Ramalho et al., 2022) e
em S. nigritus no Rio Grande do Sul (Pereira et al., 2023; Ehlers et al., 2023). Entretanto,
informacdes especificas sobre a ocorréncia em S. apella sdo escassas e, em grande parte,
baseadas em registros antigos ou ainda ndo publicados. Essa caréncia de dados limita a
compreensdo sobre a real ocorréncia e distribuicdo de Dipetalonema spp. nesse hospedeiro.
Nesse sentido, o presente estudo contribui ao ampliar o conhecimento sobre a presenga € a
distribuicao de filarideos do género Dipetalonema em S. apella no Brasil, fornecendo
evidéncias atualizadas sobre a circulacdo nesse primata.

De acordo com Lefoulon et al. (2015), Dipetalonema é um género exclusivo de primatas

neotropicais. Das seis espécies atualmente reconhecidas, D. gracile, D. graciliformis e D.
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caudispina s3o as que apresentam registros no Brasil, sendo D. gracile a mais amplamente
distribuida. Esta espécie ja foi reportada em todas as regides do pais, incluindo os estados da
Paraiba, Rio Grande do Sul, Amazonas, Goias, Minas Gerais, Para, Sdo Paulo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro (Freitas, 1964; Ramalho et al., 2022; Lopes et al., 2022).

Filarideos do género Dipetalonema possuem grande relevancia para primatas
neotropicais, pois além de serem encontrados em tecidos subcutaneos podem parasitar
cavidades corporais, causando alteragdes clinicas graves, especialmente em casos de infec¢des
com alta carga parasitaria (Orihel; Seibold, 1972; Strait et al., 2012). O parasito pode causar
desnutricdo e deterioragdo progressiva do hospedeiro (Notarnicola; Jimenez; Gardner, 2007),
além de reagdes inflamatorias como peritonite e pleurites, podendo levar a morte do individuo
acometido (Strait et al., 2012).

O estudo de Ehlers et al. (2023) ao realizar necropsia de primatas da espécie 4. guariba
clamitans e S. nigritus associou diversos achados patoldgicos a presenca de nematoides adultos
nas cavidades abdominal e tordcica e pericardio. As seguintes alteragdes patologicas foram
observadas: aderéncias fibrosas na pleura visceral e parietal, cavidade toracica com proliferagao
de tecido conjuntivo fibroso na pleura visceral causando aderéncias no pulmao, figado com
proliferagdo de tecido conjuntivo fibroso, coragdo com epicardio apresentando areas
multifocais palidas e aderéncia moderada por serosite fibrosa e fibrinosa e intestino delgado
com aprisionamento de segmento intestinal por area focal de fibrose.

Estudos epidemiologicos prévios demonstram uma variagdo nas taxas de infecg¢do por
Dipetalonema em primatas. Ehlers et al. (2023) relataram 31,3% de positividade, enquanto
Conga et al. (2022) observaram 64,5%, ambos utilizando métodos baseados em necropsia. No
presente estudo, a deteccdo por meio de técnicas moleculares revelou uma positividade
intermediaria de 42,85%. Apesar disso, uma comparacdo mais abrangente ¢ limitada devido a
escassez de dados. A maioria das publicagdes disponiveis consiste em relatos pontuais ou
estudos com amostragem reduzida, que ndo fornecem estimativas de prevaléncia. Segundo
Conga et al. (2018), a escassez de estudos sobre filarideos em primatas esta relacionada, em
grande parte, as dificuldades logisticas de captura e acesso as populagdes de primatas de vida
livre, o que restringe a obtencdo de amostras representativas e dificulta avaliagdes
epidemioldgicas mais precisas.

Mamiferos machos sao frequentemente associados a maior incidéncia e suscetibilidade
a infecgdes parasitarias (Oliver et al., 2017). No entanto, esse padrdo ndo se confirmou no

presente estudo, ja que a maior parte dos individuos infectados foi composta por fémeas
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(66,7%). Esse resultado refor¢a que a predominancia de infec¢des em machos ndo ¢ uma regra
universal, podendo variar amplamente entre espécies e diferentes fatores ecologicos, como
mencionado por Wesotowska et al. (2022). Nesse contexto, o estudo de Conga et al. (2022) ao
analisar padrdes relacionados a infecgdes filariais em primatas neotropicais, incluindo os do
género Sapajus, ndo encontrou relagdo de prevaléncia ou intensidade de carga parasitaria
associada sexo, tamanho da massa corporal ou tamanho do grupo social.

Por outro lado, fatores ambientais parecem influenciar a incidéncia e carga parasitaria,
especialmente em periodos de escassez alimentar durante a estagdo seca. Longos periodos de
baixa disponibilidade de alimento podem gerar estresse ambiental nos primatas,
comprometendo suas defesas imunoldgicas e aumentando a suscetibilidade a infecg¢des
parasitarias (Conga et al., 2022). Estudos anteriores indicam que a escassez alimentar
prolongada deixa os primatas estressados devido a intensa busca por alimentos (Stevenson et
al., 2000; Dew, 2005) diminuindo a imunidade e os deixando mais vulneraveis a infecgdes
(Muehlenbein, 2006; Webster-Marketon e Glaser, 2008). O presente estudo foi realizado
principalmente na estagdo seca, o que pode ter influenciado a positividade observada para os
parasitos.

Além disso, fatores climaticos desempenham papel fundamental na analise das taxas de
infeccdo e prevaléncia de parasitismo em primatas nao humanos, pois influenciam diretamente
a dinamica populacional e a distribui¢ao dos vetores (Martinez-Mota et al., 2017; Famakinde,
2018). No municipio de Lago da Pedra, observam-se condi¢des ambientais que favorecem o
ciclo bioldgico dos Culicoides, contribuindo para sua manutengao e, consequentemente, para a
continuidade da cadeia de transmissao dos filarideos. Além disso, a presenca de criagcdo de
bovinos, associada ao acumulo de dgua, esterco e matéria organica, constitui um conjunto de
fatores amplamente reconhecido como determinante para a formagdo de criadouros de
Culicoides (Sanders et al., 2011; Costa et al., 2013; Gusmao et al., 2014; Werner et al., 2020;
Bernotien¢ et al., 2021). Todos esses elementos foram identificados na area de estudo,
reforgando que se trata de um ambiente altamente favoravel ao desenvolvimento desses vetores.

Nesse estudo, a escolha do gene cox1 foi baseada em sua grande utilizagdo e referéncia
como um bom marcador para diferenciar espécies de vertebrados e invertebrados geneticamente
proximas (Hebert et al., 2003; Lin; Stur; Ekrem, 2015), além de ser considerado um dos
melhores marcadores mitocondriais em andlises filogenéticas (Striider-Kypke; Lynn, 2010).
Diversos estudos tem utilizado esse gene em detec¢do moleculares e andlises filogenéticas de

parasitas nematoides da familia Onchocercidae, incluindo Dipetalonema (Lefoulon; Bain;
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Bourret, 2015; Sazmand, Eigner; Mirzaei, 2016; Zarate-Rendon et al., 2022; Ehlers et al., 2023;
Mejias et al., 2024; Bruley; Duron, 2024).

A organizacao dos clados observada na anélise filogenética corrobora a utilidade do
gene cox1 como marcador informativo para a discriminag¢ao de nematoides filarideos em nivel
genérico, promovendo a separacdo consistente entre representantes dos géneros Dipetalonema,
Dirofilaria e Onchocerca, conforme previamente demonstrado em estudos moleculares com
filarideos (Casiraghi et al., 2001; Ferri et al., 2009; Lefoulon et al., 2015).

Nesse contexto, o agrupamento exclusivo das sequéncias obtidas no clado de
Dipetalonema reforga a identificagdo genérica do parasito detectado e evidencia a estabilidade
filogenética desse grupo. Além disso, a maior proximidade genética com sequéncias de
referéncia de D. gracile sugere identidade especifica provavel, padrdo semelhante ao observado
em analises baseadas em cox1 para filarideos neotropicais (Ferri et al., 2009; Lefoulon et al.,
2015).

Entretanto, variacdes intraespecificas e diferengas geograficas sdo frequentemente
descritas para genes mitocondriais em nematoides, podendo influenciar a distdncia genética
observada (Blouin, 2002). Dessa forma, a inclusdo de marcadores adicionais ¢ recomendada
para ampliar a robustez da delimitacdo taxonomica e fortalecer as inferéncias filogenéticas.

Adicionalmente, do ponto de vista metodologico, a escolha de um grupo externo
adequado ¢ fundamental para o enraizamento correto da arvore filogenética (Lefoulon et al.,
2015). No presente estudo, utilizou-se 7. callipaeda, que se mostrou uma escolha apropriada,
pois a espécie ndo se agrupou com nenhum taxon interno e permitiu a obtencao de valores de
suporte consistentes. Além disso, outros estudos que empregaram o gene coxl em analises
moleculares de filarideos também utilizaram espécies do mesmo género como raiz, refor¢ando
a consisténcia dessa escolha (Casiraghi et al., 2001; Casiraghi et al., 2004; Ehlers et al., 2023).

Apesar disso, embora o gene cox1 seja amplamente utilizado em anélises filogenéticas,
estudos recentes recomendam a utilizacdo de um conjunto mais abrangente de marcadores
moleculares. Nesse contexto, além do coxl, sdo frequentemente empregados outros genes
mitocondriais, como 12S rRNA, bem como marcadores nucleares, a exemplo do 18S rRNA
(Zérate-Rendon et al., 2022; Mejias et al., 2024).

Por fim, no presente estudo, as sequéncias de cox1 apresentaram alta identidade com D.
gracile, indicando fortemente a identidade do parasito. Entretanto, a inclusdo de marcadores
adicionais ¢ importante para ampliar a robustez da delimitacdo taxondmica e fortalecer o

suporte das inferéncias filogenéticas. As andlises complementares com os genes 12S rRNA e
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18S rRNA encontram-se em andamento e deverdo proporcionar uma caracterizagdo molecular
mais abrangente do parasito detectado, permitindo confirmar com maior seguranga sua posi¢ao

filogenética dentro do género Dipetalonema.

7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo confirmam, pela primeira vez, a ocorréncia de filarideos do
género Dipetalonema em primatas S. apella no estado do Maranhao. Esses achados ampliam o
conhecimento sobre a distribuicdo de nematoides filarideos em primatas neotropicais e
contribuem para preencher uma lacuna importante de informagdes parasitoldgicas na regido,
especialmente em areas de transi¢ao ecoldgica como a Regido Imediata de Bacabal.

Além disso, a detecgdo molecular e a caracterizagdo filogenética realizadas neste
trabalho fornecem subsidios relevantes para futuras investigacdes epidemiologicas e para o
monitoramento da saude de populacdes silvestres. Considerando o papel dos primatas como
componentes essenciais da biodiversidade e o fato de muitas espécies estarem sob pressao
devido a perda de habitat e outras ameacas, estudos como este tornam-se fundamentais para
compreender os impactos potenciais de parasitos na conservag¢do e no manejo da fauna.

Dessa forma, este estudo estabelece uma base inicial para o desenvolvimento de agdes
de vigilancia e para o avango das pesquisas sobre filarideos em primatas no Maranhdo e em

outras areas do Nordeste brasileiro.
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