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RESUMO

Devido a auséncia de dados de caracterizacdo molecular dos protozodrios
intestinais: Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp. e Blastocystis spp. em Belém,
gue permitam avaliar o risco de transmissao destes patdégenos para seres humanos,
e ao fato de serem patdgenos zoondticos, ou seja, transmissiveis de animais para
humanos, € que esse estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia da infec¢éao
em caes acolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade de Belém,
assim como a caracterizacdo filogenética destes protozodrios. Para isso, foram
obtidas 74 amostras de fezes de cées acolhidos no CCZ do municipio de Belém, as
guais foram analisadas por PCR para a detec¢cédo de G. duodenalis, Cryptosporidium
spp. e Brastocystis spp. Os nossos resultados mostraram que 37 amostras foram
positivas para G. duodenalis, enquanto que Cryptosporidium spp. e Blastocystis spp.
houve apenas resultados negativos. Em relacédo as amostras que resultaram positivas
para G. duodenalis, foram obtidas 10 sequéncias correspondente ao gene da f3-
giardina, com as quais conseguiu se estabelecer que 0s protozoarios pertenciam aos
agrupamentos tipo A, tipo C e tipo D. Quando comparadas as amostras pertencentes
ao agrupamento A com amostras coletadas a partir de seres humanos, conseguiu-se
estabelecer uma correlacdo entre as sequéncias, indicando que existe transmisséo
zoonotica de G. duodenalis no municipio de Belém. Tal resultado é preocupante,
justificado, principalmente, pelo saneamento precéario da cidade de Belém e regido
metropolitana. Portanto, se faz necessario a criacdo de medidas educativas e de

controle que visem o diminuir da transmissao deste protozoario para populacao.

Palavras-chave: Giardia duodenalis, Cryptosporidium, Blastocystis, Caes, Belém.



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional de cées errantes e domiciliados em todo Brasil,
associado ao facil acesso destes animais a espacos publicos destinados as atividades
recreativas, esportivas e educativas, aumentam o risco de transmissao de zoonoses
no ambiente urbano (SOTERO-MARTINS et al., 2014). As zoonoses séo definidas
como todas as doencas infecciosas transmitidas naturalmente entre animais
vertebrados e seres humanos (WHO, 2018) e varios estudos tém demonstrado que
essas estdo entre o grupo de doencas tropicais negligenciadas, apresentando
significativo impacto na saude publica, em especial para as criangas, idosos e pessoas
imunocomprometidas (NOORALDEEN, 2015; MELIN-COLOMA et al., 2016; PENA et
al., 2017).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (2018) estimam que, somente no
Brasil, existam cerca de 30 milhdes de animais abandonados. Destes, 10 milhdes
correspondem a gatos e 20 milhdes a céaes, reforcando o papel destes animais como
reservatorios de varias parasitoses de potencial zoonoético, constituindo fonte de
infeccdo para humanos e outros animais, configurando assim um problema de saude
publica e veterinaria.

A transmisséo das zoonoses para o ser humano pode ocorrer de forma direta,
ocorre através do contato direto com secre¢des (urina, fezes, sangue, ou outros
fluidos corporais), ou ocorre por meio da mordedura ou arranhadura de animais
contaminados com o0 agente etiolégico, bem como entre seres humanos
contaminados, por meio de contato com secrecdes; ou indiretamente, por meio da
exposicao a vetores representados por animais do filo Arthropoda, como as pulgas,
acaros, carrapatos ou outros animais que carregam o agente etiologico (GOMES et
al., 2022). De acordo com Westgarth et al. (2007), cdes e gatos podem albergar de 30
a 40 agentes zoondticos, que sao transmitidos por diferentes vias. Nesse sentido, as
infeccBes causadas por parasitos intestinais, especialmente helmintos e protozoarios,
tém se destacado como a principal causa de morbidade nestes animais, causando,
geralmente, ma-absorcdo, vbmitos, diarreia, anemia e perda de peso (VITAL,
BARBOSA, ALVES, 2012; FUNADA et al., 2007).

De acordo com Quadros (2015), a presenca destas infec¢des € principalmente
relatada em animais errantes, canis, abrigados, lojas de animais, ou caes
domiciliados, principalmente em condicbes de superpopulagdo e de

imunossupressao. Nesse sentido, Os Centros de Controle de Zoonoses, cujas



funcBes sdo a prevencdo e o controle de zoonoses nos municipios do Brasil e a
instrucdo da responsabilidade dos tutores sobre a manutencdo dos animais em
condicbes adequadas, tem um papel relevante para estudos e monitoramento de
zoonoses ja que dentre as suas acdes esta a de prevenir, reduzir e eliminar as causas
de sofrimento aos animais; e preservar a salde e bem-estar da populacdo
(BARROSO & LIMA, 2013).

Até o0 momento, temos, ao todo, identificadas 1.415 espécies de organismos
patogénicos ao homem, dos quais 61% podem ser transmitidos entre animais e seres
humanos (LIMA & LUNA, 2012). Dentre estes patdégenos zoondéticos, trés grupos de
protozodrios intestinais, que apresentam relevancia para a Saude Publica, sao o foco
deste trabalho, sdo estes: Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp. e Blastocystis

SpPpP.
1.1. GIARDIA DUODENALIS

Com relacdo a G. duodenalis (Diplomonadida: Hexamitidae), também
encontrado na literatura como Giardia lamblia ou Giardia intestinalis, € um
microrganismo unicelular eucariotico flagelado, agente causador da giardiase,
infeccdo intestinal de carater cosmopolita (ADAM, 2001). Apresenta um ciclo direto ou
monoxénico (Figura 1), apresentando dois estagios de desenvolvimento: cistos e
trofozoitos (Figura 2). Os cistos (de forma oval, com 8-12 ym de comprimento e com
guatro nucleos), ambientalmente resistentes, responsaveis pela transmissédo de G.
duodenalis, sendo eliminados em grande namero nas fezes do hospedeiro e podem
permanecer infecciosos por meses na agua ou em areas frias e umidas. Estes
estagios sdo adquiridos através da via fecal-oral, incluindo contato direto com fezes
humanas ou animais ou através do consumo de agua ou alimentos
contaminados. Apés a passagem pelo ambiente acido do estdmago, os cistos
desencistam no intestino delgado, liberando dois trofozoitos méveis e binucleados
(cada um com quatro pares de flagelos e um disco adesivo para fixacdo as células
epiteliais intestinais), que se reproduzem assexuadamente por fissdo binaria
longitudinal antes do encistamento em resposta a presenca de sais biliares e pH
levemente alcalino liberados no intestino. Estes ultimos colonizardo a regido proximal
do intestino delgado e correspondem ao estagio vegetativo, responsavel pela
reproducdo, expressdo dos principais fatores de viruléncia e as consequentes
manifestagdes clinicas (NEVES, 2016; ANKARKLEYV et al., 2010; DIXON, 2021).
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Figura 1: Ciclo biologico da Giardia duodenalis, onde observa-se as fases de ingestéo, reprodugéo e
saida do hospedeiro, com o estagio de desenvolvimento respectivo a essas do protozoario sendo
demonstradas na imagem também. (Fonte: Adaptado de pngwing.com)
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Figura 2: Estdgios de desenvolvimento de Giardia duodenalis em Trofozoito (A) com 4 pares de
flagelos e presenca de disco suctorial com finalidade de adesao a parede intestinal do individuo, e Cisto
(B) com parede cistica que o torna ambientalmente resistente. (Fonte: Adaptado de Ankarklev et al.,
2010).



Na primeira metade do século XX, dezenas de espécies de giardias foram
descritas baseado em discretas diferencas morfolégicas ou nos diferentes
hospedeiros nos quais foram isoladas (FERREIRA; FORONDA, 2012). Assim, em
1952 passaram a serem reconhecidas somente trés espécies morfologicamente
diferentes: G. duodenalis, encontrada na maioria dos mamiferos, incluindo seres
humanos e animais domésticos, G. agilis, que ocorre em anfibios e G. muris,
encontrada em roedores (FILICE, 1952), sendo posteriormente adicionadas mais duas
espécies isoladas em aves (G. psittaci e G. ardeae).

Baseado em evidéncias filogenéticas e moleculares, G. duodenalis é
considerada uma espécie composta por oito grupos genéticos diferentes ou
agrupamentos, denominadas pelas letras A-H, que n&o apenas demonstram
diferentes padrbes de especificidade de hospedeiros, mas também diferem em uma
série de outros aspectos fenotipicos (FENG & XIAO, 2011). Embora os estudos
especificos dos agrupamentos de giardias demonstram que os genétipos C e D séo
especificos para cées, os agrupamentos A e B foram encontradas nas infeccoes
humanas e em outros mamiferos (incluindo cées e gatos) sendo reconhecidos como
genotipos zoonaoticos.

A giardiase em cédes tem distribuicdo cosmopolita e prevaléncia com indices
variaveis dependendo da regido geografica, idade, condicdo sanitaria da populacéo
canina e técnica de diagnéstico empregada (QUADROS et al., 2015). Nos animais
acometidos, o espectro de manifestacdes clinicas da giardiase é variavel, podendo
ocorrer desde uma infeccéo leve e autolimitada, até quadros clinicos severos, com
desidratacéo, anorexia e dor abdominal, podendo apresentar retardo no crescimento
e perda de peso (SCORZA; TANGTRONGSUP, 2010; BALLWEBER et al., 2010).

Segundo Balassiano (2007), a infeccao entérica provocada pela giardia nestes
animais, geralmente, estd associada a fatores causadores de estresse, como
desmane, condicbes de superpopulacdo/confinamento, estado nutricional e
imunolégico do hospedeiro e doencas concomitantes, sendo frequente em animais

jovens e/ou debilitados mantidos em ambientes fechados, como canis e abrigos.
1.2. CRYPTOSPORIDIUM spp.

Por outro lado, protozoarios do género Cryptosporidium (Apicomplexa:
Conoidasida) séo parasitos intracelulares obrigatérios, responsaveis por infec¢oes

intestinais de severidade variavel que afetam humanos e animais (EDERLI et al.,



2008). A criptosporidiose vem sendo considerada uma doenca emergente e
oportunista, principalmente em individuos portadores do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e imunocomprometidos, 0 que torna a caracterizacdo das espécies
deste género de extrema relevancia do ponto de vista da saude publica, levando-se
em consideragao o potencial zoonético de determinadas espécies (FAYER, 2004).

O ciclo biolégico é do tipo monoxénico e se inicia ap6s ingestdo de oocistos
esporulados, presentes na agua e alimentos. Este protozoério apresenta um complexo
ciclo biologico (Figura 3), que inclui: (i) excistacdo dos oocistos com liberacdo de
esporozoitos no intestino delgado do hospedeiro, seguido da invasdo das células
epiteliais do intestino e formagcdo de vacuolo parasitéforo, (i) merogonia,
correspondente a reproducdo assexuada com trés divisdes celulares, originando
geracOes de merontes, (iii) gametogonia, com formagcdo de macro e microgametas,
(iv) fecundacéo, (v) formacdo dos oocistos de parede delgada, responsaveis pela
autoinfeccdo, e os de parede espessa, eliminados nas fezes e responsaveis pela
transmissao do parasito (TZIPORI; GRIFFTHS, 1998).

Estudos filogenéticos identificaram 38 espécies de Cryptosporidium, sendo 17
classificadas como zoonoticas ou identificadas em infeccbes humanas e 61 genotipos
acometendo uma diversidade de hospedeiros, incluindo aves, répteis, peixes e
mamiferos (CONDLOVA, 2018). Até o inicio da década de 90, C. parvum era
considerada a principal espécie encontrada em amostras fecais de humanos e outros
mamiferos, porém, com os avanc¢os das técnicas moleculares, o C. parvum foi
subdividido em dois gendtipos distintos: gendtipo |, denominado C. hominis,
encontrado em amostras humanas de transmissdo antroponotica, e o genotipo |,
denominado C. parvum, encontrado em amostras humanas e bovinas, de transmissao
zoonotica (PENG et al.,1997).

Diversos subtipos de Cryptosporidium spp. vém sendo caracterizados através
do uso de ferramentas moleculares, permitindo a identificacdo de seis subtipos de C.
hominis, representados pela designacao I (Ia, Ib, I1d-1g), e onze subtipos descritos para
C. parvum, representado com o numero Il (lla até lIk e Ill), dos quais os subtipos lla e
Ild foram identificados como zoondéticos (WALDRON & POWER, 2011; BRESCIANI et
al., 2013).
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desenvolvimento desde a infecgdo do hospedeiro até a saida do hospedeiro das formas infectantes
para o meio ambiente. (Fonte: Adaptado de CDC, 2019).

7

A criptosporidiose em cédes geralmente é assintomatica, porém, quando
sintomatico, caracteriza-se por episddios recorrentes de carater agudo de diarreia
liquida, profusa e fétida, anorexia, ma-absorcéo, febre moderada e enfraquecimento
progressivo. Nos animais imunocompetentes e adultos, a infeccdo assume um carater

bY

autolimitada, entretanto, de forma similar a giardiase, fatores ambientais, como



estresse, deficiéncias nutricionais e condi¢des de superlotagdo em canis, podem
induzir queda na resisténcia, acarretando no animal a instalagdo de infecgcao
subclinica crénica (THOMPSON; PALMER; O'HANDLEY, 2008). Por outro lado,
animais jovens e/ou imunossuprimidos apresentam-se mais susceptiveis a infeccao,
sendo registrada alta taxa de letalidade (BRESCIANI et al., 2013).

1.3. BLASTOCYSTIS spp.

Da mesma forma, a blastocistose é causada por protozoarios do género
Blastocystis, organismos anaerdbios estritos que conseguem colonizar o intestino
grosso, correspondendo ao parasito eucariotico mais frequentemente encontrado em
pesquisas parasitologicas, infectando o ser humano e uma grande variedade de
hospedeiros, incluindo animais domésticos (cdes, gatos, galinhas, bovinos) e
silvestres (anfibios, répteis, aves) (CLARK et al., 2013). Um outro fato interessante
sobre este protozoario € que esta incluido no grupo dos Stramenopila, um grupo
complexo de organismos heterotréficos e fotossintéticos, sendo assim, o Unico
protozoario deste grupo que consegue parasitar o ser humano (WAWRZYNIAK et al.,
2013).

Segundo Stenzel & Boreham (1996), Blastocystis spp. € um organismo
polimorfico que apresenta quatro formas no seu desenvolvimento: a forma vacuolar,
a granular, a ameboide e a cistica (Figura 4). Entre estas, a vacuolar € o formato mais
comumente encontrado em amostras clinicas, o seu tamanho é altamente variavel,
indo de 2 a 200 um de diametro (média de 4 a 15 um), apresentando formato esférico,
um grande vacuolo central, que pode ocupar 90% do volume da célula, com contetdo
granular fino ou floculento, que parece ter uma funcdo de armazenamento.

Desde o ponto genético, Blastocystis spp. apresenta uma elevada diversidade.
Os isolados deste protozoario sdo divididos em 17 subtipos (ST) com base nas regides
polimorficas do gene da subunidade menor do RNA ribosomal (STENSVOLD et al.,
2007), sendo encontrados em diferentes hospedeiros ou exclusivamente em infeccdes
humanas. Nesse sentido, os genétipos ST1 ao 9, além do ST12 sdo encontrados em
seres humanos. Destes o ST 1, 2, 3 e 4 sdo encontrados em amostras clinicas da
Europa e 0s ST 1, 2 e 3, comumente encontrados nas amostras clinicas do continente
Americano (JIMENEZ, JAIMES, RAMIREZ, 2019).
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Figura 4: Ciclo de vida de Blastocystis spp., onde mostra-se detalhadamente as formas vacuolar,
granular, amebdide e cistica atuando, de modo respectivo, no individuo que esté infectado. (Fonte:
Adaptado de Garcia et al., 2016).

Apesar das infeccdes por Blastocystis spp. serem maioritariamente
assintomaticas, este parasito pode causar manifestacfes clinicas que persistem por
3 a 10 dias, admitindo-se que a infeccdo possa persistir semanas ou anos. Quando
sintomaticas, as pessoas infectadas podem apresentar gastroenterite, com dor
abdominal, prurido anal, flatuléncia, meteorismo, nausea, vomito e diarreia de
intensidade variavel, sem presenca de leucocitos ou sangue nas fezes (AMATO,
2003).

Devido a auséncia de dados de caracterizacdo molecular desses protozoarios
intestinais circulantes na populacdo canina do municipio de Belém, que permitam
avaliar a diversidade destes patégenos e o risco potencial de transmisséo para seres
humanos, é que se faz necessario este estudo. O delineamento deste estudo se
baseia na seguinte pergunta norteadora: Quais 0s gendtipos de Giardia duodenalis,
Cryptosporidium spp. e Blastocystis spp. prevalentes em caes naturalmente
infectados acolhidos no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de

Belém? A resposta a esta pergunta pode sugerir uma possivel associacdo dos caes



errantes com o risco de transmissdo zoonoética destes protozoarios aos seres
humanos.
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da infeccdo por Giardia duodenalis, Cryptosporidium
spp. e Blastocystis spp. em cées acolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses da
cidade de Belém, assim como a caracterizacdo genética dos protozoarios.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar a padronizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de G.
duodenalis, Cryptosporidium spp. e Blastocystis spp., a partir de fezes de caes
acolhidos pelo CCZ.
e Descrever a prevaléncia destes protozoarios na populacdo de animais
estudados.
e Caracterizar filogeneticamente a populacdo dos 3 protozoarios citados
anteriormente, isolados de fezes de céaes do CCZ.
3. MATERIAL E METODOS

3.1. ASPECTOS ETICOS E TIPO DE ESTUDO

As amostras de fezes dos cdes foram obtidas por coletas ativas no canil do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade de Belém. Para isso foram
realizadas no periodo de janeiro de 2021 a maio de 2022, contando com a autorizagao
do Comité de Etica em Utilizacdo de Animais da UFPA (CEUA n° 3359210920). O
numero de amostras por cada coleta teve variacdo por depender do nimero de caes
recém acolhidos pelo CCZ. Como o numero de ingresso de animais no CCZ nao é
constante e realizado em diferentes épocas do ano, foi estimado que, no periodo de
estudo, seria possivel coletar um nimero minimo de 100 amostras de fezes individuais
de cada cdo. As coletas de amostras nao interferiram na rotina de adaptacdo dos

animais (banho de sol, alimentacéo, etc.), assim como ha rotina de trabalho do CCZ.

3.2. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos os cées acolhidos pelo CCZ que estejam em alojamentos
individuais, com o intuito de identificar cada animal amostrado. Foram incluidos caes
de diferentes idades, racas e tamanhos, que ndo apresentaram problemas de
locomocgéao para evitar, desta forma, desconforto nesses animais. Foram excluidos os

animais que nao se enquadrem nos critérios de inclusao.
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33. COLETA DE AMOSTRAS E PROCESSAMENTO POR TECNICAS
PARASITOLOGICAS

As amostras de fezes foram coletadas das instala¢fes individuais do CCZ no
periodo da manha, antes da lavagem do canil (07:30 h), para evitar contaminacao ou
perda total de amostras. Cada amostra foi coletada em tubos plasticos de 50 ml,
colocadas em suporte térmico para transporte e encaminhadas para o Laboratério de
Parasitologia do ICB UFPA. Cada amostra foi identificada com a informagéo de
ingresso de cada animal (raca, tamanho aproximado, idade aproximada e peso). Foi
coletada apenas uma amostra por cada animal.

As amostras foram submetidas as técnicas de Hoffman e de Willis que consisti
em ressuspender as amostras, individualmente, em 50 mL de agua destilada e
posteriormente filtradas em gazes cirargicas para remocdo de residuos.
Posteriormente, 15 mL da suspencéo de cada amostra foi centrifugada a 2.000 rpm
por 5 minutos e o sobrenadante resultante foi descartado. O precipitado de cada
amostra foi ressuspendido em 15 ml de uma solucéo de cloreto de sodio saturada e
centrifugado novamente a 1.000 rpm. Apos este procedimento, 4 mL do sobrenadante
foram transferidos para um tubo novo e diluido com agua destilada até completar 15
mL. As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm e o sobrenadante foi descartado.
O precipitado contendo amostras concentradas de cistos e oocistos foi utilizado para

a extracado de DNA gendémico.

3.4. EXTRAGAO DE DNA GENOMICO

As amostras contendo cistos e oocistos dos protozoarios foram centrifugadas
a 2.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante resultante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido em 500 pL de tampéo de lise celular (NaCl 0.4M, EDTA 0.12M, SDS
20%, agua destilada), submetidos a agitacédo suave e fervidos por 5 minutos. Apés o
procedimento, foram adicionados 500 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (Life
Technology) e agitados vigorosamente por 30 segundos. ApOGs a agitacdo, as
amostras foram centrifugadas novamente a 11.000 rpm por 15 minutos e,
posteriormente, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo no qual foi adicionado
um volume 1:1 de isopropanol. Os tubos foram agitados suavemente para facilitar a
precipitacdo do DNA genbémico. Apés esta etapa, as amostras foram centrifugadas, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado correspondente ao DNA foi lavado com
500 pL de etanol 70% e centrifugado a 11.000 rpm por 5 minutos. Por fim, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA seco a temperatura ambiente.
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Cada amostra foi ressuspendida em 30 pL de agua ultrapura e estocada em freezer a

-20°C até o momento da andlise.

3.5. REACAO DE POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

Todas as amostras foram analisadas por PCR utilizando o0s seguintes
oligunucleotideos:

Para detecgéo de G. duodenalis foram utilizasos os oligunucleotideos descritos
por Caccio et al.(2002) que amplificam 384 bp do gene da B-giardina, G376 (5'-
CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3) e G759 (5-GAGGCCGCCCT
GGATCTTCGAGACGAC-3’). As reacdes foram realizadas com o seguinte protocolo,
apos uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 94 °C, um conjunto de 35
ciclos foi executado, cada um consistindo em 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
65°C e 60 segundos a 72°C, seguido de uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.

No caso de Crytosporidium spp. foi utilizado um nested PCR que amplifica um
fragmento de 611 bp do gene 18S do RNA ribosomal (SILVA et al., 2013). Os primers
da primeira reacdo foram SHP1 (5-ACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTAT-3) e
SHP2 (5-TTCTCATAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG-3') e os primers da segunda
reacdo foram SHP3 (5-ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACA-3') e SSU-R3 (5™
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3'). Ambas as reacdes foram desenvolvidas
utilizando o mesmo protocolo, 94°C por 3 min, 39 ciclos de 94°C por 45 s, 56°C por
45 s e 72°C por 60 s, seguido de uma extenséo final de 72 °C por 10 min.

Por ultimo, a deteccdo de Blastocystis spp. foi realizada utilizando os
oligonucleotideos RD5 (5’-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’) e BhRDr (5'-
GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3’) (SCICLUNA et al., 2006) que amplificam um
fragmento de aproximadamente 600 bp. As condi¢cdes de amplificacdo consistiram em
5 min de desnaturacéo inicial, seguidas de 35 ciclos de 1 min cada a 94, 59 e 72 °C,
com extensao final adicional de 10 min. O resultado de todas as amplificacdes foi

observado em gel de agarose 1%.

3.6. ANALISE DAS SEQUENCIAS

Apés a reacdo de amplificacdo, os fragmentos de PCR foram purificados
utilizando Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega) e sequenciados
usando BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit. As sequéncias obtidas foram editadas
utilizando o programa EditSeq do pacote de programas Lasergene (DNAstar) e

alinhadas com sequéncias de referéncia utilizando o programa CLUSTAL W.
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Posteriormente, foi construido um dendograma através do método Neighbor-Joining
utilizando software MEGA v.11 (TAMURA et al. 2021) e as distancias evolutivas foram

calculadas usando o método Kimura de 2 parametros (bootstrap 1000-réplicas).

4. RESULTADOS

Foram obtidas 74 amostras de fezes do CCZ do municipio de Belém para
realizacdo de PCR. Destas, tanto para Cryptosporidium spp. (Figura 5) quanto para
Blastocystis spp. (Figura 6) ndo houve amplificagdo do material génico, enquanto que
para G. duodenalis resultaram 37 amostras (50% de prevaléncia) positivas (Figura 7),
das 74 amostras. Foi realizado PCR para os trés protozoarios utilizando-se da mesma
extracdo de DNA, o que mostrou apenas a presenca de G. duodenalis nas fezes dos

cades acolhidos.

611 bp —>

Figura 5: Eletroforese das PCRs realizadas para Cryptosporidium spp. Observa-se que nédo houve
a amplificacdo esperada de 611 pares de base que corresponderia a resultados positivos para o

protozodrio em questao.
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~600 bp —>

Figura 6: Eletroforese das PCRs realizadas para Blastocystis spp. Observa-se que n&do houve a
amplificacdo esperada de 600 pares de base que corresponderia a resultados positivos para o

protozodario em questao.

384 bp —>

Figura 7: Eletroforese das PCRs realizadas para G. duodenalis. Observa-se que ha uma quantidade
significante de amostras que amplificaram 384 pares de base, que resulta na amplificacdo
correspondente a Giardia duodenalis, além de estar em comum acordo com o controle positivo,

validando assim as amplificacdes obtidas.

Quanto as amostras que resultaram positivas para G. duodenalis, foi realizada o
sequenciamento de 10 das 37 amostras, escolhidas aleatoriamente, das quais quatro
obtivemos sequéncias de G. duodenalis referentes aos agrupamentos do tipo A, tipo
C e tipo D (Figura 8), o que sugere que os cdes acolhidos no CCZ chegaram
infectados em vez de ter adquirido a doenca somente no local. Quanto as sequéncias
obtidas do agrupamento A, ap0s compara-las com amostras ja sequenciadas
anteriormente pelo Laboratério de Parasitologia do ICB-UFPA de G. duodenalis em
humanos do estado do Pard, descobriu-se que se tratava do mesmo sub genotipo, o
All, o que revelou a similaridade das amostras encontradas em caes com as

infectantes de humanos (Figura 9).
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Figura 8: Classificacdo filogenética das quatro sequéncias obtidas de G. duodenalis em comparacgéo
com as sequéncias padronizadas para cada agrupamento em que se divide este protozoario. Observa-
se que a sequéncia CCZ-1 corresponde ao agrupamento D, a CCZ-3 corresponde ao agrupamento C

e as sequéncias CCZ-2 e CCZ-4 ao agrupamento A, mais especificamente no sub gendtipo All.
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Figura 9: Comparacao das sequéncias CCZ-2 e CCZ-4 com as sequéncias de agrupamento All,
coletadas pelo Laboratério de Parasitologia do ICB-UFPA, em humanos da regido metropolitana de

Belém, comprovando que ha similaridade entre as sequéncias.
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5. DISCUSSAO

Os resultados negativos para Cryptosporidium spp. e Blastocystis spp. podem
ser consequéncia da escolha da PCR como técnica de diagndstico nesta pesquisa.
Eymael et al. (2010) observou que, varios estudos indicam que os métodos de
sedimentacao espontanea ou de flutuacéo, que foram utilizados nesse trabalho como
preparo para a extracdo de DNA, séo ineficazes na busca de Blastocystis spp. nas
fezes, pois o contato deste protozoario com agua acarretaria a lise celular do mesmo,
produzindo assim, resultados falso-negativos.

Uma alternativa para melhorar o desempenho destas técnicas poderia ser a
conservacao prévia das mesmas com formol ou outro tipo de conservante. Com isso,
podemos ter como uma das suposi¢cles, para a falta de resultados positivos neste
trabalho, que durante as técnicas parasitologicas foi causado a lise celular de
Blastocystis spp. Ainda segundo Eymael et al. (2010) ha varios outros autores que
propdem técnicas diferenciadas para deteccdo de Blastocystis spp., entre elas, as
mais citadas sdo técnicas de coloracdo para analise em microscopia, como a
coloracéo por tricromio, hematoxilina férrica, Giemsa, Gram ou Wright.

Quanto ao Cryptosporidium spp., hd uma grande variedade de métodos
utilizados no diagnaostico da criptosporidiose, sendo a maioria relacionada a deteccao
direta de oocistos por meio de microscopia. As técnicas mais conhecidas para este
fim sdo: coloracao por Kinyoun, Ziehl-Neelsen modificado, safranina azul de metileno,
verde malaquita, visualizacdo microscopica em contraste de fase em solucdo de
Sheather e reacdo de imunofluorescéncia direta (TEIXEIRA, 2010). Além disso,
Madrid (2015) relata que somente o DNA de C. parvum, C. hominis e C. meleagridis
e as espécies ou genotipos proximos a eles sdo amplificadas e que a utilidade é
limitada na genotipagem de Cryptosporidium spp. de animais por causa da pequena
especificidade, podendo ser apenas utilizadas para identificar infeccdes mistas de C.
hominis ou C. parvum em humanos.

Além disso, também pode ter sido a escolha da técnica empregada, Monis e
Saint (2001) fizeram um experimento com genotipagem de Cryptosporidium spp. no
gual foi realizado um nested PCR, afim de aumentar a especificidade dos resultados
obtidos. Portanto, é possivel que o problema para a total negatividade dos resultados
ainda esteja vinculado com a falta de primers especificos para a maioria dos genétipos
de Cryptosporidium spp., tendo assim a ndo identificacdo deste protozoério nas fezes

caninas do CCZ.
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Dessa forma é provavel que as técnicas moleculares para ambos 0s protozoarios
j& mencionados acima precisassem ter sido outras, com, talvez, o uso de outros
oligonucleotideos, afim de comprovar qual estaria sendo mais sensivel e especifico
nas amplificacBes dos protozoérios estudados, e fazer adicdo de outras técnicas de
analise, além da molecular, como analises microscépicas para se ter um resultado
definitivo e evitar as suspeitas de falso-negativos.

Quanto aos resultados de G. duodenalis, o encontro de agrupamentos dos tipos
C e D, era esperado, pois sdo agrupamentos de ocorréncia especifica no género
Canis. Agora, em relacdo a presenca do agrupamento do tipo A, € um dado
interessante, ja que esse grupo genético é caracterizado como zoonaético e encontrado
em varios mamiferos, incluindo os humanos, além de ja ter sido encontrado resultados
semelhantes em outras cidades do Brasil. Volotao (2007) e Fantinatti (2018) fizeram
coletas em cidades do estado do Rio de Janeiro que mostravam a circulacdo do
agrupamento A em cdaes, sendo os subgenotipos desta, do tipo Al e All, encontrados
em amostras humanas.

Ja nas coletas realizadas em regides diversificadas do Estado de S&o Paulo,
observou-se que em sua maioria, 0s caes estavam infectados com o agrupamento A,
mas também foi detectado o agrupamento B em algumas coletas (VOLOTAO, 2011;
DURIGAN, 2014; DAVID, 2015). Ao comprovarem a presenca de G. duodenalis em
caes, tais pesquisas também trouxeram comparacdes com amostras coletadas de
humanos que evidenciavam possivel transmissdo de cdo para humano (VOLOTAO,
2007, 2011).

Além de amostras humanas e caninas, em algumas regides, também foi feito
junto a estas, coletas ambientais em fontes de aguas (rios, corregos urbanos, esgotos
hospitalares, estacdo de tratamento de aguas residuais e em local de captacdo de
agua do rio Atibaia para cidades), onde revelou-se ter um alto grau de diversidade
genética para G. duodenalis, o que sugere a possibilidade de mdltiplas fontes de
infeccdes; o que pode ocasionar em um ciclo continuo de transmissao na populacdo
humana e canina destas regides estudadas (DURIGAN, 2014). Com esse trabalho
assemelhando-se a outras pesquisas de regides diferentes do Brasil, na questao de
técnicas de coleta, analise de dados e resultados; o cenario em que se encontra a
regido metropolitana de Belém torna-se preocupante.

O agravante se da, devido a 59% da populacéo brasileira possuir um cdo ou um

gato como animal doméstico. Além disso, em grande parte, esses animais Sao
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adquiridos vindo das ruas, ja que a adocao de animais domésticos é frequente no
Brasil; porém, ao mesmo tempo que ha adogdes, também ha um numero alto de
abandonos, ocasionado pela falta de compreensdo das necessidades e do
comportamento natural destes animais pelos seus tutores. Tal situacdo, gera como
consequéncia uma superpopulacdo de caes nas ruas (LIMA&LUNA, 2012). Somado
a isso, temos o0 saneamento basico desestruturado da regidao metropolitana de Belém,
onde segundo o0 Ranking do Saneamento do Instituto Trata Brasil (2023), Belém ocupa
a 952 posicao, ficando entre as 20 piores cidades no quesito saneamento basico, o
gue sO colabora para os casos de reinfeccdo dos caninos abandonados nas ruas e
pela populacédo que transita pela cidade.

E necessario que se continue esta pesquisa a fim de poder monitorar a
prevaléncia de G. duodenalis na populagdo canina por mais um tempo, além de
também acrescentar a isto, 0 monitoramento da populacéo belenense e do ambiente,
para maiores deducdes sobre o assunto e afim de chamar a atencdo para o problema

da negligéncia deste protozoario.

6. CONCLUSAO

A partir disso, podemos concluir que, os cées da regido metropolitana de Belém
sao possiveis transmissores de G. duodenalis para humanos, ja que o sub gendtipo
All foi encontrado em amostras de fezes destes e é também a variacdo encontrada
infectando humanos na regido, além do fato de haver encontro de mais de um tipo de
agrupamento de G. duodenalis, sugerindo que os caes acolhidos chegaram infectados
ao CCZ. Quanto aos resultados negativos de Blastocystis spp. e Cryptosporidium
spp., tem-se a probabilidade de serem falso-negativos, portanto seria interessante
refazer as andlises para estes, e tentar um possivel monitoramento dos trés
protozoarios, estudados neste trabalho, na regido de Belém, pois como podemos
perceber, apesar do progresso nos ultimos anos na taxonomia e epidemiologia
molecular desses parasitos, ainda ha muito a ser pesquisado e poucos grupos de
pesquisa no Brasil tratando com relevancia essas doencas, principalmente, por que
estudos sobre a transmissdo em humanos e animais sao muito dificultados por falta
de ferramentas adequadas para subtipagem de espécies. Com isso, este trabalho vem

a ser um estudo pioneiro na regido de Belém e vim ndo sé a contribuir com a comunidade,

mas também incentivar mais pesquisadores a estudarem esse assunto.
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Certificamos que a proposta intitulada "CARACTERIZACAO GENETICA DE PROTOZOARIOS COM
POTENCIAL ZOONOTICO PRESENTES EM FEZES DE CAES DA CIDADE DE BELEM.", protocolada sob o
CEUA n° 3359210920 (o oo1s35, Sob a responsabilidade de Sérgio Rodriguez Malaga - que envolve a produgdo,
manutencéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Para (CEUA/UFPA) na reunido de 29/10/2020.

We certify that the proposal "GENETIC CHARACTERIZATION OF PROTOZOANS WITH ZOONOTIC RISK
FOUND IN DOGS FEACES IN BELEM-PA.", utilizing 200 Dogs (males and females), protocol number CEUA
3359210920 (o oo1s3s), under the responsibility of Sérgio Rodriguez Malaga - which involves the production,
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de Zoonoses da cidade de Belém com a utilizagdo de espatula de madeira descartavel e frasco plastico com a
identificacdo do animal. Posteriormente, as amostras serdo direcionadas ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFPA
para o procedimento de purificacdo de protozoarios e DNA genémico.
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