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DETECCAO DE PARASITAS DO GENERO Trypanosoma EM
PEQUENOS RUMINANTES NO NORTE MARANHENSE, BRASIL

RESUMO - A tripanossomose € um importante problema sanitario e econémico na
pecuaria tropical, causando anemia grave e inflamagdo em ruminantes. No Brasil,
Trypanosoma vivax € a espécie mais relevante em caprinos e ovinos, levando a
alta morbidade, mortalidade e perdas produtivas, embora também possa ocorrer de
forma assintomatica. Embora Trypanosoma evansi e Trypanosoma theileri também
infectem pequenos ruminantes, sua patogenicidade é considerada baixa para
esses hospedeiros. No Maranhdo, a auséncia de estudos sobre tripanossomose
em pequenos ruminantes representa uma lacuna epidemioldgica importante,
deixando os rebanhos vulneraveis a surtos ndo diagnosticados. Assim, objetivou-
se detectar parasitas do género Trypanosoma em pequenos ruminantes no estado
do Maranhao, utilizando métodos diretos e indiretos. Foram colhidas amostras
sanguineas de 84 caprinos e 210 ovinos em 14 propriedades rurais dos municipios
de Sao Bento, Pinheiro e Itapecuru-Mirim, no periodo seco e chuvoso. Um
questionario estruturado foi aplicado aos produtores para documentar os fatores de
risco associados. Para cada animal amostrado, foi preenchida uma ficha de
identificacdo individual com dados demograficos e sanitarios. Esfregacos
sanguineos foram confeccionados e avaliados por microscopia Optica para
pesquisa direta de tripanossomas. Utilizou-se o ensaio de imunoabsorgao
enzimatica indireto (iIELISA) para detec¢do de anticorpos anti-T. vivax. Para
detecdo molecular, foram realizadas reagdes em cadeia pela polimerase (PCRs)
empregando iniciadores que amplificam fragmentos especificos do genoma de T.
vivax, T. evansi e T. theileri. As amostras positivas por PCR foram sequenciadas,
os nucleotideos obtidos foram comparados com sequéncias depositadas no
Genbank e posteriormente foram realizadas inferéncias filogenéticas. Os testes de
associacao Qui-quadrado e Exato de Fisher foram utilizados para analise estatistica
de fatores de risco. Nao foram observados tripanossomas nos esfregagos
sanguineos. Obteve-se uma frequéncia de 14,28% (42/294) de animais soro-
reagentes, sendo 30 caprinos (10,20%) e 12 ovinos (4,08%). Duas amostras foram
positivas para T. vivax por PCR (0,68%), sendo confirmadas as identidades em
100% com sequéncias do Genbank. O posicionamento filogenético demonstrou
homologia das sequéncias obtidas com isolados de T. vivax em bufalos, bovinos,
pequenos ruminantes e asininos do Brasil. Todas as amostras foram negativas para
T. evansi e T. theileri. Os testes estatisticos revelaram associagdes significativas
entre a infecgdo por T. vivax e as seguintes variaveis: espécie animal, aquisicao
recente de animais, assisténcia veterinaria, infraestrutura da propriedade e tipo de
alojamento. Os resultados evidenciam a presencga de infecg¢ao por tripanossoma da
especie T. vivax em caprinos e ovinos no Maranhdo. Este estudo adiciona dados
relevantes ao cenario da tripanossomose animal no Brasil e alerta para a tomada
de medidas de controle e prevencao da infeccdo em rebanhos de pequenos
ruminantes no estado do Maranhao.

Palavras-chave: caprino, diagnéstico, hemoparasita, ovino, tripanossomose.



DETECTION OF PARASITES OF Trypanosoma sp. IN SMALL RUMINANTS IN
MARANHAO STATE, BRAZIL

ABSTRACT - Animal trypanosomiasis represents a significant sanitary and
economic challenge for tropical livestock production, causing severe anemia and
systemic inflammation in ruminants. In Brazil, Trypanosoma vivaxis the most
clinically relevant species in goats and sheep, associated with high morbidity,
mortality, and production losses, though infections may also occur
asymptomatically. While T. evansi and T. theileri can infect small ruminants, their
pathogenicity in these hosts is considered low. In Maranhéo state, the complete
absence of studies on trypanosomiasis in small ruminants represents a critical
epidemiological gap, leaving herds vulnerable to undiagnosed outbreaks. This study
aimed to detect Trypanosoma spp. in small ruminants across Maranhao using direct
and indirect diagnostic methods. Blood samples were collected from 84 goats and
210 sheep across 14 farms in Sao Bento, Pinheiro, and Itapecuru-Mirim
municipalities during both dry and rainy seasons. A structured questionnaire
documented risk factors, and individual animal records included demographic and
health data. Diagnostic approaches included direct microscopy of blood smears,
indirect ELISA for anti-T. vivax antibodies, species-specific PCR targeting T.
vivax, T. evansi, and T. theileri genomic fragments, sequencing and phylogenetic
analysis of PCR-positive samples (BLAST against GenBank), and statistical
analysis using Chi-square and Fisher's exact tests for risk factors. No trypanosomes
were detected by microscopy. Seroprevalence reached 14.28% (42/294), with 30
(10.20%) goats and 12 (4.08%) sheep testing positive. Two samples (0.68%) were
PCR-positive for T. vivax, showing 100% identity with Brazilian isolates from
buffaloes, cattle, small ruminants, and donkeys in GenBank. Phylogenetic analysis
confirmed homology with these T. vivax strains. All samples tested negative for T.
evansi and T. theileri. Significant risk factors (p<0.05) included host species (higher
in goats), recent animal acquisitions, veterinary care availability, farm infrastructure
quality, and housing type. This study provides the first molecular evidence of T.
vivax infection in Maranhao's small ruminants, highlighting the need for control
measures. The findings expand understanding of animal trypanosomiasis in Brazil
and underscore the vulnerability of small ruminant production systems to this
neglected disease.

Keywords: goat, diagnosis, hemoparasite, sheep, trypanosomiasis.
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1. INTRODUGAO

A criacdo de caprinos e ovinos representa uma importante atividade
econdmica e social no Brasil, com destaque para a regido Nordeste, onde esses
animais sdo fundamentais para a segurancga alimentar e a geragcao de renda de
familias rurais (EMBRAPA, 2018). No estado do Maranhao, segundo o IBGE,
(2023) essa atividade apresenta relevancia crescente, posicionando-se entre os
dez maiores efetivos nacionais, com rebanhos estimados em 383.563 caprinos e
348.062 ovinos, distribuidos principalmente nas regides norte, leste e oeste.

Apesar do potencial produtivo, a sanidade dos rebanhos de caprinos e
ovinos enfrenta desafios significativos, com doencgas infecciosas e parasitarias
causando perdas produtivas e econdmicas (Azevedo et al., 2017; Bayne; Waters,
2025). Dentre estas, a tripanossomose por Trypanosoma spp. destaca-se por
provocar quadros graves de anemia, disturbios reprodutivos e neurolégicos (Silva
et al., 2013; Costa et al., 2020), levando a abortos, infertilidade e mortalidade, com
impactos na sustentabilidade da producao (Brito et al., 2017; Batista et al., 2022,
Couto et al., 2024).

No Brasil, Trypanosoma vivax € a principal espécie associada a
tripanossomose em ruminantes, transmitida por vetores hematéfagos e, em alguns
casos, por via transplacentaria ou iatrogénica (Batista et al., 2022). Além disso,
outras espécies, como T. evansi e T. theileri, também circulam no pais, podendo
afetar diferentes espécies animais, incluindo pequenos ruminantes (Desquesnes,
2004; Campigotto et al., 2015).

Até o momento, a ocorréncia de casos de Trypanosoma spp. em rebanhos
de pequenos ruminantes no estado do Maranhao nao € conhecida. No entanto, a
espécie T. vivax ja foi encontrada em bovinos nos municipios de Itapecuru-Mirim
(Guerra et al., 2008), Pedreiras (Melo et al., 2011) e Timon (Pereira et al., 2018),
além de bubalinos no municipio de Viana (Serra et al., 2024). Ademais, evidéncias
recentes apontam a ocorréncia de T. evansi em equinos no estado (Sousa et al.,
2025).

A caréncia de dados sobre a circulacdo de Trypanosoma spp. em rebanhos
de caprinos e ovinos do Maranhdo limita o desenvolvimento de estratégias
adequadas de Vvigilancia e prevengdo. Portanto, torna-se essencial o

desenvolvimento de estudos regionais que caracterizem a circulacdo desses
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parasitas, contribuindo ndo apenas para a sanidade animal, mas também para a
sustentabilidade da cadeia produtiva da caprinovinocultura. Diante desse cenario,
este trabalho objetivou investigar a presenca de parasitas do género Trypanosoma
em caprinos e ovinos no estado do Maranh&o, por meio de método parasitoldgico,
soroldgico e molecular.

Este estudo esta alinhado aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) n.° 2 — Fome Zero e Agricultura Sustentavel, e n.° 15 — Vida Terrestre, ao
contribuir para o diagnostico de enfermidades negligenciadas que comprometem a

produgao animal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Trypanosoma

O género Trypanosoma inclui numerosas espécies de tripanossomas
distribuidas mundialmente e que causam enfermidades em humanos e animais. As
espécies patogénicas mais importantes e estudadas s&do responsaveis pelas
tripanossomiases africanas e sul-americanas, tanto em animais quanto em
humanos (Magri et al., 2021). O género foi descrito por Gruby (1843) como
pertencente ao Reino Protista, Filo Euglenozoa, Classe Kinetoplastea, ordem
Trypanosomatida e familia Trypanosomatidae (Hoare, 1972).

Os protozoarios tripanossomas sao organismos unicelulares flagelados que
parasitam todas as classes de vertebrados: mamiferos, peixes, aves, répteis e
anfibios (Stevens et al., 2001; Simpson et al., 2006). Assim como todos os
protozoarios da Classe Kinetoplastea, esses organismos possuem a caracteristica
peculiar de uma grande e complexa rede de material genético circular denominado
DNA cinetoplastico ou kDNA. Esse kDNA & composto por uma rede circular de
maxicirculos e minicirculos dentro de sua unica mitocondria, o cinetoplasto (Lukes;
Hashimi; Zikova, 2005).

2.1.1 Classificagao taxondmica dos tripanossomas

A classificagcao classica dos tripanossomas foi proposta por Hoare (1964),
que agrupou as espécies de acordo com o local de desenvolvimento e
diferenciacdo morfoldgica no hospedeiro invertebrado e a via de eliminagdo das
formas infectantes. Dessa maneira, a partir do género Trypanosoma, duas secoes
foram criadas — secdo Salivaria e secao Stercoraria — cada uma com seus

subgéneros (Tabela 1).
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Tabela 1 — Taxonomia geral de tripanossomas.

Classificagao classica de Hoare (1964)

Classificagdo em clados

Secéo Subgénero Espécies e subespécies
T. brucei brucei
T. brucei gambiense
Trypanozoon T. brucei rhodesiense
T evar.73/ Clado T. brucei (T. brucei e
T. equiperdum espécies relacionadas,
Salivaria T. congolense majoritariamente
Nannomonas T. simiae transmitidas por moscas
T. godfreyi tsé-tse)
T. vi
Duttonella VIV,aX
T. uniforme
Pycnomonas T. suis
T. cruzi
T. cruzi marinkellei Clado T. cruzi (T. cruzi e
Schizotrypanum AGH '
yp T. vespertilionis especies relacionadas
T transmitidas por
T. dionisii triatomineos)
T. rangeli
T. lewisi
Herpetosoma T. musculi Roedore_s
T nabiasi (presumivelmente
Stercoraria - nabiast transmitidos por pulgas)
T. microti
T. theileri
T. melophagium
T. conorhini
. Outros clados de
Megatrypanum T. minasense

T. pestanai
T. cyclops
T. theodori

Trypanosoma

T. carassi, T. cobitis, T.
granulosum, T. siniperca,
T. ophiocephali, T.
chelodinae, T. nudigobii,
T. blennidini, T.
haploblephari, T. boissoni,
T. capigobii, T.
semegalense, T.
murmanense, T.
pleuronectidium, T. triglae,
T. rotatorium, T. ranarum,
T. chattoni, T. binneyi, T.
therezieni, T. mega, T.
neveu le mairei, T. fallisi

Clado aquatico
(transmitidos por insetos e
sanguessugas; também
inclui tripanossomas de
ornitorrincos e tartarugas
aquaticas)

T. avium, T. bennetti, T.
corvi, T. culicavium, T.
gallinarum, T.
polygranularis, T.
anguiformis

Clado das aves
(transmitidos
principalmente por moscas
pretas e moscas
hipobdscidas)

Adaptado de Fraga et al., 2016.
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Nesse arranjo, os tripanossomas agrupados na sec¢ao Salivaria sao os de
origem africana e se desenvolvem na porcao anterior do tubo digestivo e/ou nas
glandulas salivares do hospedeiro invertebrado (Figura 1). As formas infectantes
sao transmitidas aos hospedeiros vertebrados por meio da picada de moscas tse-
tsé (Glossina spp.), caracterizando a transmissao do tipo inoculativa (Hoare, 1964).
Nessa secdo foram incluidos cinco subgéneros: Endotrypanum, Dutonella,
Nannomonas, Trypanozoon e Pycnomonas (Hoare, 1964). Anos mais tarde, Hoare

(1972) revisou essa taxonomia e extinguiu o subgénero Endotrypanum.

Figura 1 — Representagcao esquematica do local de desenvolvimento de
tripanossomas africanos (secao Salivaria) na mosca tsé-tsé.

Proboscide  Glandula salivar  Intestino médio
Subgénero Espécie tipo

Trypanozoon T brucei Ty, ., |
Duttonella T vivax s s

Nannomonas T. congolense O, AT
Pycnomonas T suis . — s . A

Fonte: Rodrigues, 2016.

No subgénero Nannomonas foram agrupadas as espécies Trypanosoma
congolense, Trypanosoma simiae e Trypanosoma godfreyi, caracterizadas pelo seu
ciclo de desenvolvimento no intestino médio e probdscide das moscas tsé-tsé
(McNamara; Mohammed; Gibson, 1994). O subgénero Trypanozoon abriga T.
brucei (T. b. gambiense e T. b. rhodesiense), T. evansi e Trypanosoma equiperdum.
As espécies T. b. gambiense e T. b. rhodesiense se desenvolvem exclusivamente
nas glandulas salivares das moscas, enquanto T. evansi e T. equiperdum sao

transmitidos somente de forma mecanica e venérea, respectivamente (Hoare,
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1972; Stevens et al., 2001; Simpson et al., 2006; Hamilton et al., 2007). As demais
espécies de Salivaria se desenvolvem somente na probdscide, como Trypanosoma
vivax (subgénero Dutonella) ou na probdscide e na glandula salivar, como
Trypanosoma suis (subgénero Pycnomonas) (Hoare, 1972; Stevens et al., 2001;
Simpson et al., 2006; Hamilton et al., 2007).

Dentro da secao Stercoraria foram agrupados os tripanossomas que se
desenvolvem na porgao posterior do tubo digestivo do hospedeiro invertebrado,
onde as formas infectantes sdo eliminadas pelas fezes. Assim, penetram em
solucado de continuidade e mucosas do hospedeiro vertebrado, caracterizando a
transmissao do tipo contaminativa (Hoare, 1972).

De acordo com Hoare (1964), essa secdo comporta trés subgéneros:
Megatrypanum, Herpetosoma e Schizotrypanum. O subgénero Megatrypanum
compreende o0s grandes tripanossomas e inclui, entre outras, espécies
mundialmente distribuidas: Trypanosoma melophagium em ovinos; T. theileri e 0
complexo T. theileri-like em bovinos, caprinos e ovinos. O subgénero Herpetosoma
inclui as espécies T. lewisi e Trypanosoma rangeli (Guhl; Vallejo, 2003; Lun et al.,
2009; Desquesnes et al., 2016). No subgénero Schizotrypanum foi agrupada
espécie T. cruzi, a qual é patogénica para humanos e caes (Eloy; Lucheis, 2009).

Em termos evolutivos baseados em filogenia, o género Trypanosoma é
considerado um grupo monofilético, compartilhando um ancestral comum que
remonta ha cerca de 100 milhdes de anos (Stevens; Gibson, 1999; Barrett et al.,
2003). Estudos de filogenia molecular baseados nos marcadores subunidade
menor do RNA ribossomal (SSU rRNA) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
glicossomal (QGAPDH) demonstraram que os tripanossomas evoluiram a partir de
um parasita de inseto ancestral, que se adaptou a um ciclo de transmissao
vertebrado-inseto (Hamilton et al., 2004).

Inicialmente, foi demonstrada a divisdo do grupo em trés grandes clados:
clado Trypanosoma brucei, clado Trypanosoma cruzi e clado aquatico.
Posteriormente, em uma analise mais robusta e em consonancia com os principais
habitats de seus hospedeiros vertebrados, Hamilton et al. (2007) demonstraram
uma divisdo em dois grandes agrupamentos de espécies: um clado aquatico e um
clado terrestre.

De acordo com essa analise, no clado aquatico estdo reunidos os

tripanossomas de sanguessugas aquaticas (Lemos et al., 2015), de peixes
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(Gibson et al., 2005; Fermino et al., 2015; Lemos et al., 2015), de queldnios
(Jakes et al., 2001; Dvorakova et al., 2015), de anuros (Ferreira et al., 2007; 2008),
de jacarés (Fermino et al., 2015, 2019), de ornitorrincos (Noyes et al., 1999;
Jakes et al., 2001) e de camaleao (Hamilton et al., 2007).

No clado terrestre foram agrupados os tripanossomas de mamiferos, cobras,
lagartos, crocodilos e aves. Esse clado foi ainda dividido em subclados: clado de
lagartos e serpentes (Viola et al., 2008, 2009a), clado de crocodilos (Viola, 2009b;
Fermino et al., 2019), clado de aves (Hamilton et al., 2007; Sehgal; Jones; Smith,
2001) e clados dos mamiferos (clado T. brucei, clado T. cruzi, clado T. theileri,
clado Trypanosoma lewisi e clado Trypanosoma cyclops) (Stevens et al., 2001;
Hamilton et al., 2005; Rodrigues et al., 2006; Tang et al., 2012; Lima et al., 2015;
Ortiz et al., 2018).

2.1.2 Morfologia e biologia

Os tripanossomas sao organismos unicelulares, flagelados e se
desenvolvem em trés estagios de desenvolvimento morfometricamente distintos:
amastigota, epimastigota e tripomastigota. Essas formas sao caracterizadas de
acordo com a posi¢ao do cinetoplasto em relagéo ao nucleo e distinguidas em cada
etapa do ciclo de vida no hospedeiro (Wallace, 1966).

Os ciclos de vida das espécies de Trypanosoma spp. sao, em geral,
dixénicos, com uma parte do seu desenvolvimento ocorrendo no hospedeiro
invertebrado, que atua como vetor, e uma parte em um hospedeiro vertebrado,
onde os parasitas podem ser encontrados na corrente sanguinea e em outros
tecidos (Stevens; Brisse, 2004). Contudo, podem surgir variagdes nesse modelo
tradicional entre as espécies, particularmente no cenario epidemioldgico da
América do Sul, exigindo uma abordagem diferenciada quanto a dinamica de
transmisséo (Desquesnes et al., 2013).

Em termos de ciclo biolégico, os tripanossomas podem ser transmitidos de
duas maneiras distintas, a depender da espécie: transmissao ciclica e transmissao
nao ciclica. Na primeira, ha transformacdo e replicagdo das formas de
desenvolvimento do parasita no hospedeiro invertebrado, e este atua como vetor
bioldégico, a exemplo das moscas, insetos reduvideos (incluindo triatomineos) e
mutucas. Por outro lado, na transmissao nao ciclica, ndo ocorre o desenvolvimento

do parasita no invertebrado. A transmissao nao ciclica, pode ocorrer pela via
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mecanica, com participagcdo de artropodes (moscas e mutucas) ou mamiferos
(morcegos); pela via venérea; pela via oral, por meio de carnivorismo entre
vertebrados (carcaca fresca ou 6rgao de animais mortos) e ingestdo de alimentos

contaminados; pela via iatrogénica e pela via congénita (Desquesnes, 2004a).

2.2 Tripanossomas em pequenos ruminantes domésticos

Caprinos e ovinos representam um reservatério de biodiversidade para
protozoarios do género Trypanosoma. De maneira geral, a ocorréncia de
tripanossomas nesses animais é frequentemente registrada na Africa (Gutierrez et
al., 2006; Birhanu et al., 2015; Hassan-Kadle et al., 2020; Maganga et al., 2020;
Mossaad et al., 2020; Mewamba et al., 2023;), onde a tripanossomose animal &
endémica. Também ha relatos em paises asiaticos (Talat et al., 2005; Elata et al.,
2020; Ereqat et al., 2020), na Europa (Rodriguez et al., 2012), nas Américas
(Costa et al., 1983; Gutierrez et al., 2006; Batista et al., 2022) e na Oceania (Hoare,
1972; Mackerras, 1959; Turner; Murnane, 1930).

221 T. vivax

O protozoario T. vivax € um dos mais importantes tripanossomas conhecidos
por infectar animais domésticos e silvestres e, particularmente, por causar uma
doenca critica em bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos — a tripanossomose
(Hoare, 1972; Gonzatti et al., 2014). A espécie foi descrita pela primeira vez na
Africa por Ziemann em 1905 (Desquesnes, 2004). E um parasita pleomorfico cuja
morfologia varia durante o ciclo biolégico. A forma tripomastigota é encontrada na
corrente sanguinea dos hospedeiros vertebrados e a forma epimastigota é
encontrada nos dipteros do género Glossina (Martins et al., 2008a).

Morfologicamente, na corrente sanguinea T. vivax possui tamanho médio,
com um comprimento total que varia de 18 a 26 pm, e largura 1,5-3 ym. Contudo,
as formas sanguineas encontradas na América do Sul sao ligeiramente menores
(16-26,5 ym). O parasita possui um flagelo livre (~7 um), uma membrana ondulante
geralmente atrofiada e um grande cinetoplasto (1 um) frequentemente posicionado
na porgao posterior, que € arredondada (Hoare, 1972; Desquesnes, 2004; Osorio et
al., 2008; Gonzatti et al., 2014).
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No continente africano, T. vivax esta presente nas areas habitadas pela
mosca tsé-tsé, na qual se desenvolve na probdscide e € transmitido de forma
inoculativa, durante o repasto sanguineo. E somente nesses dipteros que o parasita
€ capaz de se multiplicar e permanecer viavel durante todo o ciclo de vida do inseto
(Osorio et al., 2008). Pelo menos nove espécies de tsé-tsé estdo envolvidas na
transmissao ciclica, especialmente Glossina morsitans spp., Glossina longipalpis,
Glossina palpalis, Glossina tachinoides e Glossina pallidipes (Gardiner; Wilson,
1987; FAO, 2015).

O ciclo biolégico de T. vivax consiste em uma fase que ocorre no hospedeiro
vertebrado e outra na mosca tsé-tsé. Durante o repasto sanguineo, o inseto adquire
as formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado infectado (Figura 1). Na probdscide da mosca, os tripanossomas
ingeridos diferenciam-se para formas epimastigotas. Essas ultimas se multiplicam
por fissdo binaria e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, que sao as

formas infectantes a serem inoculadas em um novo hospedeiro vertebrado
(Gardiner, 1989).

Figura 1 — Ciclo de vida e formas de transmissao de T. vivax.
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Em areas livres de tsé-tsé, como em alguns paises da Africa (Delafose et al.,
2006; Suh et al., 2017), América Central (Oliveira et al., 2009; Bonilla et al., 2021)
e América do Sul (Vieira et al., 2017), T. vivax é transmitido de forma mecanica,
transportado na forma de tripomastigotas sanguineas por outras moscas
hematofagas, especialmente Tabanus spp. € Haematobia irritans (Desquesnes,
2004) (Figura 1). Nessa modalidade, o parasita tem menor tempo de sobrevivéncia
no aparelho bucal do inseto e o nivel de parasitemia dos hospedeiros vertebrados
influencia diretamente na eficiéncia da transmissao (Gonzatti et al., 2014).

Além da transmissdo mecanica, ocorre a transmisséao iatrogénica por meio
do reaproveitamento de seringas e agulhas entre os animais durante aplicagdes de
medicamentos, que é uma pratica comum na bovinocultura (De Melo Junior et al.,
2021). Um experimento conduzido por De Melo Junior et al. (2021) demonstrou
que, ao reutilizar a mesma seringa e agulha de um animal com infecgéo aguda por
T. vivax em um animal sadio, a chance de transmissdo é de 80%, pela via
intravenosa. A possibilidade de transmissao transplacentaria de T. vivax também ja
foi comprovada (Mélendez et al., 1993; Silva et al., 2013; Batista et al., 2022).

Mais recentemente, pela primeira vez, um estudo conduzido no Brasil
confirmou que T. vivax pode ser transmitido por palpacao retal ao reutilizar a
mesma luva (Leal. et al., 2025). Verificou-se que a partir de um animal com infec¢ao
aguda, dois a cinco outros bovinos poderiam ser infectados, dependendo da
quantidade de sangue na luva usada durante a palpagéao

Na América Latina, acredita-se que T. vivax tenha sido introduzido por meio
de bovinos e equinos importados da Africa, possivelmente no século XVI, e se
espalhou para diferentes paises, incluindo o Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa,
Guadalupe, Guiana, Martinica, Panama, Suriname e Venezuela (Desquesnes,
2004). Atualmente, esta disseminado na América do Sul, com excegéo dos paises
Chile, Suriname e Uruguai (Fetene et al., 2021). Nesse continente, a literatura relata
que T. vivax foi disseminado por mutucas tabanideas (Hoare, 1972) e moscas dos
estabulos (Stomoxys spp.) (Levine, 1973).

No Brasil, a primeira mengéo de T. vivax foi em bovinos no estado do Para,
feita por Bulhosa em 1946 (Shaw; Lainson, 1972). Contudo, o registro oficial de
ocorréncia do parasita ocorreu somente em 1972, por Shaw e Lainson (1972), em

que foi detectado em esfregacos de sangue de bufalos da Ilha de Marajo, estado
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do Para (Shaw; Lainson, 1972). Em seguida, houve relatos em bufalos nesse
mesmo estado (Lanhan et al., 1981) e no Amapa (Serra-Freire, 1981).

Atualmente, T. vivax esta presente principalmente em regides de agricultura
extensiva, onde as condi¢des climaticas permitem a convivéncia de mutucas junto
aos animais. Dessa maneira, esta difundido em todas as regides geograficas do
pais, sendo a maior parte dos relatos oriundos da regiao Nordeste (Silva et al.,
2009; Rodrigues et al., 2015; Bastos et al., 2017, Batista et al., 2018; Pereira et al.,
2018; Reis et al., 2019; Pérez et al., 2020; Castilho-Neto et al., 2021; Gomes et al.,
2021; Jesus; Moraes, 2023; Samoel et al., 2023; Rodrigues et al., 2024).

A primeira detecgao de T. vivax no estado do Maranh&o ocorreu no ano de
2003, no municipio de Itapecuru-Mirim, quando Guerra et al. (2008) encontraram
formas tripomastigotas do parasita no esfregago sanguineo de um bezerro. O
animal apresentava anemia, com palidez das mucosas oral e conjuntiva, letargia e
fraqueza, e veio a 6bito em poucos dias (Guerra et al., 2008). Posteriormente, o
parasita foi relatado nos municipios da Bacia de Pedreiras (Melo et al., 2011), no
municipio de Timon (Pereira et al., 2018) e, por ultimo, em um bufalo da Baixada
Maranhense (Serra et al., 2024).

Especificamente em pequenos ruminantes, a infecgao natural por T. vivax é
frequentemente relatada nos paises africanos e asiaticos (Sanni et al., 2013;
Birhanu et al., 2015; N'Djetchi et al., 2017; Hassan-Kadle et al., 2020; Maganga et
al., 2020; Mossaad et al., 2020; Mewamba et al., 2023). Dados de meta-analise
demonstraram que a prevaléncia global da infeccdo nesses animais é 3,8%
(Fetene et al., 2021). Fora da Africa, os registros concentram-se em paises latino-
americanos, como Nicaragua (Mora-Sanchez; Castro-Rodriguez, 2015; Bonilla et
al., 2021), Guiana (Applewaite, 1990; Vokaty et al., 1993), Venezuela (Garcia et al.,
2002) e Brasil (Batista et al., 2009, 2022; Galiza et al., 2011; Favero et al., 2015).

A primeira ocorréncia de T. vivax em pequenos ruminantes no Brasil foi
realizada na regidao Nordeste, quando houve um surto de tripanossomose em
rebanhos de caprinos e ovinos nos municipios de Belém do Brejo do Cruz, Catolé
do Rocha e Brejo dos Santos, estado da Paraiba (Batista et al., 2009), mesmo
estado onde houve surtos em bovinos anteriormente (Batista et al., 2007, 2008).
Depois o parasita foi diagnosticado em um rebanho ovino em S&o Jodo do Rio do
Peixe, outro municipio da Paraiba (Galiza et al., 2011) e em um caprino no estado

de Santa Catarina, no Sudeste brasileiro (Favero et al., 2015). O ultimo relato
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documentado em caprinos e ovelhas foi no estado do Rio Grande do Norte
(Batista et al., 2022).

Assim como em bovinos, em pequenos ruminantes da Africa e da América do
Sul, a infecgdo por T. vivax pode resultar em diversas manifestagdes clinicas,
variando de doencga aguda a crénica ou subclinica. O curso da infecgao varia a
depender da forma de transmissao, da cepa do parasita, da endemicidade, da
espécie, da ragca do hospedeiro ruminante e o estado imunoldgico individual
(Desquesnes, 2004; Batista et al., 2008, 2009; Garcia et al., 2009; Auty et al.,
2015).

Diferencas na viruléncia e patogenicidade foram reconhecidas entre as cepas
de T. vivax da Africa Oriental e Ocidental, sendo as cepas da Africa Ocidental
geralmente mais patogénicas para os ungulados (Gardiner, 1989). Nesse
continente, a suscetibilidade dos pequenos ruminantes a infecgao por T. vivax varia
de racas tripanotolerantes a altamente suscetiveis (Akinwale et al., 2006). Além
disso, o status enzodtico das tripanossomoses estabelecido em determinadas
regides produz um certo grau de imunidade entre os animais (Desquesnes, 2004).

Nos rebanhos latino-americanos, a tripanossomose € geralmente cronica e
leve, com raros surtos de doenga grave, principalmente no semiarido brasileiro
(Osorio et al., 2008; Galiza et al., 2011; Batista et al., 2022). Isso pode estar
relacionado ao pequeno numero de parasitas transmitidos pelos vetores mecanicos
(Gonzatti et al., 2014). A congruéncia entre essa realidade e as pequenas variagdes
antigénicas expressas por T. vivax transmitido mecanicamente permitiu que se
estabelecesse um controle natural da infeccdo, bem como desencadeou a
estabilidade enzodtica do protozoario em regides endémicas da América do Sul,
por exemplo (Jones; Davila, 2001; Desquesnes, 2004).

Segundo Batista et al. (2009), os ovinos desenvolvem doenga mais severa
que caprinos. De acordo com estudos experimentais realizados na América do Sul
em pequenos ruminantes, o periodo pré-patente entre a inoculagao do parasita e o
aparecimento dos tripanossomas no sangue € de trés dias, e os animais
permaneceram assintomaticos nesse intervalo (Silva et al., 2013; Ramires-
Barrios et al., 2015; 2019). Em seguida, observa-se um periodo agudo
caracterizado por alta parasitemia, que se torna persistente e flutuante. Os sinais
clinicos observados nessa fase estdo diretamente associados aos picos

parasitémicos (Batista et al., 2009; Galiza et al., 2011).
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Os sinais clinicos relacionados a infecgdo incluem apatia, palidez das
mucosas, anemia grave, febre recorrente, linfonodos aumentados, fraqueza, falta
de apetite com consequente emagrecimento progressivo, pelagem aspera, edema
submandibular, secrecdo nasal, diarreia e decubito. A temperatura retal na fase
aguda €, em média, de 41°C (Almeida et al., 200; Batista et al., 2009, 2022;
Galiza et al., 2011; Rodrigues et al., 2013; Silva et al., 2013; Ramires-Barrios et al.,
2015; 2019). Em alguns casos, s&do manifestados sinais neuroloégicos como head
pressing (pressdo da cabega contra uma superficie soélida), decubito lateral,
movimentos de remada e tremores musculares (Almeida et al., 2010; Galiza et al.,
2011). Em ovelhas e cabras prenhes é comum a ocorréncia de aborto completo ou
parcial, metrite e altas taxas de natimortalidade junto com baixa produgéo de leite
(Batista et al., 2022; Desquesnes, 2004; Galiza et al., 2011; Lopes et al., 2016).

Infecgbes experimentais em ovinos sugerem que T. vivax seja responsavel
por ocorréncia de lesbes cardiacas, insuficiéncia cardiaca, alteragbes
eletrocardiograficas e mortalidade dos animais infectados (Batista et al., 2019). Em
relagdo aos parametros hematologicos, ha principalmente redugao progressiva do
hematdcrito e na contagem de hemacias, podendo persistir durante todo o curso
agudo da enfermidade (Batista et al., 2009, 2022; Galiza et al., 2011; Rodrigues et
al., 2013; Silva et al., 2013; Ramires-Barrios et al., 2015; 2019).

Em alguns casos, é observada a diminuicdo os niveis celulares do
leucograma, principalmente de neutrdfilos (Valera et al., 2005; Ramires-Barrios et
al., 2019). Em caprinos, T. vivax produz imunossupressdao além de induzir
trombocitopenia com formagdo de microtrombos e hemorragia sugestiva de
coagulagao intravascular disseminada (Van Dam et al., 1981; Van den Ingh et al.,
1976; Veenendaal et al., 1976). A bioquimica sérica da tripanossomose por T.
vivax em pequenos ruminantes pode ser marcada por hipoproteinemia,
hipoalbuminemia e hipoglicemia (Silva et al., 2013; Lopes et al., 2016).

Ap0bs o periodo agudo, os animais passam a desenvolver doenga subaguda
com parasitemia menor e flutuante, diminuicdo gradual dos sintomas, mas com
persisténcia do hematdcrito baixo (Batista et al., 2009; Ramires-Barrios et al.,
2019). Em aproximadamente cinco meses apds um surto agudo, os caprinos e
ovinos tornam-se portadores assintomaticos e constituem importante fonte de

infeccao para outros ruminantes (Batista et al., 2009).
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Os animais que entram em cronicidade apds recuperagao da infeccéo
aguda, na auséncia de qualquer tratamento especifico, podem permanecer sem
manifestagdes clinicas por muito tempo. Contudo, essas infec¢gdes subclinicas
podem ser reativadas por outros agentes patogénicos e por estresse nutricional ou
fisico (Batista et al., 2009). Mesmo apds tratamento ou autocura os animais ainda
estdo suscetiveis, possibilitando a ocorréncia de surtos epizodticos (Otte et al.,
1994; Vos et al., 1998; Desquesnes, 2004). Na fase de parasitemia ausente, os
tripanossomas podem ser encontrados em locais fora da corrente sanguinea, como
em linfonodos, humor aquoso ocular e no liquido cefalorraquidiano (Whitelaw et al.,
1988; Osodrio et al., 2008).

222 T. evansi

Dentre os tripanossomas patogénicos, T. evansi € conhecido por parasitar
uma diversidade de hospedeiros mamiferos (Hoare, 1972; Herrera et al., 2004).
Esse parasita € o agente etiologico de uma doenga aguda grave em cavalos e caes
conhecida como “surra” no Velho Mundo (Africa, Asia e Europa), e como “mal das
cadeiras”, “
al., 2013).

A espécie T. evansi foi descoberta na india por Griffith Evans, no sangue de

quebra-bunda” ou “derrengadera” na América do Sul (Desquesnes et

equinos e camelos indianos (Hoare, 1972). E considerado como o primeiro
tripanossoma patogénico de mamiferos a ser descrito no mundo. Na Africa e Asia,
seu principal hospedeiro € o camelo, mas também infecta dromedarios, cavalos e
outros equideos (Desquesnes et al., 2013). Morfologicamente, as formas
tripomastigotas (Unicas existentes na biologia da espécie) apresentam morfologia
fusiforme (17-30%x2,8 ym), com uma membrana ondulante desenvolvida (3-5
dobras), flagelo anterior livre, nucleo central, cinetoplasto pequeno subterminal e
extremidade posterior afilada (Desquesnes et al., 2017).

Evolutivamente, supde-se que T. evansi tenha derivado de T. brucei, que é
transmitido de forma ciclica por dipteros Glossina spp., mas deixou de realizar seu
ciclo nesse hospedeiro invertebrado devido a perda dos maxicirculos do seu KDNA
(Borst et al., 1987; Lun; Desser, 1995; Lai et al., 2008). Assim, passou a ser
transmitido exclusivamente de forma mecanica por moscas sugadoras de sangue

e espalhou-se para fora da faixa de ocorréncia das moscas tsé-tsé na Africa, em
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direcdo ao Oriente Médio e ao Sul da Asia, e exportado com bovinos para a América
Latina, Australia e Europa (Hoare, 1972; Desquesnes et al., 2013).

Dessa maneira, nos paises sul-americanos a infeccdo nos hospedeiros
vertebrados pode ocorrer de trés formas: (i) por meio da picada de moscas
hematofagas, principalmente do género Tabanus sp.; (ii) por via oral, por meio da
ingestdo de carne ou sangue de animais infectados; (iii) pela mordedura de
morcegos hematéfagos (Desmodus rotundus) (Hoare, 1965, 1972; Losos, 1980;
Rojas, 2005).

De acordo com Hoare (1972), T. evansi foi introduzido na América do Sul,
mais especificamente na Colémbia, no século XVI, junto com os cavalos arabes
dos colonizadores espanhois. No Brasil, os primeiros registros ocorreram em 1847,
na ilha de Marajd, depois em 1850 na regido do Pantanal, em 1860, no Mato Grosso
(Desquesnes, 2004). Desquesnes et al. (2013) afirmam que sua extensao
geografica e estabelecimento em novas localidades dependem da movimentagao
de equinos infectados para areas indenes e da presenca de outros hospedeiros,
tanto silvestres quanto domésticos, especialmente ruminantes e carnivoros.

A espécie ja foi encontrada no sangue de equideos, bovinos, caprinos,
suinos, caes, bufalos, elefantes, capivaras, quatis, antas, veados e pequenos
roedores silvestres de regides endémicas, como o Pantanal Matogrossense, na
regido Centro-Oeste (Silva et al., 2002). Ha relatos em equinos (Rodrigues et al.,
2005; Zanette et al., 2008; Golombieski et al., 2023), bovinos (Da Silva et al., 2007;
Santos et al., 2009; Fiorin et al., 2023) e caes (Franciscato et al., 2007;
Echeverria et al., 2019) no sul do Brasil; e em equinos na Bahia (Costa et al., 2019),
em Minas Gerais (Nunes et al., 2012) e no Maranh&o (Sousa et al., 2025).

Em caprinos e ovinos, a infecgdo é mais frequentemente relatada nos paises
africanos (Birhanu et al., 2015; Hassan-Kadle et al., 2020; Maganga et al., 2020;;
Mossaad et al., 2020; Mewamba et al., 2023; Ata et al., 2024), contudo ha
ocorréncias na Asia (Elata et al., 2020; Ereqat et al., 2020; Macalanda et al., 2024),
Europa (Rodriguez et al., 2012) e América do Sul (Vokaty et al., 1993).

Em termos de patologia, a infecgdo causada por T. evansi produz sinais
clinicos classicos das tripanossomoses de mamiferos, tais como febre, anemia,
perda de apetite e peso, perda de condicdo e produtividade, sinais nervosos,
aborto, caquexia e morte, com ou sem demais sinais peculiares relacionados a

espécie hospedeira (Habila et al., 2012).
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Na espécie ovina, os sinais clinicos observados em estudos experimentais
consistem principalmente em febre, falta de apetite, mucosas palidas, anemia,
alteracbes de comportamento, como exaustdo ou agressividade subita,
lacrimejamento, emagrecimento, pelagem aspera e ébitos em poucas semanas
(Audu et al., 1999; Desquesnes, 1997). A parasitemia é geralmente baixa e diminui
até o parasita nao ser detectavel por varios meses (Desquesnes, 1997). Um estudo
experimental conduzido por Sadek (2020) demonstrou parasitemia indetectavel do
inicio até quatro meses apds infecgdo. No Brasil, um experimento realizado em
ovelhas prenhes demonstrou transmissao congénita levando ao nascimento de
cordeiros mortos (Campigotto et al., 2015).

Assim como 0s ovinos, 0s caprinos apresentam baixa suscetibilidade
(Jacquiet et al., 1993). As infecgcdes experimentais originam sintomas leves com
alguns episodios de febre no inicio da infecgao, artrite, parasitemia baixa e
persistente, emagrecimento progressivo, anemia, tosse, aumento dos testiculos e
diarreia (Dargantes et al., 2005; Gutierrez et al., 2004). Em casos mais graves, ha
lacrimejamento, lesdes oculares, salivagcéo, perda de apetite e sintomas nervosos
(tremores e convulsdes) seguidos de hipotermia e morte (Morales et al., 2006;
Ngeranwa et al., 1993; Youssif et al., 2008).

Embora incomuns, casos de T. evansiforam relatados em humanos,
algumas vezes assintomaticos, levantando preocupagdes sobre seu potencial
zoonotico em regides endémicas, sobretudo em paises da Asia, como india
(Joshi et al., 2005; Powar et al., 2006; Sengupta et al., 2022), Vietna (Van Vinh
Chau et al., 2007) e Indonésia (Sawitri et al., 2019).

2.2.3 T. theileri

A espécieT. theileri € uma das primeiras espeécies de tripanossomas
descritas em mamiferos (Podlipaev, 1990). Foi descoberta em bovinos na atual
Republica da Africa do Sul e mais tarde documentada em bovinos em varias regiées
do mundo, muitas vezes sob nomes diferentes, que posteriormente foram
sinonimizados com T. theileri (Hoare, 1972).

Hoare (1972) considerou como T. theileri todos os tripanossomas dos
bovinos e dos bufalos. Porém, Wells (1976) afirmou que somente os isolados de
bovinos devem ser considerados sindbnimos de T. theileri. Assim, os isolados de

Megatrypanum de espécies de ungulados (ordem Artiodactyla) que nao sejam
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bovinos, incluindo os de outros bovideos, devem ser classificados como T. theileri-
like, com excecao de T. theodori de caprinos e T. melophagium de ovelhas. Em
consonancia, estudos realizados no Brasil demonstraram a separacéao de T. theileri
de bovinos e T theileri-like de bufalos e propuseram duas linhagens filogenéticas
principais de Megatrypanum, denominadas linhagem Tthl e linhagem Tthll
(Rodrigues et al., 2003).

A espécie possui distribuicdo global, com registros confirmados em paises
europeus (Alemanha, Bélgica, Escécia, Espanha, Franga, Inglaterra, Irlanda,
Polénia e Italia), americanos (Canada, Estados Unidos, Brasil, Coldmbia e
Venezuela) e asiaticos (Bangladesh, Sri Lanka, Vietna, Filipinas, Japao e Tailandia)
(Garcia et al., 2006; 2011; Jaimes-Dueiiez et al., 2018; Amato et al., 2019).

No Brasil, T. theileri ja foi documentado em bovinos e bufalos nos estados
de Sao Paulo (Amaral et al., 2022), Mato Grosso do Sul (Nunes et al., 1983; Da
Silveira et al., 1984;), Rondbnia (Rodrigues et al., 2010a; Pacheco et al., 2018),
Para (Garcia et al., 2011), Rio de Janeiro (Abreu et al., 2024) e Rio Grande do Sul
(Brum et al., 2012).

Em pequenos ruminantes, até o momento ha apenas um relato de infecgao
por T. theileri em um ovino, na Africa Central (Maganga et al., 2020), estando o
animal infectado também com T. simiae. Embora seja conhecida como especifica
de ruminantes, recentemente, um relato inédito de T. theileri infectando um equino
foi documentado por Tan et al. (2022) na Malasia.

Morfologicamente, T. theileri € um tripanossoma de grandes dimensodes,
variando entre 25 e 120 ym de comprimento, caracterizado por uma extremidade
posterior alongada e afilada. O cinetoplasto € de tamanho consideravel, associado
a uma membrana ondulante bem desenvolvida e a um flagelo livre (Hoyte, 1972).
No sangue, podem ser observadas tanto formas tripomastigotas quanto
epimastigotas. O corpo apresenta-se levemente curvado, terminando em uma
ponta fina na extremidade posterior (Hoyte et al., 1972).

Este parasita exibe um ciclo de vida indireto, sendo transmitido de forma
ciclica (estercoraria) por vetores da familia Tabanidae. O desenvolvimento dos
tripanossomas ocorre especificamente no intestino posterior das moscas (Bdse;
Heister, 1993; Latif et al.,2004) A infec¢do nos animais ocorre principalmente por
meio da contaminacdo das membranas mucosas com fezes de tabanideos

contendo as tripomastigotas metaciclicas pequenas (Bose; Heister, 1993). Estudos
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de infeccdo in vitro demonstraram que a transmissao ocorre pela excregao das
formas metaciclicas nas fezes do vetor, as quais penetram no novo hospedeiro
através de solugdes de continuidade na pele. Adicionalmente, a ingestédo acidental
das fezes ou do préprio vetor pelo hospedeiro pode resultar em infecgao (Bose;
Friedhoff, 1987).

No hospedeiro vertebrado, as epimastigotas se multiplicam assexuadamente
por fissdo binaria nos linfonodos e em varios 6rgéos internos, sendo sua detecgao
na corrente sanguinea particularmente dificil (Lee et al., 2010). Tanto epimastigotas
quanto grandes tripomastigotas podem ser encontrados no sangue periférico,
sendo que também sao observadas em locais extravasculares como linfonodos,
rins, baco e cérebro (Braun et al., 2002)

A transmissdo de T. theileri se da, classicamente, de forma contaminativa
por moscas da familia Tabanidae. No entanto, o parasita ja foi detectado em outros
grupos de invertebrados como moscas-keds (Melophagus ovinus) (Werszko et al.,
2020), mosquitos (Brotankova et al., 2022), flebotomineos (Calzolari et al., 2018;
Brotankova et al., 2022), além de carrapatos das espécies Hyalomma anatolicum,
Amblyomma americanum, Riphicephalus (Boophilus) microplus e Ornithodoros
moubata (Krinsky; Burgdorfer, 1976; Shastri; Deshpande,1981; Morzaria et al.,
1986; Latif et al., 2004; Martins; Leite; Doyle, 2008), embora o papel desses
artropodes nao tenha sido estabelecido com clareza.

ApOs ultrapassar pele e mucosas, T. theileri alcanga a corrente sanguinea
do hospedeiro. O periodo pré-patente da infeccdo varia de 4 a 20 dias e a
parasitemia diminui apos 2 a 4 semanas (Mansfield, 1977). Embora T. theileri seja
considerado ndo-patogénico ha evidéncias de sinais clinicos em bovinos infectados
(Seifi, 1995; Sood et al., 2011), algumas vezes associados a desnutrigdo, anemia
e morte neonatal bovina (Matsumoto et al., 2011; Bittner et al., 2021), além de ja
terem sido relatadas manifestagcdes clinicas levando a ébito um filhote de bisédo
(Lanevschi-Pietersma; Ogunremi; Desrochers, 2004).

Na maioria dos casos, T. theileri é isolado em infecgdes mistas com outros
microrganismos, como o virus da leucemia bovina (Matsumoto et al., 2011). Esse
tripanossoma pode estabelecer infecgées persistentes de carater subclinico,
mantendo niveis de parasitemia extremamente reduzidos em hospedeiros

imunocompetentes. Isso sugere a existéncia de sofisticados mecanismos de
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evasao da resposta imune do hospedeiro e/ou um controle populacional parasitario
altamente eficiente (Doherty et al., 1993; Seifi, 1995).

2.3 Métodos de diagnéstico de Trypanosoma spp. (T. vivax, T. evansi e T.
theileri)

2.3.1 Meétodos parasitologicos

Para T. vivax e T. evansi, os métodos parasitologicos, a técnica de
centrifugacao do hematécrito, conhecida como técnica de Woo ou HCT (Woo, 1970;
Betancourt et al., 1979), € uma das mais utilizadas, na qual os tripanossomas
moveis sao visualizados entre a camada de leucocitos e o plasma (Osorio et al.,
2008). Essa técnica permite a deteccao de tripanossomas em seis a dez dias antes
de serem detectados em uma gota fresca ou em esfregagcos espessos (Molyneux,
1975). Apesar de facil execugédo, a técnica de Woo apresenta baixa sensibilidade
quando aplicada na fase crbnica da doenca, e a sensibilidade diminui
consideravelmente quando a parasitemia esta abaixo de 200 parasitas/mi
(Desquesnes; Tresse, 1996).

Outros meios de deteccdo direta incluem: (i) exame microscopico de
esfregacos de sangue fresco; (ii) esfregacgo fino de sangue corado com Giemsa,
que permite a identificacdo ao nivel do subgénero com base na morfologia dos
parasitas, diferenciando-os quanto possivel e pode facilitar o diagnéstico diferencial
para outros hemoparasitas, por exemplo, Babesia sp., Theileria sp. e Anaplasma
sp. e; (iii) capa leucociaria, também chamada de método de buffy coat (BCM) ou
método Murray (Murray, 1977; Desquesnes et al., 2022b).

Dentre as técnicas supracitadas, o buffy coat e a técnica de Woo sao
consideradas as mais sensiveis. Por outro lado, o resultado negativo em um exame
parasitologico ndo significa auséncia de infec¢do pelos tripanossomas, uma vez
que a parasitemia é altamente flutuante e um baixo numero de parasitas estio
presentes na corrente sanguinea (Luckins et al., 1992).

A respeito de T. theileri, o diagndstico direto desta espécie requer isolamento
por hemocultura, a partir de sangue total ou desfibrinado de bovinos infectados e
pode ser realizada em diversos meios de cultura (Rodrigues et al. 2003; Suganuma,
2019).
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2.3.2 Meétodos sorolégicos

As técnicas sorolégicas mais utilizadas para o diagnostico das
tripanossomoses causadas por T. vivax sdo 0 ensaio imunoenzimatico indireto
(IELISA), a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste
imunocromatografico (Batista et al., 2007; Cuglovici et al., 2010; Boulangé et al.,
2017; Pereira et al., 2018; Fidelis-Junior et al., 2019; Alcindo et al., 2022;). Esses
testes visam detectar anticorpos a partir do soro, e constituem instrumentos
valiosos para realizar levantamentos epidemioldgicos e para detecgdo de animais
com suspeita da tripanossomose (Cugloviciet al., 2010; De Wall, 2012;
Desquesnes et al., 2022b).

No entanto, ocorre consideravel reagdo cruzada antigénica entre as
espécies de Trypanosoma sp., especialmente entre T. vivaxe T. evansi
(Uczanga et al., 2004; De Waal, 2012; Velazquez et al., 2014), e ainda nao ha
técnica soroldgica disponivel que confirme a identificacdo das espécies. Por outro
lado, isto pode ser benéfico em regides onde ambas as espécies ocorrem no
rebanho, podendo servir como teste de triagem. Antigenos diagndsticos para T.
vivax, especialmente proteinas recombinantes, vém sendo desenvolvidos para
melhorar a deteccdo do parasita em rebanhos bovinos, como a proteina
recombinante denominada MyxoTLm (Pinheiro et al., 2021) e as glicoproteinas de
superficie invariantes (ISGs) (Bontempi et al., 2024).

Para T. evansi, os testes sorologicos baseados no antigeno RoTat 1.2
incluindo o teste de aglutinacao em cartao (CATT/T. evansi), o teste de aglutinagao
em latex e 0 ELISA, sdo métodos eficazes para detec¢cao de anticorpos especificos
no soro de animais infectados (Verloo; Magnus; Buscher, 2001; Lejon et al., 2005;
Kim et al., 2024). Além do antigeno RoTat 1.2, um estudo demonstrou que o
antigeno denominado “BA/Te” utilizado em teste rapido de soro-aglutinagao
mostrou potencial para ser um método de triagem pratico e rapido para a detecgao
de anticorpos anti-T. evansi em equinos (Reck et al., 2021). Até o momento, néo

ha testes soroldgicos desenvolvidos para T. theileri.

2.3.3 Meétodos moleculares
As ferramentas de diagndstico molecular permitem a detecgéo de infecgbes
por tripanossomas quando os numeros de parasitas sao muito baixos, tanto no

hospedeiro vertebrado quanto nos insetos vetores (Desquesnes et al., 2001). A de
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reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é uma técnica altamente sensivel e
especifica que visa identificar os parasitas no nivel da espécie (Desquesnes;
Davila, 2002). O método apresenta ampla aplicabilidade em diferentes tipos de
amostras biolégicas contendo material genético de tripanossomas, incluindo
sangue, liquido cefalorraquidiano, aspirado de linfonodo, lesdes ulcerativas,
fragmentos de bidpsia e material histopatolégico (Fentahum, 2020). Notavelmente,
mesmo em preparagdes histologicas fixadas e coradas em laminas de microscopia,
€ possivel realizar a extracdo de DNA para posterior analise por PCR (Geysen,;
Delespaux; Geerts, 2003; Deborggraeve, 2012).

Numerosos genes sao empregados para diagnosticar tripanossomas. Para
T. evansi, os genes-alvo mais utilizados sado sequéncias repetidas de T. brucei
(TBR1/2), genes associados ao sitio de expressdo (ESAGs 6 e 7) e regides do
espacador transcrito interno (ITS) do RNA ribossémico (rRNA) (Pruvot et al., 2010;
Ahmed et al., 2013).

Assim como para T. evansi, ha diferentes genes-alvo para deteccao de T.
vivax por PCR, como regides do mini-exon do DNA gendémico (Ventura et al., 2001),
genes ITS (Desquesnes et al., 2001), genes semelhantes a catepsina L (CatL-like)
(Cortez et al., 2009; Rodrigues et al., 2010b) e genes de prolina racemase (Fikru et
al., 2014).

A existéncia de multiplas copias de genes semelhantes a catepsina L (CatlL)
nos genomas das espécies de tripanossomas sugeriu que sequéncias desses
genes poderiam fornecer marcadores para métodos de diagndstico sensiveis e
especificos. Tais sequéncias proporcionam alvos Uteis para estudos genéticos
epidemioldgicos e populacionais (Dagnachew; Bezie, 2015b). Assim, uma PCR
especifica, designada TviCatL-PCR foi desenvolvida para a amplificagdo de DNA
genbmico de T. vivax, usando iniciadores especificos (TviCatL1 e DTO155)
(Cortez et al., 2009) e vem sendo amplamente utilizada no diagndstico molecular
de T. vivax. Acerca de T. theileri, a espécie pode ser diferenciada molecularmente
por PCR de marcadores como ITS-rDNA, genes SL (spliced leader), CatL (Garcia
et al., 2011), gene V7V8-SSU do DNA ribossémico (rDNA) (Maia da Silva et al.,
2004) e gGAPDH (Pacheco et al., 2018).

A técnica de PCR pode ser combinada com marcadores fluorescentes para
obtencao de dados mais precisos sobre infeccdes parasitarias. Especificamente, a

gPCR (PCR quantitativa em tempo real) utilizando SYBR Green permite a
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quantificacdo da carga parasitaria, diferentemente da PCR convencional que
apenas detecta a presenga ou auséncia do patégeno (Fentahum, 2020).
Adicionalmente, a técnica inovadora de HRM-qPCR (High Resolution Melting
gPCR) pode ser empregada para discriminagao eficiente entre diferentes espécies
do género Trypanosoma (Mufoz-Calderon et al., 2020).

Outra técnica molecular, denominada cédigo de barras por comprimento de
fragmentos fluorescente (FFLB), baseada na amplificagdo por PCR de quatro
segmentos parciais dentro da subunidade menor (SSU) e subunidade maior (LSU)
do rRNA foi testada para tripanossomas africanos (Adams; Hamilton, 2008;
Hamilton et al., 2008) e tripanossomas sul-americanos (Hamilton et al., 2011). Essa
técnica se apresenta muito util na identificacdo e caracterizacdo de T. vivax na
América do Sul (Pérez et al., 2020; Florentin et al., 2022). Além dessa, foi
desenvolvido um método que combina amplificacdo génica com digestdo por
enzimas de restricdo, a PCR-RFLP, a qual fornece diagndstico especifico para T.
vivax, T. evansi e T. theileri, demonstrando boa resolucdo e sensibilidade sem
reatividade cruzada (Garcia et al., 2014).

Um desenvolvimento promissor foi a amplificagao isotérmica mediada por
loop (LAMP) para deteccdo de Trypanosoma, adaptado para detectar
tripanossomas africanos, incluindo T. vivax e T. evansi (Njiru et al., 2011). A LAMP
consiste na amplificagdo do DNA sob condi¢des isotérmicas (Notomi et al., 2015).
Esse método, validado pela Food and Drug Administration (FDA), baseia-se nos
mesmos principios conceituais da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), exigindo
coleta e adequada preservacdo de amostras sanguineas para garantir a
confiabilidade dos resultados analiticos (Lobato; O’Sullivan, 2018).

No Brasil, a LAMP foi testada em bovinos, onde demonstrou ter maior
capacidade de detectar DNA de T. vivax em relagao a PCR convencional (Cadioli et
al.,, 2015). Apesar do potencial demonstrado pela LAMP - frequentemente
divulgada um como método portatil para uso em campo — sua aplicagdo permanece
restrita aos laboratérios de pesquisa responsaveis por seu desenvolvimento inicial,
sem ter alcancado ainda uma adocgido generalizada em contextos praticos
(Desquesnes et al., 2022).

Em suma, as técnicas parasitolégicas como a técnica de Woo e esfregagos
sanguineos sao muito uteis durante surtos, porém apresentam baixa capacidade

de identificar animais infectados em fase crénica (Osorio et al., 2008;
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Desquesnes et al., 2022; Alcindo et al., 2022). Por outro lado, os ensaios
sorologicos apresentam-se como valiosa ferramenta para avaliar a situagao
epidemiologica do rebanho (Osoério et al., 2008; Cuglovici et al., 2010) e os testes
moleculares sdo bastante uteis em periodos de baixa parasitemia ou mesmo
aparasitémicos (Cadioli et al., 2015; Alves et al., 2017a; Bastos et al., 2020).

2.4 Tratamento de tripanossomoses animais

Os trés compostos tripanocidas dos quais o tratamento e a profilaxia da
tripanossomose animal dependem sao cloreto de isometamidium, brometo de etidio
(sais de homidio) e aceturato de diminazeno, administrados via intramuscular ou
intravenosa (Giordani et al., 2016). O isometamidium tem propriedades igualmente
profilaticas e terapéuticas, enquanto o aceturato de diminazeno tem propriedades
exclusivamente curativas. Embora seja usado como medicamento curativo, o
brometo de etidio também possui propriedades quimioprofilaticas, mas menos
pronunciadas em relagdo ao isometamidium (Giordani et al., 2016; Kasozi et al.,
2022).

No Brasil, o aceturato de diminazeno e o cloreto de isometamidium s&o os
dois tripanocidas licenciados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para o tratamento de tripanossomose nos ruminantes.
Contudo, ha relatos de cepas sul-americanas de T. vivax refratarias ao diminazeno
na Guiana Francesa (Desquesnes et al., 1995) e evidéncias de resisténcia no Brasil
(Cadioli et al., 2012; Bastos et al., 2017), bem como ao isometamidium (Castilho
Neto et al., 2021).

As desvantagens do isometamidium incluem baixos indices terapéuticos e
podem causar irritacdo no local da injegcdo. A utilizacdo extensiva no passado
induziu o aparecimento de parasitas resistentes no campo, e o fato de muitos
desses tripanocidas serem quimicamente semelhantes potencializou a situagao

com inicio de resisténcia cruzada (Peregrine, 1994).
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2.5 Controle e profilaxia

O controle da doenca deve combinar movimento limitado de animais
doentes, tratamento de animais infectados por T. vivax, monitoramento
epidemiologico da distribuicao e gravidade da doenca e controle vetorial (Dwinger;
Hall, 2000; Holmes, 2004; Holmes et al., 2013; Dagnachew; Bezie, 2015a). A
aplicacao de drogas tripanocidas tem sido o meio mais amplamente praticado de
controlar a tripanossomose em rebanhos domésticos desde o inicio da década de
1950, seja como drogas curativas ou profilaticas (Dagnachew; Bezie, 2015a;
Giordani et al., 2016).

Na América do Sul, controle de T. vivax depende muito da terapia
medicamentosa, baseada principalmente no aceturato de diminazene e no
isometamidium. O aparecimento de populagdes resistentes a medicamentos
associado aos movimentos irrestritos dos animais sao fatores complicadores para
o controle (Dagnachew; Bezie, 2015a).

Atualmente, ndo ha vacinas disponiveis para esse patdégeno. Contudo,
pesquisas tém sido feitas nesse sentido, como a de Autheman et al. (2021), que
identificaram uma proteina conservada da superficie celular localizada na
membrana do flagelo (antigeno invariante do flagelo do T. vivax) como candidata a
vacina. Os dados forneceram evidéncias de que vacinas altamente protetoras

contra infecgdes por tripanossomas podem ser desenvolvidas.

2.6 Caprinovinocultura no Maranhao

A produgéao de caprinos e ovinos no estado do Maranhao é bem estabelecida
devido as boas condi¢des dos solos e do clima regional, a produgéo constante de
alimentos para consumo animal, ao interesse dos produtores familiares e
empresarios, bem como a articulagdo de instituicbes publicas e privadas. Além
disso, as caracteristicas inerentes aos caprinos e ovinos, como a docilidade, porte
pequeno e relativa rusticidade favorecem a exploragao, por meio do emprego de
mao de obra familiar e instalagdes pequenas, simples e de baixo custo (Teixeira et
al., 2015).
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De acordo com o ultimo censo agropecuario do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), o estado do Maranh&o ocupa o 7° lugar no ranking
nacional de criacdo de caprinos € 0 11° na criagdo de ovinos, com efetivos de
383.563 e 348.062 cabecas, respectivamente (IBGE, 2023). Esses efetivos estdo
concentrados principalmente nas regides norte, leste e oeste do estado.

Em geral, nas propriedades rurais ha criagdo de caprinos e ovinos em
conjunto, com um numero meédio de animais variando entre 30 e 50 cabecas
(Moreira; Guimaraes Filho, 2011; Teixeira et al., 2015; Brandao et al., 2022). As
principais ragas de caprinos usadas na exploracéo sao as mestigas, seguidas das
racas Boer, Anglo-Nubiano e Saanen. Quanto aos ovinos, as ragas Santa Inés e
Dorper sdo as mais frequentemente exploradas no estado (Teixeira et al., 2015;
Brandéo et al., 2022).

A caprinovinocultura em todo o Maranhao pauta-se primordialmente em
sistemas semi-intensivos, onde os animais permanecem soltos no pasto durante o
dia e sdo recolhidos ao final da tarde (Teixeira et al., 2015; Silva et al., 2015; Alves
et al., 2017b; Brandao et al., 2022). Na maioria dos sistemas de producéo
maranhenses, a criagdo de pequenos ruminantes € uma atividade pecuaria de
subsisténcia, com uso reduzido de técnicas de manejo reprodutivo, nutricional e
sanitario, o que resulta em baixos indices produtivos (Teixeira et al., 2015; Alves et
al., 2017b).

As instalacdes das criagdes s&o variadas, mas 0s apriscos rusticos e de chao
batido sdo os mais encontrados (Silva et al., 2015; Brandao et al., 2022; Teixeira et
al., 2015). Geralmente os apriscos sdo cercados com varas de bambu provenientes
de fontes arbéreas da prépria propriedade (Alves et al., 2017b), mas também ha
produtores que criam os animais soltos (Brandao et al., 2022).

Em relacdo a finalidade das criacbes, os estudos mostram que a
caprinovinocultura no Maranhdo € um empreendimento que visa a obtencao de
renda principal em algumas regides (Silva et al., 2015) ou como forma de renda
complementar em outras (Brandao et al., 2022), sendo que a exploragdo é
principalmente destinada para corte (Silva et al., 2015; Alves et al., 2017b; Brandao
et al., 2022). Na regidao metropolitana da capital Sdo Luis, alguns criadores relatam
que tém as criagbes desses animais como um hobby (Brandao et al., 2022).

No que refere ao aspecto sanitario, os sinais clinicos e enfermidades

frequentemente relatadas pelos produtores sao diarreia e verminoses, além de
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linfadenite caseosa, miiase, abortos, pododermatites, ectoparasitoses, mastite,
artrite, ectima contagioso, ceratoconjuntivite, pneumonia, alteragbes nervosas e
podriddo de cascos (Teixeira et al., 2015; Mouréao et al., 2016; Pires-Filho et al.,
2020; Brandao et al., 2022; Pereira et al., 2023). Na maioria das propriedades a
compra e troca de animais € uma pratica muito comum, o que proporciona a
transmissao de agentes patogénicos e introdu¢ao de novas doengas nos rebanhos
(Teixeira et al., 2015). Além disso, a falta de qualquer treinamento e assisténcia
técnica, seja zootécnica ou veterinaria, voltada a producdo de ovinos e caprinos é
predominante (Silva et al., 2015; Teixeira et al., 2015; Brandao et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Determinar a ocorréncia de protozoarios do género Trypanosoma pequenos

ruminantes no estado do Maranhao.

3.2 Especificos

e Verificar a presencga de formas tripomastigotas de tripanossomas em esfregacos
sanguineos de caprinos e ovinos no estado do Maranhao.

e Detectar material genético das espécies T. vivax, T. evansi e T. theileri em
amostras sanguineas de pequenos ruminantes no Maranho.

e Conhecer a frequéncia de anticorpos anti-T. vivax em amostras sorologicas de
pequenos ruminantes do Maranhao.

e |dentificar fatores de risco associados as infecgdes por tripanossomas
detectadas em pequenos ruminantes do Maranh&o.

e Compreender se ha influéncia do periodo climatico na ocorréncia de infecgbes
por tripanossomas em caprinos e ovinos do estado do Maranhé&o.

e Estabelecer o posicionamento filogenético a partir de sequéncias génicas
obtidas das espécies de tripanossomas identificadas em amostras sanguineas

de caprinos e ovinos do Maranh&o.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal
(CEEA) do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhao,
sob o nimero de protocolo 03/2022 (Anexo 1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranh&o
(CEP/CESC/UEMA), via Plataforma Brasil (CAAE: 59151622.6.0000.5554) (Anexo
2).

4.2 Local do estudo

A pesquisa foi realizada em propriedades de criacdo de caprinos € ovinos
nos municipios de Sao Bento (Latitude -2.697502, Longitude -44.840423), Pinheiro
(Latitude -2.507528, Longitude -45.081583) e Itapecuru-Mirim (Latitude -3.398201,
Longitude -44.348230) (Figura 2).

Figura 2 — Localizagdo dos municipios de coleta no estado do
Maranhao.

ESTADO DO MARANHAO N
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DADOS: Bases Cartograficas Continuas de Estados e Malha Municipal do IBGE (2017;
2021). SRC EPGS 4674 - SIRGAS 2000. Elaboado por: COSTA, Thaliane Franga.
Software: QGIS v. 3.28.

39



Os municipios de Sao Bento, Pinheiro e Itapecuru-Mirim estao localizados
ao Norte do estado e pertencem a regiao intermediaria de Sao Luis, de acordo com
ultima divisdo regional do Brasil (IBGE, 2017a). As atividades econdmicas dos
municipios sao similares e estdo ligadas principalmente ao setor primario,
destacando-se a agricultura e a pecuaria (IMESC, 2013).

As cidades de Sao Bento e Pinheiro localizam-se dentro da area conhecida
como Baixada Maranhense. Essa regido abriga uma diversidade de ecossistemas
interligados, incluindo areas de manguezais, extensas formagdes de babacuais,
campos abertos inundaveis, além de um conjunto de bacias lacustres. A paisagem
€ composta por um sistema estuarino e lagunar, e por matas ciliares que
acompanham os cursos d’agua (Araujo et al., 2019).

De acordo com os dados do ultimo censo agropecuario, Sdo Bento conta
com um efetivo de 1.033 caprinos e 610 ovinos. Em Pinheiro, o efetivo caprino é
estimado em 2.871 cabecgas e o de ovinos, em 1.357 cabecgas. Os efetivos de
caprinos e ovinos de Itapecuru-Mirim sao estimados em 1.235 e 128 cabecas,
respectivamente (IBGE, 2023).

4.3 Tipo de estudo e amostragem

Este estudo possui um desenho descritivo, com uma abordagem quantitativa
e de amostragem né&o probabilistica. A escolha dos municipios ocorreu de acordo
com o historico de ocorréncia de T. vivax em rebanhos bovinos das regides. As
propriedades e as amostras foram obtidas por conveniéncia, de acordo com o
efetivo dos rebanhos em cada localidade. Dessa maneira, o universo amostral foi
composto por caprinos e ovinos, machos e fémeas, e independentemente de

condicao clinica.

4.4 Coleta de dados e de amostras sanguineas

A coleta de dados epidemiolégicos e de amostras sanguineas foram
realizados em dois periodos distintos: o primeiro entre os meses de janeiro e margo
de 2022 (estagao chuvosa), e o segundo no més de novembro de 2023 (estagao
seca). Antes dos procedimentos, os produtores assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1), e foram entrevistados
utilizando-se um formulario com questdes acerca de variaveis epidemioldgicas
(Apéndice 2).
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Apoés a contencao fisica dos animais, foram colhidos aproximadamente 5 ml
de sangue venoso por meio de puncdo da veia jugular externa. As amostras
sanguineas foram distribuidas para tubos de coleta do tipo convencional com e sem
anticoagulante (EDTA). De cada amostra colhida, também foram utilizadas laminas
de microscopia para confec¢do de esfregacos sanguineos. Os dados de cada
animal amostrado foram catalogados em fichas de identificacdo individuais
(Apéndice 3), contendo informagdes sobre idade, sexo, estado geral, historico de

doencas e presenca de ectoparasitas.

4.5 Deteccgao parasitologica

Para pesquisa direta de formas tripomastigotas de tripanossomas, em
ldaminas de microscopia de ponta fosca, foram confeccionados esfregagos
sanguineos in locu, os quais foram secos ao ar, fixados com metanol e corados
com Giemsa. As laminas foram observadas em microscopio 6ptico, percorridas por

completo, nas objetivas de 40x e 100x de aumento.

4.6 Deteccao sorolégica

Como método soroldgico para detecgado de anticorpos anti-T. vivax utilizou-
se a técnica de ELISA, que foi realizada de acordo com o procedimento descrito
por Machado et al. (1997) e Aquino et al (1999). Placas de polipropileno do tipo
Nunc MaxiSorp™ com 96 pogos de fundo plano (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) foram sensibilizadas com 0,1 ug/ml do antigeno TvY,
constituido de uma proteina recombinante de T. vivax produzida pela Imunodot®.
Essa proteina consiste em uma molécula de superficie expressa e purificada,
caracterizada por uma estrutura de dominio ISG (glicoproteina de superficie
invariante) (Donadon, 2023).

Os soros controles e testes foram diluidos na proporgédo de 1:100. O
conjugado utilizado foi imunoglobulina G (IgG) de coelho, anti-lgG caprino/ovino,
acoplada a fosfatase alcalina (AB062, Sigma-Aldrich,) na diluigdo de 1:50.000.
Foram calculados a média e o desvio padréo das densidades 6pticas (DO) obtidas
dos controles negativos de todas as placas. A partir desses resultados, foi
estabelecido o ponto de corte de acordo com a seguinte equagao, descrita por

Gomes et al. (2008): ponto de corte = média dos controles negativos x 2,5.
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4.7 Detecgao molecular

4.7.1 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

O DNA foi extraido a partir do sangue total utilizando-se o kit comercial Bio
Gene Extracdo de DNA/RNA Viral (Quibasa-Bioclin®, Minas Gerais, Brasil), de
acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. Para amplificagdo de DNA,
foram performadas rea¢cdes em cadeia pela polimerase (PCR) convencional,
utilizando os iniciadores discriminados no Quadro 1 abaixo, com seus respectivos

alvos em cada espécie de Trypanosoma spp..

Quadro 1 — Iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmentos de DNA das
especies T. vivax, T. theileri e T. evansi.

Espécie/Gene Iniciadores (sequéncia nucleotidica) Referéncia
Alvo/Fragmento
T vivax TviCatL
y : , (5'-GCCATCGCCAAGTACCTCGCCGA-3) Cortez et al.
Cathepsina L-like
177 ob DTO 155 (2009)
P (5-TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA-3)
. TthCATL1 ,
[ theflent (5-CGTCTCTGGCTCCGGTCAAAC-3) Rodrigues
Cathepsina L-like etal.
~273 b DTO 155 (2010b)
P (5-TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA-3)
T. evansi TBR1
Miniciculos do kDNA (5'-GAATATTAAACAATGCGCAG-3) Masiga et
~164 b TBR2 al. (1992)
P (5'-CCATITATTAGCITTGTIGC-3’)

As reacg0Oes foram conduzidas em termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, EUA), de acordo com os programas de ciclagem

especificos elencados no Quadro 2 abaixo.
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Quadro 2 — Programas de ciclagem utilizados para amplificacéo de fragmentos de
DNA das espécies T. vivax, T. theileri e T. evansi.

Programa de ciclagem
N° de Ciclos 1x 35x 1x
Iniciadores/ Desnaturagcdo | Desnaturag = Extensao
s = Anelamento Extensao .

Etapas inicial ao final
TviCatL o , o : 0 , 72 °C por 0 ,
DTO 155 94 °C por 3 94 °C por 1 56 °C por 1 T 72 °C por 10
TthCatL . , o : 0 : 72 °C por 0 ;
DTO 155 94 °C por 5 94 °C por 1 58 °C por 1 " 72 °C por 10
TBR1 o , o : o , 72°C por o ,
TBR2 95 °C por 5 95 °C por 1 49 °C por 1 10” 72°C por 4

Como controles positivos, utilizou-se DNAs extraidos de amostra de campo
sabidamente positiva para T. vivax (acesso GenBank: OR339796), de isolados de
T. evansi (TeETc Camel Ethiopia - pDNA doado por Théo Baltz, University of
Bordeaux, France) e T. theileri (Colegao Brasileira de Tripanossomatideos — CBT
115). Para controle negativo da reagao utilizou-se agua ultrapura.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1,5%, em tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE), corado com Sybr Safe
(Invitrogen), por 30 minutos a 60V/100mA. As bandas foram visualizadas e

fotografadas em transiluminador de luz azul (Loccus, Brasil).

4.7.2 Purificagado e sequenciamento genético

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o produto comercial
ExoSAP-IT (USB Corporation), que consiste em Exonuclease | (Exol) para digerir
excesso de primers e fosfatase alcalina de camarao (Shrimp Alkaline Phosphatase
- SAP) para degradar excesso de nucleotideos provenientes da PCR.

Depois de purificados foram submetidos a reagdes de sequenciamento
genético de Sanger (SGS), utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer) de
acordo com especificacdes do fabricante, em sequenciador automatico ABlI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer). As sequéncias obtidas foram analisadas e
editadas no programa BioEdit versdo 7.0 (Hall, 1999). Em seguida, foram
submetidas a analise de similaridade por meio do Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST®) e comparadas com sequéncias nucleotidicas disponiveis na
plataforma do GenBank.
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4.7.3 Alinhamento de sequéncias e inferéncias filogenéticas

As sequéncias consenso foram obtidas a partir da analise de
eletroferogramas utilizando o software FinchTV (Geospiza, Inc.). Para a analise
filogenética, foram selecionadas sequéncias do gene catepsina L-like de T. vivax
depositadas no Genbank. O alinhamento das sequéncias de T. vivax e do grupo
externo foi realizado e ajustado manualmente no software BioEdit (versao 7.0.2.5)
(Hall, 1999). Para a inferéncia filogenética, foram empregados os métodos de
Maxima Verossimilhanga (ML) e Neighbor-Joining (NJ), e as arvores resultantes
foram geradas no software MEGA-X (Kumar et al., 2018). A selecao do modelo
mais adequado para substituicdo de nucleotideos foi realizada com base no critério
de informagéo de Akaike (AIC), disponivel no MEGA-X. O modelo Kimura de dois
parametros (K2) foi identificado como o mais apropriado para a analise filogenética

das sequéncias alinhadas.

4.8 Analise dos fatores de risco

Os dados foram analisados por meio de tabelas de contingéncia (2x2) com
as seguintes variaveis epidemiologicas: sexo, idade, espécie animal, sistema de
criacdo, aquisigao recente de animais, assisténcia veterinaria, colegcao de agua no
entorno da propriedade, periodo climatico, estrutura da propriedade e tipo de
instalacao.

A associagao entre as variaveis e os resultados do diagndstico soroldgico foi
analisada por meio dos testes Qui-quadrado (X?) e Exato de Fisher, com célculo
das odds ratios (OR) e respectivos intervalos de confianga, utilizando o programa
Epi Info versdo 3.4.3 (2007). Considerou-se significancia estatistica para valores de
p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das propriedades

Foram visitadas 14 propriedades de criagao de caprinos e/ou ovinos, sendo
duas do municipio de Itapecuru-Mirim, sete de Pinheiro e cinco de Sao Bento
(Tabela 2). Destas, trés eram propriedades de criagcdo conjunta de caprinos e
ovinos, sete de criagdo somente de ovinos e quatro somente de caprinos. A maior
parte das propriedades nao era tecnificada (n=10; 71,42%), tinham apriscos
suspensos (n=10; 71,42%) (Figura 3), ndo tinham assisténcia veterinaria (n=10;
71,42%) e nao faziam controle de vermifugagdo (n=8; 57,14%). Em uma
propriedade de S&o Bento (7,14%) foi relatado histérico de aborto. Em nove
propriedades (n=9; 64,28%) havia criacdo de outros animais como bovinos,
equideos e aves. A presenga de colegdes de agua na regidao periférica foi
observada em oito propriedades (n=8; 57,14%) e as demais eram cercadas

somente por areas de mata ou areas de mata com residéncias.

Tabela 2 — Caracterizacdo das propriedades de pequenos ruminantes
amostradas nos municipios de Itapecuru-Mirim, Pinheiro e Sdo Bento, estado
do Maranhao, Brasil.

Municipios

Itapecuru-Mirim  Pinheiro Sao Bento Total
Espécie(s) de criagao n n n n (%)
Caprinos e ovinos 1 2 0 3(21,42)
Somente caprinos 0 1 3 4 (28,57)
Somente ovinos 1 4 2 7 (50,00)
Tipo de propriedade
Tecnificada 1 2 4 (28,57)
N&o tecnificada 1 6 3 10 (71,42)
Tipo de instalagcédo
Aprisco suspenso 2 4 4 10 (71,42)
Aprisco de chao batido 0 3 1 4 (28,57)
Assisténcia veterinaria
Sim 1 1 2 4 (28,57)
N&o 1 6 3 10 (71,42)
Controle de vermifugacao
Sim 1 1 4 6 (42,85)
N&o 1 6 1 8 (57,14)
Historico de aborto
Sim 0 0 1 1(7,14)
Nao 2 7 4 13 (92,85)
Area periférica com
colecédo de agua*
Sim 2 4 2 8 (57,14)
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Nzo 0 3 3 6 (42,85)

Criacao de outros animais
Sim 2 3 4 9 (64,28)
N&o 0 4 1 5 (35,71)

*rio, riachos, lagos ou agudes.

Figura 3 — Fotografias de um aprisco suspenso de caprinos e ovinos no municipio
de Itapecuru-Mirim, Maranhao, Brasil.
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5.2 Caracterizagao dos animais

Os dados descritivos dos pequenos ruminantes estdo discriminados na
Tabela 3. Foram amostrados 84 caprinos e 210 ovinos, totalizando 294 animais.
Destes, 73,46% (n=216) eram fémeas, 26,53% (n=78) eram machos e 82,65%
(n=243) eram animais adultos. A maioria dos animais estavam com escore corporal
normal (n=200; 68,02%) e magros (n=71; 24,14%). Foram observadas mucosas
hipocoradas em 22,14% (n=66) dos pequenos ruminantes. Foram encontrados
carrapatos, todos da espécie Riphicephalus (B.) microplus, em 7,48% (n=22) dos
animais, parasitando principalmente o ouvido externo e pavilhdo auricular (Figura
4).
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Tabela 3 — Caracterizagcao dos pequenos ruminantes amostrados
nos municipios de Itapecuru-Mirim, Pinheiro e Sdo Bento, estado
do Maranh&o, Brasil.

Espécie

Caprinos Ovinos Total
Parametro n (%) n (%) n (%)
Sexo
Machos 18 (23,07) 60 (79,92) 78 (26,53)
Fémeas 66 (30,55) 150 (64,44) 216 (76,43)
Idade
Jovens* 22 (43,13) 29 (56,86) 51 (17,34)
Adultos 62 (25,51) 181 (74,48) 243 (82,65)
Escore corporal
Caquético 2 (40,00) 3 (60,00) 5(1,70)
Magro 19 (26,76) 52 (73,23) 71 (24,14)
Normal 63 (31,50) 137 (68,50) 200 (68,02)
Gordo 0 (0,00) 18 (100,00) 18 (6,12)
Presenca de carrapatos
Sim 14 (63,63) 8 (36,36) 22 (7,48)
Nao 70 (25,73) 202 (81,40) 272 (92,51)
Mucosas
Normocoradas 57 (25,00) 171 (75,00) 228 (77,55)
Hipocoradas 27 (40,90) 39 (59,09) 66 (22,44)

*6 meses a 1 ano



Figura 4 — Fotografia de parasitismo por carrapatos Riphicephalus (B.)
microplus em orelha de um ovino no municipio de Itapecuru-Mirim,
Maranhao, Brasil.

)

A — Parasitismo na regido dorsal do pavilhdo auricular; B — Parasitismo
na regiao ventral do pavilhao auricular.

5.3 Diagnéstico parasitoldgico, soroldégico e molecular

Nos esfregacos sanguineos nao foram observadas formas tripomastigotas
de tripanossomas. Os testes soroldgicos indicaram que 42 animais (14,28%)
apresentaram anticorpos anti-T. vivax, sendo 30 caprinos (10,20%) e 12 ovinos
(4,08%). A Tabela 4 apresenta a frequéncia de animais reagentes no teste de
ELISA. No municipio de Itapecuru-Mirim, observou-se uma frequéncia de reagentes
de 66,67% (10/15) em caprinos, enquanto em ovinos a frequéncia foi
significativamente menor, de 4,85% (5/103). O total de animais reagentes no
municipio foi de 12,71% (15/118). Em Pinheiro, a frequéncia de reagentes em
caprinos foi de 20,69% (6/29), e em ovinos, de 4,88% (2/41), com um total de
11,42% (8/70). J&4 em Sé&o Bento, a frequéncia foi de 35,00% (14/40) em caprinos
e 7,58% (5/66) em ovinos, totalizando 17,92% (19/106) de animais reagentes.

Das 14 propriedades, em nove (64,42%) houve animais reagentes, assim
distribuidas: as duas do municipio de Itapecuru-Mirim, trés de Pinheiro e quatro de

Sao Bento.
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Tabela 4 — Frequéncia de animais reagentes no teste de ELISA,
em uma populagdo de pequenos ruminantes nos municipios de
Itapecuru-Mirim, Pinheiro e Sao Bento, estado do Maranhao, Brasil.

Espécie
Caprino Ovino Total
Municipio n/N % n/N % n/N %
Itapecuru-Mirim 10/15 66,67 5/103 4,85 15/118 12,71
Pinheiro 6/29 20,69 2/41 4,88 8/70 11,42
Sé&o Bento 14/40 35,00 5/66 7,58 19/106 17,92
Total 30/84 35,71 12/210 5,71 42/294 14,28

n = numero de reagentes; N = numero de amostras colhidas no municipio.

Na analise molecular, duas amostras (n=2/294; 0,68%) apresentaram
produtos amplificados com aproximadamente 177 pb, correspondente ao tamanho
do fragmento-alvo utilizado para T. vivax. Ambas as amostras eram de animais da
espéecie caprina, sendo uma do municipio de Sao Bento e outra de Itapecuru-Mirim.
Apos sequenciamento genético e analise de similaridade pelo banco de dados
Genbank, as sequéncias nucleotidicas revelaram 100% de identidade (acessos
PV133905 e PV668565) com isolados de T. vivax identificados no Brasil. Com
relagdo a T. evansi e T. theileri, as reagdes de PCR realizadas nao resultaram na
amplificagdo dos fragmentos-alvo esperados em nenhuma das amostras
analisadas.

A anadlise filogenética baseada no gene CatlL-like de T. vivax, utilizando
sequéncias de isolados da América do Sul e da Africa recuperadas do Genbank,
revelou que as sequéncias obtidas no presente estudo (PV133905 e PV668565)
agruparam-se fortemente com outras sequéncias do Brasil, incluindo isolados de
caprino da Bahia (PQ317121) e de ovino do semiarido nordestino (KR822729).
Além disso, observou-se estreita relacdo com isolados de bovino (PQ374182) e
bufalo do estado do Maranhao (OR339796) (Figura 6).
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Figura 6 - Relagdes filogenéticas entre sequéncias de T. vivax baseadas no
gene catepsina L-like. Arvore filogenética inferida utilizando os métodos de
Maxima Verossimilnanga e Neighbor Joining, com o modelo Kimura 2
parametros. As sequéncias detectadas no presente estudo estdo
destacadas com um asterisco (*). Os circulos coloridos indicam isolados do
Brasil. Os numeros nos nos correspondem a valores bootstrap superiores a
35%, acessados com 1.000 réplicas. T. b. rhodesiense, T. equiperdum e T.

evansi foram utilizados como grupo externo.
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5.4 Analise dos fatores de risco

Os testes estatisticos demonstraram associacdes estatisticamente

significativas entre a infecgao por T. vivax e as seguintes variaveis epidemiolégicas:
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espécie animal, aquisi¢ao recente de animais, assisténcia veterinaria, infraestrutura
da propriedade e tipo de alojamento (Tabela 5).

Comparando as espécies, os caprinos exibiram maior suscetibilidade a
infeccdo por T. vivax do que os ovinos (OR = 0,12; IC95%: 0,06 — 0,24; p < 0,0001),
ou seja, os ovinos apresentaram menor chance de infecgao por T. vivax em relagao
aos caprinos (OR = 0,12), indicando que a espécie ovina se comporta como um
fator de prote¢ao no contexto estudado.

A introducédo recente de animais no rebanho foi identificada como um fator
de risco relevante. Animais de propriedades que realizaram aquisi¢des de novos
animais recentemente apresentaram uma chance 3,32 vezes maior de estarem
infectados por T. vivax em comparagdo as que nao realizaram aquisi¢des (OR =
3,32; 1C95%: 1,70 — 6,48; p = 0,0003).

A assisténcia veterinaria mostrou-se um fator de protecdo, uma vez que
rebanhos com acompanhamento veterinario tiveram menor frequéncia de animais
positivos (OR = 0,43; 1C95%: 0,22 — 0,83; p = 0,0102).

A infraestrutura da propriedade mostrou associagdo significativa com a
ocorréncia da infecgdo. Propriedades com sistemas de producao tecnificados
registraram menor probabilidade de animais infectados (OR = 0,34; 1C95%: 0,17—
0,67; p = 0,0014), configurando-se como um fator de protegéao.

Além disso, o tipo de alojamento também influenciou o risco de infecgéo,
onde animais mantidos em apriscos de chao batido apresentaram maior chance de
infeccdo em comparagao aqueles alojados em estruturas suspensas (OR = 2,64;
IC95%: 1,08 — 6,45; p = 0,0281).

Em relacdo ao periodo climatico, a andlise estatistica ndo revelou
associagao significativa com as amostras soro-reagentes (Tabela 5), ou seja, o
periodo do ano em que foram colhidas as amostras nao influenciou na soro-

reatividade dos animais.
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Tabela 5 — Testes de associacao (Qui-quadrado e Exato de Fisher) entre variaveis
independentes e a infecgao por Trypanosoma vivax determinada por ELISAem uma
populagao de pequenos ruminantes no estado do Maranhao.

Positivo/ Negativo/ OR
- H 0, 0, -
Variavel Categoria Exposto %o Exposto % Valordep (lower
upper)
Aquisicso recente ™ 21/77 27.27 56/77 72.73 oy 332070
de animais N3o 220217 10.14 195/217 89.86 6.48)
Assisténcia Sim 21/194 10.82 1731194 89.18 o 043022
veterinaria N3o 22/100 22.00 78/100 78.00 0.83)
Colegio de dgua  S™ 30/186 16.13 156/186 83.87 s 141070
no entormno N3o 13/108 12.04 95/108 87.96 2.83)
Caprina 30/84 35.71 54/84 64.29
Espécie animal <0.0001* 8';‘2‘)(0'06‘
Ovina 13/210 6.19 197/210 93.81 :
6 meses a 1 ano 6/51 11.76 45/51 88.24
dade 0.5248 ;.gg)(o.m—
Acima de 1 ano 37/243 15.23 206/243 84.77 :
Outros animais na SIM 38/256 14.84 2181256 85.16 - 115 (042
propriedade Nzo 5/38 13.16 33/38 86.84 3.13)
Chuvoso 19/138 13.77 119/138 86.23
Periodo climatico 0.6955 ;.13)(0.59—
Seco 24/156 15.38 132/156 84.62 :
Ecirutura da Tecnificada 15/168 8.93 153/168 91.07 oo 034017
propriedade Nao tecnificada 28/126 2222 98/126 77.78 0.67)
Macho 33/216 15.28 183/216 84.72
Sexo 0.5986 ?'?i)(o'%‘
Femea 10178 12.82 68/78 87.18 :
Intensivo 5/26 19.23 21126 80.77
Sistema de criag&o 0.4864 ?_gg)(o_zs_
Semi-intensivo 38/268 14.18 230/268 85.82 :
Aprisco suspenso 35/266 13.16 231/266 86.84 2.64 (1.08—
Tipo de instalagéo Aorisco de chao 0.0281* 6.45) ’
P 8/28 28.57 20/28 71.43 :

batido

* valor estatisticamente significativo (<0,05).
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6. DISCUSSAO

A tripanossomose animal representa um importante problema na
agropecuaria, notadamente devido as significativas perdas econdmicas associadas
(FAO, 2015). Embora a espécie bovina seja a mais frequentemente relatada, tanto
na Africa quanto na América Latina — especialmente no Brasil — os caprinos e ovinos
também s&o afetados (Fetene et al., 2021).

Na América do Sul, ainda sao escassos os estudos sobre a infec¢gao natural
ou exposigao desses pequenos ruminantes aos tripanossomas, deixando lacunas
no entendimento de seu real papel epidemiolégico. No Brasil, os relatos disponiveis
concentram-se principalmente no semiarido nordestino, sob a forma de surtos
(Batista et al., 2009, 2022; Galiza et al., 2011). Neste estudo, foram analisadas
amostras sanguineas de caprinos e ovinos em propriedades rurais do estado do
Maranhao, regidao Nordeste do Brasil, com o objetivo de detectar a presencga de
tripanossomas (7. vivax, T. evansie T. theileri) em pequenos ruminantes. Os
resultados encontrados adicionam dados relevantes ao cenario brasileiro,
contribuindo para um panorama mais amplo da epidemiologia dos tripanossomas
em caprinos e ovinos.

A andlise dos esfregagos sanguineos nao revelou a presenga de formas
tripomastigotas, mesmo nas amostras de animais positivos pela analise molecular.
Esses achados estdo em consonancia com observagdes prévias, como as de
Batista et al. (2009), que, mesmo durante um surto de tripanossomose no semiarido
brasileiro, relataram animais positivos na PCR, mas negativos em exames
parasitologicos, inclusive no buffy coat (BCT), técnica mais sensivel que o
esfregaco sanguineo.

Uma das particularidades das infecgbes por tripanossomas, principalmente
os salivares como T. vivax, € a flutuacdo da parasitemia, decorrente de
mecanismos de evasao do sistema imune, como a variagcado antigénica (Horn,
2014), e da afinidade do parasita por tecidos e fluidos corporais (Whitelaw et al.,
1988; Silva Pereira et al., 2019). Enquanto infec¢gdes agudas apresentam alta
parasitemia, nas crénicas ela é reduzida e irregular, podendo ser indetectavel em
casos subclinicos (Desquesnes et al., 2022a).

Em pequenos ruminantes, a tendéncia € que a infecgao por T. vivax evolua

para um estagio subclinico, com quantidades minimas do parasita na circulagao
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periférica, dificultando sua detec¢do em amostras sanguineas por métodos
parasitologicos (Batista et al., 2009). Isto reforga, portanto, de acordo com (Andrade
Neto et al., 2019; Alcindo et al., 2022) as limitagdes do esfregago sanguineo como
meétodo diagnostico unico em estudos epidemioldgicos de tripanossomose,
especialmente em fases cronicas ou subclinicas.

A exposicao dos pequenos ruminantes ao T. vivax foi avaliada por ELISA e
obteve-se 14,62% de animais reagentes, indicando contato prévio dessa populagéo
com o parasita. Até onde se sabe, trata-se da primeira investigagdo soroldgica
contra T. vivax em pequenos ruminantes naturalmente infectados no Brasil. A
literatura sobre a deteccdo soroldgica desse parasita em caprinos e ovinos na
América Latina, em geral, ainda é escassa e justifica a comparacéo restrita aos dois
trabalhos a seguir, ambos realizados com a espécie ovina.

A frequéncia de soropositivos observada neste estudo apresenta valores
intermediarios. Na Guiana, Vokaty et al. (1993) observaram e ovinos soropositivos
na RIFI, em uma populagéo de animais assintomaticos, valor inferior ao encontrado
no Maranh&o. Por outro lado, na Nicaragua, Mora-Sanchez e Castro-Rodriguez
(2015) relataram uma taxa de soropositividade de 85% em ovinos sintomaticos
utilizando a mesma técnica. Essa diferenga pode estar relacionada a fatores como
a densidade vetorial das regides, a frequéncia de introdu¢cdo de novos animais, a
coinfeccdo com outros agentes e manejo sanitario dos rebanhos. Além disso,
diferencas de sensibilidade e especificidade entre os tipos de testes diagndsticos
(RIFI e ELISA), podem contribuir para a variagao nas frequéncias observadas entre
os estudos.

A distribuicdo geografica dos animais soropositivos, abrangendo nove das
14 propriedades analisadas, evidencia a circulagdo do parasita em diferentes
municipios do estado do Maranh&o. Além disso, a presenca de animais soro-
reagentes sugere ampla exposi¢cao dessa populagcdo ao parasita, 0 que corrobora
a hipbtese de que a espécie T. vivax esta disseminada pelo territério maranhense.
Esses dados complementam registros anteriores da presenga de T. vivax em outras
espécies hospedeiras no estado, como bovinos nos municipios de Itapecuru-Mirim
(Guerra et al., 2008), Pedreiras (Melo et al., 2011) e Timon (Pereira et al., 2018),
além de bufalos no municipio de Viana, também na regido da Baixada Maranhense

(Serra et al., 2024). Este ultimo, detectou 79,31% dos bubalinos com anticorpos
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anti-T. vivax e 76,72% das amostras apresentaram reagdes positivas no teste
imunocromatografico.

A introducédo recente de animais no rebanho foi identificada como um fator
de risco relevante na infecgdo por T. vivax nos pequenos ruminantes, indicando
que a incorporagao de novos individuos pode facilitar a entrada e propagacao do
parasita. De fato, a aquisigdo e a troca de animais sao praticas frequentes na
caprinovinocultura do Maranhao (Alves et al., 2017b; Castro et al., 2021). Essa
dindmica comercial contribui para a circulagdo de agentes infecciosos,
principalmente quando os individuos infectados, mas assintomaticos, ndo sao
previamente testados (Dagnachew; Bezie, 2015a; Teixeira et al., 2015). Além disso,
alguns produtores transportam seus animais para outros municipios a fim de
participarem de eventos agropecuarios, muitas vezes sem qualquer controle
sanitario, 0 que aumenta a exposi¢cao aos agentes patogénicos.

Estudos realizados em bovinos no Brasil corroboram a associagéao
encontrada no presente estudo, evidenciando que a aquisicdo de animais sem
exames prévios pode introduzir T. vivax em rebanhos originalmente livres da
infeccao (Batista et al., 2018; Andrade Neto et al., 2019). Um caso notavel ocorreu
no estado de Goias, onde um surto foi diretamente associado a incorporagao de
matrizes bovinas adquiridas em leildes interestaduais (Bastos et al., 2017; 2020).
Além disso, ha dados soroldgicos do Nordeste brasileiro descritos por Batista et al.
(2018), onde 88,1% dos bovinos positivos para T. vivax foram associados
estatisticamente a introducéo recente de animais nos rebanhos.

Tais evidéncias, quando consideradas em conjunto, reforgam a necessidade
de implementacdo de protocolos sanitarios, particularmente a quarentena
sistematica e a triagem sorolégica de animais introduzidos, configurando uma
medida epidemiolégica fundamental para contencdo da transmissao de T. vivax.
Paralelamente, destaca-se a imperativa necessidade de capacitacdo técnico-
cientifica dos produtores rurais, pois o conhecimento e a adesao a esses protocolos
sao essenciais para o controle efetivo da infeccao pelo parasita, especialmente em
regides com constante movimentag&o animal.

O sistema de defesa agropecuaria do Maranhdo, alinhado ao sistema
nacional, conta com programas sanitarios para bovinos, caprinos, ovinos, entre
outros animais (AGED, 2013). Contudo, as diretrizes e critérios estabelecidos para

transito intermunicipal para as referidas espécies sao direcionados principalmente
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para doencas como a febre aftosa. Nesse sentido, considerando os dados prévios
de infecgao por T. vivax em bovinos, bufalos, caprinos e ovinos no estado, sugere-
se a inclusdo urgente da tripanossomose nas estratégias de controle sanitario
estadual e interestadual.

A assisténcia veterinaria mostrou-se um fator de protecdo, uma vez que
rebanhos com acompanhamento veterinario tiveram menor frequéncia de animais
positivos. Em consonancia com esses dados, no estudo de Weny et al. (2017) com
bovinos e caprinos, os animais tiveram aproximadamente treze vezes mais
probabilidade de estarem infectados por tripanossomas em propriedades que nao
prestavam cuidados veterinarios a seus animais do que naquelas que o faziam
rotineiramente. De fato, a assisténcia médico-veterinaria desempenha um papel
crucial no gerenciamento da exposi¢cao ao T. vivax, pois os profissionais podem
atuar na implementacdo de medidas preventivas, diagnosticando infec¢des
precocemente e fornecendo tratamentos eficazes

A frequéncia de pequenos ruminantes soro-reagentes foi significativamente
maior em caprinos do que em ovinos. Esse achado pode refletir diferengas na
suscetibilidade entre as espécies, embora sejam comumente criados de forma
conjunta e sob as mesmas condigcbes de manejo nutricional e zootécnico. De
acordo com estudos experimentais, a resposta imune contra T. vivax em ovinos
tende a ser mais variavel e pode levar a imunossupressido, enquanto caprinos
mostram uma resposta de anticorpos mais intensa e consistente (Vos; Gardiner,
1990; Ramirez-Barrios et al., 2014). Isso sugere que caprinos podem ter um
mecanismo imunoldgico mais eficaz contra o parasita em comparagao com ovinos,
o que facilita a deteccao de anticorpos.

Em relacdo ao manejo das criagbes, as propriedades com sistemas
tecnificados registraram menor propor¢cdo de animais infectados. Esse fato era
esperado, uma vez que uma melhor infraestrutura se correlaciona com a menor
prevaléncia de doencas parasitarias e infecciosas, como visto em fazendas maiores
com melhor manejo (Gutiérrez et al., 2024). De acordo com Kalwani (2023),
sistemas mais tecnificados tendem a reduzir o estresse dos caprinos e ovinos,
melhorando sua resposta imunologica e diminuindo a suscetibilidade as infecgdes.
Vale ressaltar que produtores com maior acesso a recursos financeiros e
conhecimento técnico investem mais em infraestrutura e saude animal, ao passo

que Nuvey et al. (2020) demonstram que pequenos produtores com limitagdes
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econbmicas e educacionais frequentemente enfrentam maiores desafios no
controle e prevencao de doengas nos animais.

A analise estatistica demonstrou que os animais mantidos em apriscos de
chéo batido tiveram maior chance de infecgdo em comparagao aos alojados em
estruturas suspensas. Isto pode ser explicado pelo fato de que os apriscos de chéo
batido favorecem a proliferagcdo de moscas devido ao acumulo de matéria organica
contendo residuos de fezes e urina dos animais, aumentando o risco de infecgao.
Por outro lado, apriscos suspensos minimizam esse risco ao dificultar o
desenvolvimento dos vetores. Essa relagdo esta alinhada com estudos que
associam melhorias no manejo de instalagdes a redugao de doencgas transmitidas
por vetores em ruminantes (Baldacchino et al., 2013; Desquesnes et al., 2013).
Contudo, ndo ha como confirmar esta correlacdo no caso do presente estudo, uma
vez que nao se conhece ainda a real dinamica de transmissao do T. vivax no estado
do Maranhé&o.

Era esperado que periodo climatico pudesse influenciar na ocorréncia de T.
vivax nos animais estudados, no entanto, nossos dados n&o resultaram em
associagao estatisticamente significativa entre a soropositividade e as estagbes
seca ou chuvosa. Esse achado contrasta com estudos prévios que apontam a
estacdo climatica como um fator determinante na epidemiologia da
tripanossomose.

Na literatura, o periodo de chuvas é frequentemente associado a maior
transmissao de T. vivax, principalmente devido ao aumento da populacdo de
vetores primarios, como as moscas tabanideas (Silva, 2006), uma vez que o
ambiente umido favorece a proliferacdo desses insetos, elevando as taxas de
infecgao. Por outro lado, surtos durante a estagcao seca também foram relatados,
sugerindo a participagao de vetores alternativos, como H. irritans, que podem
manter a transmissao mesmo em condi¢cdes menos favoraveis (Cadioli et al., 2011).
Outro aspecto a ser considerado é que, de acordo com Al-Dawood, (2017) e
Mascarenhas et al. (2023), no periodo seco os animais ficam submetidos a fatores
estressantes como calor e baixa disponibilidade de alimentos e agua, o que resulta
em diminuigdo imunidade natural, tornando-os mais suscetiveis a doengas.
Estudos como o de Batista et al. (2011) destacam que o periodo chuvoso tende a
apresentar maior prevaléncia e morbidade por T. vivax no Brasil, reforcando a

relagcdo entre clima umido e transmissao ativa. Contudo, resultados divergentes
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foram observados por Rodrigues et al. (2015), que reportaram maior prevaléncia
em asininos errantes durante a estagao seca (15,5%) comparada a chuvosa (1,1%),
indicando que a dindmica de transmissao pode variar conforme a regido, espécie
animal e condi¢des locais. Ademais, a presencga de bovinos, também hospedeiros
do parasita, convivendo com 0s pequenos ruminantes estudados, constitui outro
elemento importante. Essa interface entre espécies pode manter o parasita em
circulacdo continua no rebanho, sustentando a transmissdo mesmo durante
periodos tradicionalmente considerados menos favoraveis a atividade dos vetores.

Neste estudo, a andlise molecular por PCR detectou 0,68% (2/294) dos
pequenos ruminantes amostrados, um valor significativamente menor do que os
relatados em pesquisas anteriores realizadas no Nordeste brasileiro. E importante
destacar que esses estudos, como os de Batista et al. (2022), no Rio Grande do
Norte, e Galiza et al. (2011), na Paraiba, foram conduzidos durante surtos ativos
de tripanossomose, com relatos de sinais clinicos graves como abortos e alta
parasitemia. Em contraste, nossa pesquisa foi realizada por conveniéncia, sem a
ocorréncia de surtos declarados na regiao estudada, o que pode explicar a menor
frequéncia observada. Horn (2014) também descreve outro aspecto importante
relacionado a baixa taxa de positividade molecular podendo ser atribuida a baixa
parasitemia tipica das infec¢des cronicas.

Conforme observado em estudos anteriores, na andlise filogenética
realizada com sequéncias do gene CatlL-like do presente estudo, os isolados
brasileiros mostraram maior proximidade genética com aqueles provenientes do
oeste africano, reforgcando a hipétese de origem comum (Nakayima et al., 2013;
Rodrigues et al., 2015; Serra et al., 2024). A topologia da arvore filogenética
mostrou uma estreita relacdo entre as sequéncias de caprinos obtidas neste estudo
com isolados de caprinos e ovinos do Brasil, além de isolados de bovino e bubalino
no estado do Maranhdao. O agrupamento filogenético encontrado adiciona
inferéncias na epidemiologia de T. vivax no estado, suportando a hipotese da
circulagdo cruzada do mesmo gendtipo do parasita entre diferentes espécies de
ruminantes domésticos na regido. Ademais, essa pouca variagao genética
observada pode facilitar o controle sanitario se medidas sanitarias forem aplicadas

de forma integrada nas criagées de ruminantes.
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As amostras positivas por PCR eram de municipios distintos, mas ambas
eram de cabras adultas com baixo escore corporal, ndo parasitadas por carrapatos,
sendo que uma delas apresentava mucosas hipocoradas. A cabra positiva do
municipio de Sdo Bento era criada em ambiente insalubre, caracterizado pela
presenca de esgoto a céu aberto e acumulo de matéria organica, além da
convivéncia com aves domeésticas e um asinino.

O outro caso positivo, proveniente de Itapecuru-Mirim, apresenta relevancia
epidemiologica significativa, considerando o histérico do municipio onde Guerra et
al. (2008) haviam relatado anteriormente um caso de T. vivax em um bezerro com
manifestacdes clinicas incluindo anemia, palidez de mucosa e fraqueza. Durante
nossa visita, foi observado que a maioria dos animais no aprisco aparentavam
desidratacido acentuada, mucosas palidas e escore corporal muito baixo. A
presenca de diarreia e intensa infestacdo por carrapatos em varios animais,
somada a auséncia de assisténcia veterinaria e controle parasitario, configuravam
um cenario de alta vulnerabilidade sanitaria.

De fato, as mas condigbes de manejo nas produgdes pecuarias sdo um fator
determinante para o surgimento e disseminag¢ao de doencas (Costa et al., 2011).
Especialmente no caso da tripanossomose, as infecgdes subclinicas podem ser
reativadas por coinfec¢des e por estresse nutricional ou fisico (Desquesnes, 2004,
Batista et al., 2009). Infere-se, portanto, que as cabras positivas deste estudo,
possivelmente, estavam imunossuprimidas devido as condigdes precarias de
criagao, o que pode ter facilitado a persisténcia do parasita na corrente sanguinea.

Para além dos fatores sanitarios e de condi¢ao individual dos animais, as
condicbes ambientais dos municipios de Sado Bento e Pinheiro, localizados na
Baixada Maranhense, configuram um cenario altamente favoravel a manutencao e
proliferacdo dos vetores mecanicos de T. vivax. De acordo com Araujo et al. (2019),
a regidao da Baixada Maranhense apresenta uma complexa rede de ecossistemas
interconectados, compreendendo manguezais, extensas formagdes de babaguais,
campos inundaveis e um sistema lacustre em forma de “rosario”, complementado
por matas ciliares que margeiam os cursos d'agua.

Essa composicdo ambiental proporciona condigdes ideais para o
estabelecimento de tabanideos, incluindo espécies como Tabanus importunus e
Tabanus nebulosus, amplamente documentadas no estado do Maranh&o (Limeira-

de-Oliveira, 2003), além de H. irritans (Silva et al., 2023). Estudos sugerem que
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estas espécies atuam como vetores mecanicos de T. vivax em bovinos em diversas
regides da América do Sul (Otte; Abuabara, 1991; Otte et al., 1994), inclusive em
ecossistemas umidos como o Pantanal brasileiro (Martins et al., 2008a). A
disponibilidade de agua abundante nas bacias lacustres da Baixada Maranhense
durante os meses de janeiro a julho mantém a umidade necessaria para o ciclo de
vida desses insetos.

As amostras positivas na analise molecular também foram reagentes na
sorologia. A concordancia entre os testes nas duas amostras positivas por PCR
demonstra que o ELISA pode ser uma boa ferramenta de triagem, embora nao seja
capaz de distinguir infec¢des ativas de exposi¢coes passadas. Ressalta-se também
que houve disparidade entre os resultados sorolégicos e moleculares, com maior
numero de positivos no ELISA, sugerindo um cenario de exposi¢do dos animais ao
parasita, onde muitos desenvolveram resposta imunologica, mas mantém baixas
parasitemias, abaixo do limite de detecg¢do da PCR.

Vale destacar que o percentual de positivos na PCR encontrado em nosso
estudo (0,68%) poderia potencialmente ser maior se tivéssemos empregado uma
técnica ainda mais sensivel, como a LAMP. No estudo de Cadioli et al. (2015), a
LAMP demonstrou uma taxa de deteccdo de T. vivax, em bovinos
significativamente maior de 95,24% (20 de 21 amostras positivas) em comparagao
com a PCR, que detectou 66,67% (14 de 21 amostras positivas). Essa diferenca é
especialmente importante em infecgdes crénicas ou subclinicas, sobretudo nos
casos de animais soro-reagentes e negativos na analise molecular. Portanto,
embora nossos dados indiqguem uma frequéncia relativamente baixa no ensaio
molecular, a comparagao com estudos prévias que utilizaram técnicas mais
sensiveis sugere que a real magnitude da infecgao pelo tripanossoma na regiao
possa estar subestimada. Dessa forma, estudos futuros utilizando métodos como a
LAMP seriam valiosos para confirmar essa hipétese.

Nao houve deteccédo de T. evansi nos caprinos e ovinos amostrados neste
estudo. A maioria dos dados da literatura revelam um padrdo de menor
suscetibilidade dos pequenos ruminantes a infecgdo por T. evansi quando
comparados a outros hospedeiros. Reitera-se o que fato da escassez dos relatos
com tripanossomas em pequenos ruminantes na América Latina, portanto serdo
considerados achados dos continentes africano e asiatico para efeitos de

comparagao. No caso de T. evansi, permite-se essa analogia, uma vez que, até
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onde se sabe, em qualquer lugar onde ocorra esta espécie, a forma de transmissao
se da de forma mecanica.

Birhanu et al. (2015) relataram prevaléncias de 2,2% em ovinos e 3,8% em
caprinos na Etidpia, valores significativamente inferiores aos observados em
camelos e bovinos na mesma regidao. Esta tendéncia foi confirmada por Ereqat et
al. (2020) na Palestina, que encontraram taxas de infecgéo de 4% em ovinos e 13%
em caprinos. Entretanto, no Egito, Ata et al., 2024 registraram um padrao distinto,
com maior porcentagem de infecgdo em ovinos e auséncia em caprinos, enquanto
bufalos e asininos apresentaram taxas intermediarias.

No contexto brasileiro, assim como em nosso estudo, Herrera et al. (2004)
também né&o detectaram a infecgdo em ovinos no Pantanal, uma regido endémica
onde T. evansi € comumente encontrado em equideos e canideos selvagens. Isso
sugere que mesmo em areas de alta prevaléncia em outras espécies, 0s pequenos
ruminantes podem permanecer livres da infecgcdo. Por fim, as variagbes
encontradas na literatura revelam aspectos peculiares ainda nao esclarecidos
acerca da epidemiologia de T. evansi em cada area geografica, considerando o
contexto ecoldgico, presenca de reservatorios e suscetibilidade ou adaptagao das
especies de hospedeiros.

No Maranhao, embora Sousa et al. (2025) tenham confirmado a ocorréncia
do parasita em equinos (33,49% de animais soro-reagentes e 1,00% de
positividade por PCR), nossos resultados demonstram que esta presenca nao se
traduz em infecgao significativa em caprinos e ovinos no estado. Contudo, também
nao se pode inferir que os animais do presente estudo nao tiveram contato com T.
evansi, uma vez que nao foi realizado ensaio soroldégico que evidenciasse essa
exposicao.

Assim como para T. evansi, também n&o houve animais positivos para T.
theileri. Este ultimo é reconhecidamente um parasita com alta afinidade por
bovinos, sendo considerado um tripanossoma de baixa ou nenhuma
patogenicidade (Rodrigues et al., 2005; Oldrieve, 2022). No Brasil, estudos indicam
taxas de prevaléncias variaveis em bovinos, com relatos no estado de Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul, Rondénia, Para e Rio Grande do Sul (Amaral et al., 2022,
Brum et al., 2012; Da Silveira et al., 1984; Nunes et al., 1983; Pacheco et al., 2018;
Rodrigues et al., 2010a; Garcia et al., 2011), destacando sua ampla presenga nos

rebanhos.
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Além disso, estudos filogenéticos demonstram que T. theileri pertence a um
clado monofilético associado a artiodactilos, com marcada especificidade por
bovinos (Rodrigues et al., 2005). Dessa maneira, a n&o detecgdo observada neste
estudo pode refletir uma real auséncia de adaptagdo do parasita a hospedeiros
alternativos, tais como os pequenos ruminantes. A auséncia de relatos prévios
dessa espécie em caprinos e ovinos no Brasil e os relatos escassos no mundo

corroboram essa hipotese.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que caprinos e
ovinos nos municipios avaliados no estado do Maranhdo estdo expostos a infecgao
pela espécie T. vivax. A sorologia empregada indicou esta exposi¢cao e a analise
molecular confirmou a presenca do material genético de T. vivax. Este é o primeiro
estudo que detectou a espécie T. vivax em pequenos ruminantes no estado do
Maranhdo e o primeiro a realizar investigagdo soroldgica contra esse parasita
nesses hospedeiros no Brasil. Considerando que nao foram identificados T. evansi
e T. theileri, infere-se que esses agentes podem nao representar, atualmente, um
problema na populacéo analisada.

Conclui-se, também, que caprinos apresentam maior exposicdo do que
ovinos no contexto estudado, dadas as frequéncias de soro-reagentes e
positividade molecular para essa espécie. Além disso, fatores relacionados as
praticas de manejo, como animais mantidos em aprisco de chao batido,
propriedades néo tecnificadas, auséncia de assisténcia veterinaria e aquisicdo de
novos animais tiveram forte associagcado estatistica com a infecgao T. vivax. Por
outro lado, o periodo climatico nao influenciou na presengca de animais soro-
reagentes ao parasita.

Esse conjunto de dados sugerem que T. vivax circula, talvez
silenciosamente, entre pequenos ruminantes na regidao estudada. Portanto, é
premente que haja monitoramento da tripanossomose por T. vivax em rebanhos
caprinos e ovinos no Maranhao, visando a implementacdo de medidas sanitarias
adequadas para o controle da doenca. Por fim, ressalta-se que estudos futuros sao
necessarios para avaliar tanto a dindmica de transmissao de T. vivax no estado, a
presenca de vetores mecanicos competentes, quanto o real papel epidemioldgico

dos pequenos ruminantes na tripanossomose animal.
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ANEXO 2

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP/CESC/UEMA)

=ity UEMA - CENTRO DE ESTUDOS
SUPERIORES DE CAXIAS DA W“\o
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO asil
MARANHAO - CESC/UEMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deteccdo de parasitas do género Trypanosoma em pequenos ruminantes e artrépodes
de trés mesorregides do estado do Maranhao

Pesquisador: THALIANE FRANCA COSTA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 59151622.6.0000.5554

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO MARANHAO -
FAPEMA

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5489.143

Apresentagao do Projeto:
O projeto de pesquisa cujo titulo Detecgdo de parasitas do género Trypanosoma em pequenos ruminantes e
artrépodes de trés mesorregides do estado do Maranhdo, n° de CAAE 59151622.6.0000.5554 e
Pesquisador(a) responsavel THALIANE FRANCA COSTA. Trata-se de um estudo descritivo e quantitativo
dos dados.
O cenario da realizagdo desse estudo serd composto por 40 propriedades de 3 (trés) regides
maranhenses (Sdo Bento e Itapecuru-mirim, Pedreiras e Timon)
Os participantes desta pesquisa serdo 40 proprietarios de propriedades rurais destas localidades.
Os critérios de inclusd@o da pesquisa sdo: proprietarios rurais que criem caprinos e-ou ovinos, maiores de
18 anos e alfabetizados.
Serdo excluidos do estudo: quem n&o for o proprietario, analfabeto e menor de 18 anos
Coleta Dados sera realizada com o auxilio de um questionario socio-demografico e do perfil

epidemioldgico.
Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
- Determinar a ocorréncia de protozoarios do género Trypanosoma sp. em pequenos ruminantes e

Enderego: Rua Quinhinha Pires, 746 ramal 6382

Bairro: Centro CEP: 65.600-000
UF: MA Municipio: CAXIAS
Telefone: (98)2016-8175 E-mail: cepe@cesc.uema.br
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Continuagéo do Parecer: 5.489.143

artrépodes de trés mesorregides do estado do Maranhao.

Objetivos Secundarios:

* Verificar a presenca de formas tripomastigotas de Trypanosoma sp. por meio de técnicas de deteccdo
direta em amostras sanguineas de pequenos ruminantes em diferentes regies do Maranh3o.

« Detectar material genético de Trypanosoma sp. em amostras sanguineas de pequenos ruminantes, e de
ectoparasitas e dipteros de diferentes regides do Maranhio.

+ Discriminar espécies de Trypanosoma sp. a partir de material genético detectado em amostras sanguineas
de caprinos e ovinos e em artrépodes.

« |dentificar fatores de risco associados a positividade dos animais

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos para os participantes da pesquisa aparecem tanto no projeto de pesquisa quanto no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e ainda de maneira completa:

-Quebra de sigilo; divulgacdo de dados pessoais e/ou da propriedade; aborrecimento ao responder as
perguntas.

Quanto aos Beneficios da Pesquisa, foram apresentados para os participantes da pesquisa, para ciéncia,
a sociedade ou para a pesquisa cientifica, os quais:

-Realizagdo de exames diagnosticos da tripanossomiase no(s) animal(is), sendo os resultados
disponibilizados para o conhecimento do tutor.
Contribuigdo voluntaria e indireta para a producéo de conhecimento cientifico

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante, apresenta interesse publico e o(a) pesquisador(a) responsavel tem experiéncias
adequadas para a realizagao do projeto.

A metodologia é consistente e descreve os procedimentos para realizagio da coleta e analise dos dados.

O protocolo de pesquisa nao apresenta conflitos éticos estabelecidos na Resolugdo n° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os Termos de Apresentagdo obrigatéria tais como Termos de Consentimento e/ou Assentimento, Oficio de
Encaminhamento ao CEP, Autorizag¢do Institucional, Utilizagdo de Dados, bem como os Riscos e Beneficios
da pesquisa estédo claramente expostos e coerentes com a natureza e formato

Endereco: Rua Quinhinha Pires, 746 ramal 6382

Bairro: Centro CEP: 65.600-000
UF: MA Municipio: CAXIAS
Telefone: (98)2016-8175 E-mail: cepe@cesc uema. br
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Continuacéo do Parecer: 5.489.143

da pesquisa em questao.

Recomendacoes:

QO (A) parecerista ndo expds nenhuma recomendagdo

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

oty UEMA - CENTRO DE ESTUDOS
SUPERIORES DE CAXIAS DA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
MARANHAO - CESC/UEMA

g

mo

O projeto estd APROVADO e pronto para iniciar a coleta de dados e as demais etapas referentes ao

mesmo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 18/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1889578.pdf 10:13:23
Orcamento ORCAMENTO.pdf 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito

10:11:38 | COSTA
Qutros Oficio_Para_Encaminhamento_ProjetoC| 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito
EP.pdf 10:09:36 | COSTA
TCLE / Termos de |TCLE.pdf 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito
Assentimento / 10:09:02 |COSTA
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de Declaracac_de_Pesquisadores.pdf 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito
Pesquisadores 10:08:18 |COSTA
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP.pdf 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito
Brochura 10:06:34 |COSTA
Investigador
Cronograma CRONOGRAMA.pdf 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito
10:04:02 | COSTA
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_CEP pdf 18/05/2022 | THALIANE FRANCA | Aceito
10:00:58 |COSTA
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Ndo
Enderego: Rua Quinhinha Pires, 746 ramal 6382
Bairro: Centro CEP: 65.600-000
UF: MA Municipio: CAXIAS
Telefone: (98)2016-8175 E-mail: cepe@cesc uema br
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) produtor (a),

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar da pesquisa intitulada "Detecgao de
Trypanosoma sp. em pequenos ruminantes e artropodes de trés mesorregides do
estado do Maranhao", sob responsabilidade das pesquisadoras Profa. Dra. Andrea
Pereira da Costa e doutoranda Thaliane Franca Costa, do Programa de Pds-graduagao
em Ciéncia Animal, da Universidade Estadual do Maranh&o. Este estudo tem como
objetivo verificar a ocorréncia de um protozoario que afeta a produgéo de caprinos e
ovinos, a fim de conhecer a situacdo da tripanossomiase em pequenos ruminantes
destas regides.

Sua participacdo € voluntaria e consiste em responder a um formulario
epidemioldgico; permitir a instalacdo de armadilhas no terreno da sua propriedade, para
captura de moscas, e; autorizar a colheita de sangue dos caprinos e ovinos de sua
propriedade. Sua participagao tera como beneficio a realizagdo de exames diagnosticos
da tipanossomose no(s) seu(s) animal(is), sendo os resultados disponibilizados para seu
conhecimento. Ainda, vocé contribuira indiretamente para a producédo de conhecimento
cientifico.

Vocé nao tera nenhuma despesa e nao recebera nenhuma remuneragao. Os
resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade nao sera
divulgada, sendo guardada em sigilo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

Eu, , declaro
que fui devidamente informado(a) sobre os objetivos e procedimentos do projeto de
pesquisa de responsabilidade das pesquisadoras Profa. Dra. Andréa Pereira da Costa e
doutoranda Thaliane Franga Costa e sobre a importancia da minha colaboracéo. Por isto,
consinto em participar desta pesquisa, sabendo que nao terei nenhum gasto e
remuneracgao.

Data: /

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel
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APENDICE 2

FORMULARIO Data: I

DADOS DA PROPRIEDADE
Nome: ID:

Municipio:
GPS:
Referéncia:

N° de animais amostrados: (___) Caprinos (___ ) Ovinos Per. climatico: ( ) Chuvoso ( )
Seco
Armadilhamento (redes): ()

. ASPECTOS PESSOAIS (Produtor)

1. Nome: 2. Idade: 3. Género: ()
M ()F

4. Escolaridade:

() Analfabeto () Fundamental incompleto () Fund. Completo ( ) Médio
incompleto

( ) Médio completo ( ) Superior incompleto ( ) Superior completo

ASPECTOS DA ZOOSANITARIOS E AMBIENTAIS

1. Tipo de propriedade: ( ) Tecnificada ( ) Nao tecnificada

2. Quantidade de animais: (___) Caprinos  (___ ) Ovinos

3. Outras espécies: ( ) Bovinos ( )Equideos ( )Porcos ( ) Aves domésticas
Outros:

4. Tipo de criagao dos caprinos e ovinos: () Extensivo () Semi-extensivo ()
Intensivo

5. Criacado conjunta: () Sim () Né&o

6. Finalidade de exploragao: ( )Leite () Carne

7. Tipo de instalagédo: ( ) Chdo ( ) Suspensa

8. Alimentagdo: ( )Pasto ( ) Concentrado

9. Aquisigado dos animais: () Sim () Nao

10.Assisténcia técnica-veterinaria: () Sim () Nao

11.Controle de vermifugacdo: ( )Sim ( )Né&o

12.Compartilhamento de agulhas/seringas: ( ) Sim () N&o

13.Histérico de doengas nos animais:

14.Histérico de aborto: ( ) Sim ( ) Néo Espécie(s) envolvida(s):

Ha quanto tempo:
15. Area periférica: () Mata/vegetagcdo ( )Rios ( )Acudes ( ) Campos alagados
16. Presenga de moscas: ( ) Sim () Nao

OBSERVACOES:
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APENDICE 3

FICHA DE IDENTIFICACAO INDIVIDUAL () Caprino ( ) Ovino Data: /[
ID. amostra: ID. Propriedade: Sexo:( )M ( )F Idade:
Raca: Pelagem: Aptidao: ( ) Leite ( ) Carne

Score corporal: ( ) Caquético ( )Magro ( )Normal ( ) Gordo

Estado geral:

Mucosas: () normocoradas () hipocoradas () hipercoradas

Historico de doencas:

Presenca de ectoparasitas: () Sim

( ) Nao
OBSERVACOES:
FICHA DE IDENTIFICACAO INDIVIDUAL () Caprino ( ) Ovino Data: /| |/
ID. amostra: ID. Propriedade: Sexo:( )M ( )F Idade:
Raca: Pelagem: Aptidao: ( ) Leite ( ) Carne

Score corporal: ( ) Caquético ( )Magro ( )Normal ( ) Gordo

Estado geral:

Mucosas: () normocoradas () hipocoradas () hipercoradas

Histdrico de doencgas:

Presenca de ectoparasitas: () Sim

( ) Nao

OBSERVACOES:
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