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RESUMO

Tripanossomiase € uma doenga causada por um grupo de protozodrios patogénicos do género
Trypanosoma spp., que possui larga distribui¢io e importancia econdmica mundial. A doenca
€ caracterizada pelo aparecimento intermitente de parasitos no sangue dos individuos infectados
e anemia. Os animais afetados apresentam redugdo de peso e diminuicdo da produtividade. No
Brasil, pouco se sabe a respeito da epidemiologia de Trypanosoma evansi e T. vivax em Equus
asinus tornando escassos os estudos acerca da avaliagdo soroldgica e molecular do protozodrio
nesses animais da ilha de Sdo Luis. O objetivo desta pesquisa foi verificar a ocorréncia de
agentes causadores de tripanossomiase em uma populacao de jumentos (Equus asinus) e burros
(Equus cabalus) da ilha de Sao Luis do Maranhao por meio de deteccdo direta, com esfregacos
sanguineos e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O trabalho foi executado nos municipios
da Regido Metropolitana de Sdo Luis (Sdo Luis, Raposa, Paco do Lumiar e Sdo José de
Ribamar). Foram amostrados aleatoriamente jumentos e burros dos quatro municipios,
totalizando 100 animais. Os resultados obtidos desta pesquisa serviram como base para
ampliacdo dos conhecimentos cientificos e epidemioldgico das tripanossomiases pertencentes
a Regido Metropolitana de Sdo Luis, Maranhdo. A pesquisa contribuiu para outros estudos
acerca de tripanossomiases em Equus asinus e Equus caballus e em outros animais que também
podem servir como reservatérios da doenca. Contribuindo para os dados epidemiolégicos do
estado, visto que agora sabe-se que os equideos da amostragem ndo possuiam a doenga. Sendo

necessarios novos estudos a cerca do Trypanosoma.

Palavras-chave: Trypanosoma evansi, Trypanosoma vivax, Equus asinus, Equus caballus

Maranhio



ABSTRACT

Trypanosomiasis is a disease caused by a group of pathogenic protozoa of the genus
Trypanosoma spp., which has a wide distribution and worldwide economic importance. The
disease is characterized by the intermittent appearance of parasites in the blood of infected
individuals and anemia. Affected animals show reduced weight and decreased productivity. In
Brazil, little is known about the epidemiology of Trypanosoma evansi and T. vivax in Equus
asinus, making studies on the serological and molecular evaluation of the protozoan in these
animals on the island of S@o Luis scarce. cause of trypanosomiasis in a population of donkeys
(Equus asinus) and donkeys (Equus cabalus) from the island of Sdo Luis do Maranhao through
direct detection, with blood smears and Polymerase Chain Reaction (PCR). The work was
carried out in the municipalities of the Metropolitan Region of Sao Luis (Sdo Luis, Raposa,
Paco do Lumiar and Sao José de Ribamar). Donkeys and donkeys from the four municipalities
were randomly sampled, totaling 100 animals. The results obtained from this research served
as a basis for expanding the scientific and epidemiological knowledge of trypanosomiasis
belonging to the Metropolitan Region of Sao Luis, Maranhdo. The research contributed to other
studies on trypanosomiasis in Equus asinus and Equus caballus and in other animals that can
also serve as reservoirs of the disease. Contributing to the state's epidemiological data, as it is

now known that part of the equines on the island of Sdo Luis have no prevalence for the disease.

Keywords: Trypanosoma evansi, Trypanosoma vivax, Equus asinus, Equus caballus

Maranhio.
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1 INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae corresponde a um agrupamento monofilético de parasitas
obrigatérios de alta prevaléncia, distribuicdo geogriafica e nichos ecoldgicos, grande
diversidade de hospedeiros, sendo importante para o interesse médico veterindrio. Ao passo
que, como representam organismos eucariotos unicelulares ancestrais, sdo de grande
importancia para os estudos acerca da evolucao desse grupo. (TEIXEIRA et al., 2011). Sendo
constituida por um grupo de 9 géneros de tripanossomatideos, sendo eles: Blastocrithidia,
Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas, e Rynchoidomonas, representante dos parasitas
monogénicos de insetos; Endotrypanum, Leishmania, e Trypanossoma, que sao representantes
dos protozodarios heteroxénicos, que possuem ciclo bioldgico alternativo entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados; Além disso, os géneros Wallaceina e Sergeia foram propostos por
Podlipaev (2001) e Svobodova et al., (2007), como constituintes dos protozodrios monoxenicos
de insetos, bem como os géneros Angomonas e Strigomonas, como endosimbiontes bacterianos.
(TEIXEIRA et al., 2011).

A familia Trypanosomatidae possui ampla prevaléncia, distribui¢do geogréfica e nichos
ecoldgicos além de extensa diversidade de hospedeiros, representando um grupo monofilético
de parasitas obrigatdrios. Os tripanossomas sdo parasitas hemoflagelados que fazem parte do
reino Protista, filo Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, superclasse Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Cinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e género Trypanosoma
(HOARE, 1972).

O género Trypanossoma compreende a espécies classificadas como parasitas
heteroxénicos. Sao parasitas de grande diversidade de hospedeiros com grande distribui¢do
mundial. Vdrios sdo os fatores que contribuem para a distribuicdo, diversidade e densidade dos
vetores e hospedeiros, dessa maneira regulando as interacdes com os tripanossomas.
Originalmente 7. vivax e T. evansi sdo oriundos da Africa, acometendo a espécie bovina,
bubalina, ovina, caprina, equina e suina. (PEREZ, 2012).

As tripanossomoses sao doengas que possuem ampla distribui¢do cosmopolita e de grande
importincia econdmica na Africa, em 4reas ocupadas pelo seu vetor biolgico, a mosca tsé-tsé
(BATISTA et al. 2008).

De modo geral, os hemoflagelados pertencem a familia Trypanosomatidae, e de acordo
com a forma de transmissao podem ser classificados em duas sec¢Oes: Salivaria e Stercoraria.
Na sec¢do Salivaria s@o OS tripanossomas transmitidos por meio das glandulas salivares

(inoculativa), e na Stercoraria os tripanossomas transmitidos através das fezes dos insetos



16

vetores (contaminativa). Existindo ainda uma subdivisdo da secdo salivaria em 4 subgéneros
(Dutonella, Pycnomonas, Nannomonas e Trypanozoon) bem como a se¢cdo Stercoraria em 3
subgéneros (Herpetosoma, Megatrypanum e Schizotrypanum) (HOARE 1972; LOSOS, 1986).
Trypanosoma vivax € uma das principais espécies transmitidas por moscas tsé-tsé, que possui
impacto negativo na satde e produtividade de animais de interesse econdmico. A importancia
no estudo dessa espécie € primordial, por ser a unica das trés espécies de tripanossomas de
importincia em ungulados na Africa (7. vivax, T. brucei, T. congonlense). O parasita saiu desse
continente, adquirindo novos hospedeiros e meio de transmissao por auséncia do vetor natural
(MOLOO et al., 2000) se distribuindo com €xito no continente americano. Este possui grande
diversidade entre os hospedeiros ungulados (HOARE, 1972, DHOLLANDER et al., 2006;
PINCHBECK et al.,2008; DUFFY et al.,2009), introduzidos nas Américas provavelmente nas
importacdes.

No Brasil, 7. vivax foi diagndstico na regido amazonica (1972) no Estado do Parad. A
deteccdo do parasita ocorreu em esfregacos sanguineos de um bufalo- aquatico, com histérico
de febre e perda de peso (SHAW & LAINSON, 1972). No ano de 2002, o primeiro surto de
tripanossomiase foi descrito no Semidrido brasileiro, sendo caracterizado pelas altas taxas de
morbidade, mortalidade e perdas econdmicas (BATISTA et al., 2007).

No Brasil, o 7. evansi foi observado na Ilha de Marajd, entre 1827 e 1830, onde teve
inicio epizootias graves entre os equinos da regido. A doenca se espalhou da Ilha de Maraj6
pela América do Sul, estendendo-se pelo Brasil, Guiana, Bolivia, Venezuela e Colémbia
(HOARE, 1972).

Trypanosoma evansi nao possui apenas a maior diversidade de hospedeiros vertebrados,
como também a maior distribuicdo geografica entre os tripanossomas patogénicos, com
presenca na Europa, Asia, Oriente Médio, Américas Central e do Sul, além da Africa. A ampla
distribuicdo geogrifica e a diversidade de hospedeiros de 7. evansi, juntamente com as
caracteristicas da doenga nos animais infectados, mostram a extrema necessidade da realizacao
de estudos epidemioldgicos para compreensdo da dindmica e da estrutura populacional, além
da diversidade das populacdes desse parasita, assim como determinar seus reservatorios.
(PEREZ, 2012).

A doenca causada por Trypanosoma evansi afeta principalmente equinos. A prevaléncia
varia com a regido (HERRERA et al.,, 2004, HOARE, 1972). Pode ser transmitida
mecanicamente através de insetos hematofagos das familias Tabanidea e Stomoxidae e por

morcegos hematéfagos (HOARE, 1972).
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Desse modo, o estudo realizado teve como objetivo identificar a presenca do 7. vivax e
T. evansi em esfregaco sanguineo e a deteccdo molecular do DNA desses parasitas em sangue

de equideos na Ilha de Sao Luis.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de agentes causadores de tripanossomiase em uma populacdo de

jumentos e burros (Equus asinus) na ilha de Sdo Luis do Maranhdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a presenca de Trypanosoma evansi e T. vivax em jumentos e burros (Equus asinus
em esfregacos sanguineos corados pelo método de Giemsa;
e Detectar a presenca do DNA de Trypanosoma evansi e T. vivax em amostras de sangue dos

jumentos e burros pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase;



19

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Trypanosoma vivax E Trypanosoma evansi

Trypanosoma Vivax é considerado um hemoprotozodrio eucaridtico, dotado de
flagelos. Pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e subgénero
Duttonella (HOARE, 1972). E uma das principais espécies transmitidas pelas moscas tsé-tsé,
causando um grande impacto negativo na sadde e produtividade dos animais de importancia
econdmica na Africa. O estudo a respeito dessa espécie é fundamental por se tratar de ser uma
das unicas das trés espécies de tripanossomas que conferem importancia em ungulados na
Africa (T. vivax, T. brucei brucei, T. congonlense). O parasita € mais frequente encontrado no
sangue de equideos oriundos da Africa (HOARE, 1972, DHOLLANDER et al, 2006;
PINCHEBECK et al, 2008; DUFFY et al., 2009).

Trypanosoma vivax € um organismo unicelular, eucarioto, com nucleo grande e central,
cinetoplasto grande, e flagelo livre (HOARE, 1972). O nicleo e estruturas sdo bem visiveis, o
que o torna muito importante para o diagndstico, contribuindo na identificacdo em esfregagos
sanguineos (HOARE, 1972).

Trypanosoma evansi faz parte no subgénero Trypanozoon, bem como outras espécies
muito relacionadas 7. b. gambiense, T. b. rhodesiense, T. Brucei brucei e T. equiperdum
(HOARE, 1972). Essas espécies representam um grupo de parasitas que sao indistinguiveis
quanto aos aspectos morfologicos, embora representem diferentes importancias
epidemioldgicas, com ampla distribuicio geografica e preferéncias de hospedeiros,
mecanismos de transmissao e patogenicidade (GODFREY et al., 1990).

Na observacado de amostras de sangue fresco, é possivel perceber que 7. evansi possui
as caracteristicas de parasitas Trypanozoon delgados, sendo esses: tamanho pequeno, em
comparagdo com Trypanosoma theileri, porém grande em comparagao com 7. congolense, bem
como a extremidade posterior delgada, flagelo livre, movimentos ativos, mas com a capacidade
de obter deslocamentos limitados no microscépio campo, além de ter membrana ondulante
altamente visivel.

Em esfregaco corado com Giemsa, pode ser observado que 7. evansi é descrito como
um parasita tripomastigota fino monomorfico. Comparado com 7. brucei, possui um formato
mais delgado com flagelo livre longo e extremidade posterior delgada com cinetoplasto

pequeno subterminal, além de possuir outras formas intermedidrias com flagelo livre mais curto
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e com a extremidade posterior com cinetoplasto quase terminal) e bastante polimoérfico, com
aspecto inconsistente. (HOARE, 1972).

Este subgénero representa espécies de cardter patogéncicas para o homem e para outros
animais domésticos e silvestres, sendo responsdveis por determinadas doencas conhecidas
como Naga em bovinos (7. b. Brucei), doenca do sono em humanos (7. b. Gambiense, T. b.
rhodesiense), Surra ou Mal de cadeiras em mamiferos domésticos e silvestres (7. evansi) e
Durina em equinos (7. equiperdum) (HOARE, 1972). Exceto T. evansi e T. equiperdum, as
espécies causadoras de tripanossomas desse subgénero, possuem mecanismo de trasnmissao

por meio ciclico, através das moscas tsé-tsé na Africa, onde sdo muito difundidos.

3.2 TRANSMISSAO

T. vivax, possui como habitat natural a Africa tropical, com prevaléncia na drea de
distribuicdo da mosca tsé-tsé (Glossina spp.) (HOARE, 1972; SILVA et al., 1999). No
continente africano 7. vivax distribui-se em boa parte da regido, sendo disseminado pelo vetor,
a mosca tsé-tsé. O vetor atua como transmissor, na regido do Oeste da Africa, possui bastante
patogenicidade, principalmente em bovinos (BATISTA et al., 2008).

Os estudos de T. vivax em burros africanos sao principalmente da Etidpia, que € o lar de
cerca de 6 milhdes de burros, com poucos relatos da Gambia, Quénia, Suddo e Burkina Faso,
onde a tripanossomose € um grande constrangimento para a produ¢ao animal em ambas as dreas
infestadas e livres de tsé-tsé (Glossina spp.). Nesses paises, o T. vivax causa infecc¢oes leves ou
sem sintomas nos burros, enquanto o gado pode desenvolver doencas debilitantes
(DHOLLANDER et al., 2006, PINCHBECK et al., 2008, EYOB et al., 2011, DAGNACHEW
et al., 2014).

A transmissao de 7. evansi ocorre de forma mecanica por moscas hematéfagas. O
vetor nao se desenvolve de forma ciclica, os tripanosomas ficam alocados na probdscide. Mais
comumente, os vetores fazem parte do género Tabanus, no entanto insetos que pertencem aos
géneros Stomoxys, Haematopota e Lyperosia também podem atuar na transmisdo. Diante disso,
como principal vetor do T. evansi, tem-se o Tabanus importunus (mutuca). Outro aspecto
importante, € que na América Central e do Sul, o morcego hematéfago Desmodus rotundus,
pode participar na transmissdo, atuando com importante vetor, visto que os parasitas podem se

desenvolver e se replicar, dessa maneira sobrevivendo por um longo tempo. Concluindo que,
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os morcegos hematéfagos podem participar na transmissdo, tanto como vetores € também como

reservatorios. (TECSA, 2021).

Diferente do que ocorre na transmissao ciclica, (podendo ser tdo longa quanto o tempo
de vida do vetor) a capacidade de transmissdo de 7. evansi de forma mecanica, ocorre por um
pequeno periodo de tempo (em minutos) e estd diretamente relacionada com a permanéncia e

sobrevivéncia dos parasitas na peca bucal do vetor (TECSA, 2021).

E comum encontrar a doencga em hospedeiros como camelos, cavalos, burros, bovinos,
zebuinos, caprinos, suinos, caes, bufalos, elefantes, capivaras, coatis, antas, veados e pequenos
roedores silvestres. Até certo tempo acreditava- se que o homem era refratirio ao 7. evansi,
porém, houve ocorréncia na India do primeiro caso em humanos. Dessa forma, transformando-
se em uma doenca de cardter zoondtico, de grande importincia na satide publica.
(VANHOLLEBEKE et al., 2006).

O grau de evolugao da infeccdo por T. evansi pode variar desde o nivel agudo com alta
mortalidade em animais susceptiveis como cavalos e cdes (SILVA et al., 1995; DOS ANJOS
et al., 2007), até doencgas crOnicas com a presenga de sinais de distirbios motores e fraqueza
aparente, que demonstra os graus da evolucdo da tripanossomiase (HORCHNER et al., 1983;
MONZON et al., 1984; RODRIGUES et al., 2005; ZANETTE et al., 2008; BERLIN et al.,
2009).

3.3 CICLO BIOLOGICO DO Trypanosoma vivax E Trypanosoma evansi

Sao distribuidos em duas sec¢des: a Seccdo Salivaria possui como vetor bioldgico os
dipteros do género Glossina (mosca tsé-tsé), possuindo distribui¢do numa ampla regido da
Africa subsaariana, com grupos de espécies associadas aos diversos ecétopos da regido.
(PEREZ, 2012). Os tripanossomas dessa seccio, sdo altamente patogénicos para pessoas e
animais domésticos e estdo distribuidos em quatro subgéneros: Trypanozoon (7. brucei, T.
evansi, T. equiperdum), Nannomonas (T. congolense, T. simiae), Duttonella (7. vivax) e
Pycnomonas (7. suis) (CONNOR et al., 2004).

A Secc¢do Stercoraria € formada pelos subgéneros Schizotrypanum, Herpetosomae
Megatrypanum, sendo as espécies-tipo: 7. cruzi, T. lewisi e T. theileri, para cada um dos
subgéneros, respectivamente (HOARE, 1964, HOARE, 1972).

O ciclo bioldgico do T. vivax corresponde a dois hospedeiros, que sdo considerados

parasitas digenéticos. Os vetores na América do Sul diferenciam-se da mosca tsé-tsé pois nao
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apresentam capacidade de desenvolvimento ciclico. O hospedeiro definitivo é o animal
vertebrado, que geralmente sio os mamiferos ungulados (OSORIO et al., 2008), visto que
variados invertebrados sdo hospedeiros intermedidrios (SILVA et al., 2002). Na América
Latina, hospedeiros invertebrados atuam na transmissdo do parasita por meio de moscas
hematdéfagas dos géneros Tabanus spp. (mutuca) e Stomoxys spp. (mosca dos estdbulos), sem a
ocorréncia de desenvolvimento ciclico nesses insetos (SILVA et al., 2002; DESQUESNES,
2004).

Os animais infectados com 7. vivax podem desenvolver uma forma aguda ou cronica da
doenca. Na forma aguda, a morte pode ocorrer em até 5 semanas e os sinais clinicos apresentam-
se por febre, letargia, fraqueza, anemia, perda da condi¢do corporal, lacrimejamento, edema
subcutineo ventral, epistaxe e disenteria. Nos casos cronicos, observa-se anemia e emaciagao
progressiva. Abortos também podem ocorrer (LOSOS et al., 1972; SILVA et al., 1999;
DAVILA et al., 2000). Em geral, as infec¢des em equinos resultam em uma forma leve e cronica
da doenca, caracterizada por baixa mortalidade. Andlises moleculares t€m indicado jumentos
como reservatorios assintomadticos deste parasita (RODRIGUES et al., 2015).

Quando as formas infectantes (tripomastigotas), sdo inoculadas nos hospedeiros
definitivos por meio da picada das moscas hematdfagas, e atingem a corrente sanguinea,
multiplicam-se por divisao bindria (GARDINER, 1989; SILVA et al., 2002).

A evolucdo da infec¢do por 7. evansi varia na apresentacdo da doenca pela forma aguda
com alta mortalidade em animais susceptiveis como cavalos e caes (SILVA et al., 1995;
FRANCISCO, 2007), at¢é mesmo na forma cronica sendo observado o quadro clinico por
distirbios motores e fraqueza progressiva (HORCHNER et al., 1983; MONZON et al., 1984;
RODRIGUES et al., 2005; 2009; ZANETTE et al., 2008; BERLIN et al., 2009) em grande parte
dos animais de interesse econdmico (LUCKINS, 1988).

Os sintomas ocasionados pela 7. evansi, apresentam-se através de uma rapida perda de
peso, febre intermitente, edema dos membros pélvicos e das partes baixas do corpo, cegueira
(COLPO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2005), alteracdes hemostaticas (COLPO et al., 2005)
e fraqueza progressiva (LEVINE, 1973).

Um dos principais sintomas observados € a anemia de natureza hemolitica (HABILA et
al., 2012) resultante da eritrofagocitose no bago, figado, pulmdes, nédulos linfaticos, medula
Ossea e na circulagdo sanguinea. Estdgios cronicos sdo caracterizados por mucosas palidas,
nodulos linfaticos superficiais intumescidos, incoordenacdo motora e paralisia dos membros

posteriores (ZANETTE et al., 2008). Os animais afetados tendem a morrer em semanas ou
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poucos meses, portanto a doenga assume importincia veterindria € econdmica no ambito da
criacdo de equinos (HABILA et al., 2012).

A forma cronica da doenca € caracterizada por alteracdes reprodutivas, pela perda
generalizada da condi¢do corporal, neuropatia, supressdo do sistema imune, anemia, chegando
até a morte, podendo afetar animais domésticos e silvestres, com considerdveis alteracdes
histopatologicas (DAMAYANTI et al., 1994; HOLLAND et al., 2001; CORTEZ et al., 2009).

Contudo, alguns fatores inerentes ao parasita e hospedeiros e também quanto ao manejo
animal, interferem diretamente na severidade das apresentacdes das formas clinicas da doenga,

bem parecido com o descrito na tripanossomiase por 7. vivax.

3.4 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A patogenia de T. vivax é muito varidvel e abrangente, até mesmo na Africa. As
manifestagcdes clinicas possuem diferencas entre as populacdes do agente da costa leste e oeste,
onde levam um quadro cronico. Alguns autores relacionam o maior potencial patogénico ao
serodema da costa oeste, pois deu origem a populacio inicial do agente para a América do Sul.
(PAIVA et al, 1997).

Quantos aos sinais clinicos relacionados ao agente sdo: febre, anemia, inapeténcia,
fraqueza progressiva, emaciagdo, aborto, sindromes hemorrdgicas e morte (WOO, 1970;
SOLTYS& WOO, 1978; PEREIRA & ABREU, 1978; GARDINER et alii 1989; KIMETO alii,
1990, MAIKAIJE et alii 1991; VALLI, 1993). LOSOS & IKEDE (1972). De acordo com as
caracteristicas e sinais clinicos atribuidos pelas tripanosomiases, infec¢des secunddrias podem
ocorrer tornando o diagndstico um pouco mais dificil.

Quanto a T. evansi, a sintomatologia caracteriza-se por caquexia € anemia. Durante
esse momento de apresentagdo clinica pode ter o aparecimento de emagrecimento progressivo,
bem como letargia, incoordenacio, instabilidade dos membros pélvicos, e atrofia musculares
dos membros pélvicos, assim como dificuldade para levantar, fraqueza muscular, palidez das
mucosas, ictericia, edema subcutdneo e abortamento. Durante a fase aguda da doencga, os
animais podem apresentar o emagrecimento progressivo podendo até nao se recuperar. Os

poucos animais que sobrevivem podem permanecer em mau estado corporal (RODRIGUES,

2006).

3.5 METODOS DE DIAGNOSTICO
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O diagnostico das tripanossomiases pode ser realizado por meio de diferentes métodos
parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares (CONNOR et al., 2004). Os métodos diagndsticos
parasitolégicos mais frequentemente utilizados sao os esfregacos corados pelo Giemsa (ECQG),
esfregacos sanguineos timidos (ESU), método de concentragdo de Strout (MCS), método do
micro hematdcrito ou método de Woo (HCT), método da capa flogistica (MCF) e inoculacao
em camundongos (SILVA et al., 1999).

Para o diagnéstico molecular a técnica de escolha € a reacao em cadeia da polimerase
(PCR) (SILVA et al., 2002). Essa técnica tem sido muito utilizada, por ser sensivel e especifica,
o que permite detectar animais infectados com baixa parasitemia (HERRERA et al., 2004).

O diagnostico definitivo de 7. vivax pode ser realizado através de exames diretos, por
meio da técnica microhematdcrito (WOO, 1970), a técnica buffy coat (TBC) (MURRAY, 1977)
onde € possivel fazer a confirmacdo das formas tripomastigotas do parasito em esfregacos
sanguineos. De acordo Woo (1970), a técnica de microhematécrito (MHCT), € um método de
rotina muito utilizado, visto que possui execucdo muito simples, sendo possivel identificar até
mesmo no microtubo do hematdcrito.

A realizacdo do exame direto de um material fresco tem como resultado uma baixa
sensibilidade. No entanto, em algumas ocasides ndo € possivel a confirmacdo da espécie do
parasita baseado na morfologia e motilidade do mesmo (DESQUESNES, 2004). Quanto a outra
técnica direta, a Buffy coat (BCT), possui algumas vantagens em comparacdo a técnicas
convencionais, que consiste em colocar uma camada leucocitdria de esfregaco sanguineo e
posteriormente sendo visualizado pelo microscépio (MURRAY, 1977; DESQUESNES e
TRESSE, 1996; MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE et al., 2006).

Por outro lado, também sao realizados exames indiretos, entre estes, ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) e RIFI (Reacdao de Imunofluorescéncia Indireta) os quais
possibilitam a observacdo de titulos de anticorpos anti-7. vivax (MADRUGA et al., 2006,
AQUINO et al., 2010).

O método molecular, possui como objetivo a identificacdo de um segmento de DNA
permitindo a realizagdo do diagndstico espécie-especifico de infeccdes ativas por
Trypanossoma, visto que, depois da morte do parasito, hd a livre circulacio de DNA no
hospedeiro, perdurando por até no méaximo dois dias (DESQUESNES, 2004). Isso influencia
na identificagdo, caracterizagdo e diagnéstico das mais variadas espécies de Trypanosoma

(DESQUESNES e DAVILA, 2002). Entre as técnicas moleculares tem-se a PCR para a
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identificacdo do DNA de T. vivax e T. evansi (VENTURA et al., 2001, DESQUESNES e
DAVILA, 2002).

A técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) possui a finalidade de detec¢ao
do DNA do parasito, sendo utilizado em uma enorme variedade de amostras bioldgicas, tanto
nas espécies domésticas, como nas silvestres e de animais de produ¢do (BENVENGA, 2013;
BRASIL, 2011; ASSIS et al., 2010; MANNA et al., 2004.) Através de alguns estudos, foi
possivel avaliar a eficdcia da PCR em amostras de swabs conjuntivais, obtendo bons resultados
para cdes, gatos e equinos (LEITE et al., 2010; BARBOSA et al., 2012; BENASSI, 2015;
PEREIRA et al,. 2016).

A técnica da PCR, independentemente do tipo de amostra utilizada, apresenta alta
sensibilidade e especificidade; no entanto, é uma técnica complexa e laboriosa, ndo sendo

adequada para o uso a campo. (GONTIJO et al., 2003; IKONOMOPULOS et al., 2003).

3.6 EPIDEMIOLOGIA

No continente Americano, o primeiro relato de tripanossomiases por 7. vivax foi em um
gado da Guiana Francesaem 1919 (LEGER & VIENNE, 1919) e logo depois, houveram relatos
do parasita na Venezuela (1920), Ilha de Guadalupe e Martinica (1926 e 1929,
respectivamente), Panama (1941), Guiana (1952), no Pantanal da Bolivia (GONZALES et al.,
2007) e recentemente na Costa rica (OLIVEIRA et al., 2009).

A espécie alcancou as Américas possivelmente através das importagdes de bois oriundos
da Europa ha mais ou menos quatro séculos atras (JONES & DAVILA, 2001, OSORIO et al.,
2008). No novo continente, o parasita adapta-se ao meio de transmissao mecanico por insetos
hemat6fagos nessas regides, disseminando-se entre animais domésticos e silvestres que nao
foram previamente expostos ao patégeno.

A tripanossomiase causada por 7. vivax possui amplo desenvolvimento no Brasil, sendo
diagnosticada em vérios estados, como Tocantins, Paraiba, Maranhdo, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul (LINHARES et al., 2006; BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2009;
GALIZA et al., 2011; GUERRA et al., 2008; CARVALHO et al., 2008; SILVA et al., 2009).
No Rio Grande do Sul houve a primeira descri¢ao de 7. vivax em equinos no Brasil (SILVA et
al., 2011).

T. evansi e T. vivax sdo as Unicas espécies que possuem ampla distribuicao nas regides
fora da Africa, com hematdfagos e tabanideos da familia Muscidae (HOARE, 1972). Alguns

estudos realizados recentemente, a respeito do aspecto filogenético, confirmaram o surgimento
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de um grupo com todos os subgéneros de tripanossomas agrupados em um sO género
monofilético (STEVENS et al., 2001; HAMILTON et al., 2004; ADAMS et al., 2010a) sendo
constituido somente por tripanossomas africanos.

Possivelmente a entrada de 7. vivax e T. evansi nas Américas aconteceu por meio dos
animais trazidos da Africa por seus colonizadores europeus. Diante disso, ocorrendo a
disseminagdo, por conta da facil adaptacdo através da transmissdo mecéanica. Ambas, podem
ser encontradas na América Central e do Sul, sobre influéncia de fatores climaticos e de
densidade (JONES & DAVILA, 2001; OSORIO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

O primeiro relato de T vivax no Brasil, foi em um bifalo de 4gua proximo a Belém, Pard
(SHAW, LAISON, 1972). Tempos depois, o protozodrio foi novamente encontrado, mas em
ovinos e bovinos nos estados de Amap4 e Pard, por volta do final da década de 1970 (SERRA-
FREIRE, 1981). A doenga logo foi descrita no Pantanal do estado de Mato Grosso do Sul
(PAIVA et al., 1997), sendo esses surtos possivelmente relacionados com o aumento no
comércio de gado e deslocamento de animais e vetores entre as regides Norte e Centro-Oeste.
Ja no restante do continente os relatos sdo existentes em El Salvador, Equador, Peru e Paraguai
através de estudos sorolégicos (JONES & DAVILA, 2001; OSORIO et al., 2008).

Vale ressaltar que em se tratando da epidemiologia das tripanossomiases por 7. vivax o
fato de que animais domésticos oriundos de regides endémicas possuem capacidade de
protecdo, o que leva a ndo apresentacdo de sinais clinicos nos animais infectados ou uma
manifestacdo da doenca sem demonstrativo de risco para a saide animal. Que pode ser
explicado possivelmente, pela prévia exposi¢ao ao parasita, visto que animais de regides nao
endémicas possuem alta susceptibilidade a manifestacdo da doenca clinica de modo severo no
periodo de infec¢do primdria (BATISTA et al., 2007).

Contudo, existem fatores inerentes ao hospedeiro como raga, idade, sexo, prenhes,
estado nutricional, estresse de producio, infec¢des intercorrentes, bem como fatores ambientais
e dos fatores de manejo animal, vacina¢do, introdu¢do de animais de regides endémicas a
regides livres da doenga, sendo pontos de grande importancia epidemioldgica na prevaléncia e
na manifestacao clinica da doenca. (PEREZ, 2012)

Estudos epidemiolédgicos sugerem que o diagndstico de 7. vivax em animais domésticos
e silvestres ainda possui grandes barreiras, relacionada as parasitemias baixas nos animais
infectados a nivel cronico, influenciando no diagnéstico. Mesmo sendo realizado por métodos
parasitolégicos pouco sensiveis, que contribuem em avancos no diagndstico, € conhecimento

sobre os riscos de transmissao entre isolados da Africa e América do sul, ainda nao foi possivel
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desfazer essas barreiras (DICKIN & GIBSON, 1989; DIRIE et al., 1993; VENTURA et al.,
2001; CORTEZ et al., 2006; DUFFY et al., 2009; ADAMS et al., 2010a).

4 METODOLOGIA

4.1 AREA EXPERIMENTAL E ANIMAIS

O trabalho foi executado na ilha de Sao Luis no Estado Maranhdo, que correspondem
a: S@o Luis (coordenadas geograficas: Latitude: 2° 31' 51" Sul, Longitude: 44° 18' 24" QOeste),
Sao de José de Ribamar (coordenadas geograficas: Latitude: 2° 33' 47" Sul, Longitude: 44° 3'
45" Oeste), Pago do Lumiar (coordenadas geograficas: Latitude: 2° 31' 50" Sul, Longitude: 44°
6' 19" Oeste) e Raposa (coordenadas geogréficas: Latitude: 6° 31' 0" Sul, Longitude: 44° 10’
60" Oeste).

Figura 1 - Imagem representativa da regido metropolitana de Sdo Luis, Maranhao.

Alcantara|

Fonte: o imparcial (2017)

Como ndo existe determinagdo de prevaléncia de Trypanosoma nestes municipios, serd

pressuposto uma prevaléncia esperada de 50%, conforme Stevenson, 2005.
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O tamanho da amostra foi determinado através do método de amostragem aleatdria
sistemdtica, onde o nimero minimo de animais teve precisdo absoluta de 5% e intervalo de

confianca de 95%, como indicado pela férmula abaixo:

N =z (1 —Py) x Py
D2

Onde:
z = coeficiente de confianca (z = 1,96); n = tamanho da amostra; Py = prevaléncia esperada
(50%); d* = precisdo absoluta desejada (5%);

O projeto de pesquisa foi submetido 2 Comissdo de Etica e Experimentacio Animal
(CEEA) com o protocolo de N° 04/2021 na data de 02/03/2021 do Curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletados 10ml de sangue diretamente da veia jugular de 100 jumentos e burros,
machos e fémeas de qualquer idade. Os animais escolhidos para amostragem foram jumentos e
burros nascidos e criados nos municipios de Sao Luis, Sao José de Ribamar, Paco do Lumiar e
Raposa, os quais constituem a Ilha de Sao Luis. Foram amostrados aleatoriamente jumentos e
burros dos quatro municipios, totalizando 100 animais.

Foram colhidas amostras (cerca de 5ml) de sangue da veia jugular de cada animal,
utilizando material descartdvel, os quais foram acondicionados em tubos esterilizados contendo
anticoagulante universal EDTA, o sangue foi utilizado para realizacao de esfregacos sanguineos

finos corados para a possivel detec¢ido do protozodrio.

4.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR

4.3.1 Extragdo de DNA e PCR convencional para gene endogeno
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A extragdo do DNA do sangue total foi realizada com base no protocolo de isolamento
do DNA gendmico, conforme descrito por Kuramae-Izioka (1997). Para verificar a
contamina¢cdo da amostra, foi adicionada dgua autoclavada ultrapura de DNAse e RNAse
(Invitrogen®, Carlsbad, EUA), denominada controle de extracao, em cada bateria de extragao.
Cada DNA serd submetido a anélise espectrofotométrica (Nanodrop 2000®, Thermo Scientific,
EUA), obtendo suas concentragdes e razdes 260/280 e 260/230. Todas as amostras e controles
de extracdo foram submetidos a PCR para o gene enddgeno Citocromo b cyt bl:
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA cyt b2:
GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA. (STEUBER; ABDEL-RADY; CLAUSEN, 2005).
Os primers que amplificaram a regido V7/V8 do gene 16S SSU rRNA SSUS561F:
5’TGGGATAACAAAGGAGCA3’;  SSUS561R:  5°CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3’
~650pb (SANTOS, 2020).

4.3.2 PCR convencional para Trypanosoma sp

A PCR para o Trypanosoma sp, foi realizado usando iniciadores com base na sequéncia
de DNA do gene 16S SSU rRNA SSU561F: 5"’TGGGATAACAAAGGAGCA3’; SSUS61R:
5’CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3’ =650pb conforme descrito por Santos 2020, que
amplificaram a regido V7/V8 do gene 16S SSU. Todos os ensaios de PCR serdo conduzidos
em termociclador (T100TM Termal Cycler, Bio Rad, EUA). Os amplicons foram vizualizados
em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio. A imagem do gel foi obtida usando o
sistema de imagem ChemiDocTM MP (Bio-Rad). Os padroes de tamanho de DNA (GeneRuler
50 bp DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA) foram incorporados no
gel.
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5 RESULTADO E DISCUSSOES

A partir da observagdo das amostras de sangue realizado por esfregaco sanguineo, dos
burros e jumentos provenientes da Ilha de Sdo Luis, Maranhdo mostrou que os animais nao
estdo infectados por Trypanosoma vivax e evansi na localidade.

Com base no que foi dito por Radostits et al. (2002), a observagao direta por esfregaco
sanguineo é comumente realizada ainda no estdgio inicial da doenca, onde ocorre o pico da
parasitemia, sendo possivel visualizar o agente etiolégico. O que poderia explicar a ndo
observacgdo dos parasitas na lamina.

Nesse estudo utilizou-se o método de estudo direto pela técnica por esfregaco sanguineo
com objetivo de observar a presenca de ambos os parasitas. A qual nos permitiu observar a
auséncia do parasita em todas as laminas confeccionadas.

Em animais com a infec¢do, a identificacio dos parasitas estudados ocorre com a
visualizacdo dos parasitas por meio dos esfregacos sanguineos corados pelo método Giemsa,
que na maioria das vezes apresenta melhores resultados (OIE, 2004). Durante a fase aguda, a
deteccao direta pode ser feita por meio de observacgao de esfregacos sanguineos. (HINCHCLIFF
et al., 2004).

Apesar de ndo ter sido diagnosticado a presenca de nenhum animal com a
Trypanosomiase, de acordo com Gaunt 2000, a anemia é um dos sinais mais comuns que pode
ser encontrado nas infec¢des por 7. evansi. Em nosso trabalho observou-se clinicamente a
presenca de alguns animais aparentemente anémicos € com baixo peso corporal, e também se
observou a presen¢a de moscas nos animais, entretanto ndo foi possivel a coleta desses vetores.

Quando os animais apresentam a infec¢ao de forma aguda, estd relacionada ao mecanismo
imunomediados (DONELSON et al., 1998) bem como, na fase cronica, pode relacionar-se
também com a defici€ncia da eritropoiese (JAIN, 1993). Ainda de acordo com o autor, a anemia
€ de origem hemolitica em decorréncia da eritrofagocitose que ocorre em 6rgdos como baco,
figado, pulmdes, nodos linfaticos, medula éssea e circulagdo sanguinea.

Foram realizadas coletas de burros e jumentos, totalizando 100 animais. No momento
das coletas, em muitos casos foi possivel notar o peso corpéreo do animal, alguns com a
presenca de ectoparasitas. De acordo com Pérez (2012), Trypanosoma evansi € uma espécie
patogénica que infecta uma gama de espécies hospedeiras pelo mundo, sendo transmitidos
mecanicamente por moscas hematéfagas. E por relatos de muitos proprietarios, muitos animais

estavam anémicos. Frazer e Simonds (1909), afirmam que, a sintomatologia de T. evansi é
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caracterizada por rdpida perda de peso, e variados graus de anemia, bem como, febre

intermitente, edema dos membros pélvicos e das partes baixas do corpo e fraqueza progressiva

(Levine 1973).

Tabela 1 - Distribuicdo de animais na Ilha de Sao Luis.

Animais Sexo
Espécie n M F
Jumentos 86 46 40
Burros 14 9 5
Total 100 55 45

Com base no que afirma Silva et al (2002), o diagnédstico das tripanossomiases é
realizado por diversos métodos, sendo eles: o parasitolégico, sorolégico e molecular. Entre
essas técnicas, tem-se o aspirado de linfonodos, esfregaco sanguineo, técnica de observagao do
tubo de micro-hematdcrito, testes soroldgicos, (MONZON , 1993), e diagndsticos moleculares.

Quanto ao diagndstico molecular, a técnica de predilecao é a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (SILVA et al.,, 2002). A PCR ¢ bastante utilizada, por ser sensivel e
especifica, permitindo identificar os animais infectados até mesmo em grau de baixa
parasitemia (HERRERA et al., 2004). Em contrapartida, animais que realizaram quimioterapia
podem demonstrar falsos negativo nessa técnica (AQUINO et al., 1999).

Em nosso estudo, as andlises de 100 amostras de sangue de animais avaliados, pela
técnica de PCR, mostraram que nenhum dos animais (jumentos e burros) amostrados da Ilha de

Sado Luis, Maranhio, estavam infectados com a doencga.

Tabela 2 - Tabela da quantidade de animais por municipio.

PCR
Municipios Amostras A t
Testadas Mmostras %
reagentes
Sao Luis 60 16,67%
Raposa 16 6,67%
Pago do Lumiar 14 10,00%
S4o José de Ribamar 10 23.33%

Total 100 100,00 %
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Na primeira etapa do processamento das amostras, foi realizada a PCR para o gene
enddgeno, para certificacdo de qualidade das etapas anteriores executadas. Primeiramente, foi
realizada a PCR com 57 amostras, onde observou-se através da eletroforese em gel, que todas
as amostras estavam positivas, mostrando que anteriormente tudo foi realizado de forma

correta.

Figura 2 - Imagem das amostras positivas para o gene enddgeno.

Na segunda etapa do processamento das amostras, foi realizada a PCR para o gene
enddgeno novamente, porem com as 43 amostras restantes e foi possivel notar que 9 amostras
deram negativo, podendo evidenciar algum erro nas etapas anteriores de processamento,

incluindo até mesmo desde a coleta.

Figura 3 - Imagem das amostras negativas para o gene endégeno.

Na PCR para deteccao do Trypanosma, mostrou-se todos os animais negativos para a
doenca. Caracterizando a nao ocorréncia de 7. vivax e T. evansi nos jumentos e burros da Ilha
de Sdo Luis, Maranhdo. De acordo com Silva et al, 2002 os surtos decorrentes de 7. evansi em

animais de producao no Brasil costumam ocorrer em regides de clima quente. Em comparagdo
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a um estudo realizado no estado do Rio Grande do Sul, boa parte dos casos ocorreram no verao,
(CONRADO et al., 2005; MORAES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2005; ZANETTE et al.,
2008) sendo justificado pelo alto nimero de insetos hematéfagos durante esse periodo. Dessa
maneira, ocorre a dissemina¢do mais facil entre os animais do flagelado.

Corroborando aos nossos estudos, o fator clima pode ser um dos motivos relacionados
a0 ndo parasitismo dos animais, visto que boa parte das coletas foram realizadas ainda durante

0 inverno.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho observou-se que nenhum dos animais estudados na Ilha de Sdo Luis, Maranhéo,
foram positivos para Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi. Sendo necessdrio a continuidade
de novas pesquisas para podermos afirmar se os parasitas circulam nos animais da espécie equidea

na Ilha de Sao Luis.
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