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RESUMO

Tripanossomiase é o nome dado as doencas causadas por um grupo de
protozoarios pertencentes ao género Trypanosoma. A tripanossomiase bovina é
considerada uma doenga com grande importancia econdmica principalmente
pelas perdas econdmicas provocadas na pecuaria. Na América do Sul,
Trypanosoma vivax é o agente etioldgico mais importante para os bovinos. O
objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de Trypanosoma vivax e
Trypanosoma theileri em vacas leiteiras de um rebanho localizado em Serranos,
municipio de Minas Gerais. Coletou-se amostras de sangue de 185 animais para
diagnostico molecular através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
diagnéstico parasitologico utilizando meio de cultura constituido por uma fase
liquida de meio LIT e por uma fase solida BAB para Trypanosoma spp. Todas as
amostras de sangue foram negativas no diagnéstico molecular utilizando os
marcadores especificos baseados no gene de Catepsina L-like (0/185). No
diagnéstico parasitolégico houve o crescimento em 1,62% das hemoculturas
(3/185). Os isolados positivos foram caracterizados através da regido V7V8
SSUrDNA e no gene de Catepsina L-like, alinhadas e analisadas no BLASTN.
As sequencias obtidas foram comparadas no GenBank sendo que os isolados
n° 107 e n°109 demonstraram um percentual de 100% de similaridade com T.
theileri na regido V7V8 e pelo gene de Catepsina L-like 98,78% e 99,69% de
similaridade respectivamente. As sequéncias obtidas do isolado n°112
demonstraram 99,98% de similaridade com T. theileri na regido V7V8 e 97%
Catepsina L-like.

Palavras-chave: Tripanossomiase. Trypanosoma. Ruminantes. Doencas
parasitarias. Catepsina L-like.



ABSTRACT

Trypanosomiasis is the name given to diseases caused by a group of protozoa
belonging to the genus Trypanosoma. Bovine trypanosomiasis is considered a
disease with great economic importance, mainly due to the economic losses
caused in livestock. In South America, T. vivax is the most important etiologic
agent for cattle. The objective of this work was to verify the presence of T. vivax
and T. theileri infection in dairy cows from a herd located in Serranos, Minas
Gerais. Blood samples were collected from 185 animals for molecular diagnosis
by polymerase chain reaction (PCR) and parasitological diagnosis using culture
medium consisting of a liquid phase of LIT medium and a solid phase BAB for
Trypanosoma spp. All blood samples were negative in molecular diagnosis using
specific markers based on the Cathepsin L-like gene (0/185). In the
parasitological diagnosis, there was a growth in 1.62% of blood cultures (3/185).
Positive isolates were characterized through the V7V8 SSUrDNA region and the
Cathepsin L-like gene, aligned and analyzed in BLASTN. The sequences
obtained were compared in GenBank and isolates n° 107 and n° 109 showed a
percentage of 100% similarity with T. theileri in the V7V8 region and by the
Cathepsin L-like gene 98.78% and 99.69% of similarity, respectively. The
sequences obtained from isolate n°112 showed 99.98% similarity with T. theileri
in the V7V8 region and 97% Cathepsin L-like.

Keywords: Trypanosomiasis. Trypanosoma. Ruminants. Parasitic diseases. L-

like cathepsin
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1. INTRODUCAO

As doencgas nos animais afetam de forma significativa o desenvolvimento
da pecuaria e a morbidade e a mortalidade causada por protozoarios
representam um desafio a pesquisa e aos programas de saude (SILVA et al.,
2002; AUTY et al., 2015).

As tripanossomiases sdo enfermidades causadas por protozoarios
cosmopolitas, que acometem 0s seres humanos e 0s animais e pertencem ao
género Trypanosoma. Alguns tripanossomas sdo altamente patogénicos aos
seus hospedeiros, sendo algumas espécies consideradas parasitas importantes
na medicina veterinaria pelas doencas que causam e pelas perdas econdmicas
significativas na pecuaria (CALZOLARI et al., 2018).

Na Ameérica do Sul, os tripanossomas de maior importancia na pecuaria
sdo: Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi equiperdum, Trypanosoma

evansi e Trypanosoma theileri (SILVA et al., 2002)

A tripanossomose causada por T. vivax (Ziemann, 1905) € uma doenca
altamente debilitante que ocasiona perdas econdmicas e afeta de forma
significativa a pecuaria (RODRIGUES et al., 2013; CADIOLI et al., 2012;
DYONISIO et al., 2020). No Brasil, foi relatada pela primeira vez em 1946, desde
entdo vem sendo registrada em estados das diversas regides do pais, causando
inmeros prejuizos associado tanto as mortes dos animais quanto ao déficit
reprodutivo (BATISTA et al., 2007; CARVALHO et al., 2008).

T. vivax é o protozoario causador da tripanossomose bovina sendo
transmitido, na América Central e do Sul, de forma mecénica principalmente por
dipteros hemato6fagos dos géneros Tabanus sp. e Stomoxys sp. A doenca pode

ser transmitida também de forma iatrogénica (LOPES et al., 2018).

Os sinais clinicos observados nos animais infectados sédo anemia, febre,
perda de peso, queda na fertilidade e aborto, sintomatologia comum a outras
hemoparasitoses o0 que acaba dificultando o diagndéstico e o tratamento correto
(CARVALHO et al., 2008; ANDRADE et al., 2019).

Trypanosoma theileri € um tripanossoma cosmopolita e depende

principalmente dos artropodes como vetores, sendo destaque a familia
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Tabanidae (RODRIGUES et al., 2006). O parasita se desenvolve no tubo
digestivo do vetor, que excreta junto com as fezes as formas infectantes que séo
capazes de infectar o hospedeiro através da penetracdo das mucosas ou em
lesGes na pele (WELLS, 1976).

T. theileri é considerado um parasita ndo patogénico, tendo uma maior
parasitemia em animais imunocomprometidos, como em casos de vacas
prenhas, lactantes e animais com doengas concomitantes (RODRIGUES et al.,
2005)

Neste contexto, visando contribuir para a amplificacdo do conhecimento
sobre a expanséao dos parasitas, bem como para o crescimento e aprimoramento
da bovinocultura no estado de Minas Gerais 0 objetivo do trabalho foi realizar a
deteccdo molecular de T. vivax e T. theileri em um rebanho de vacas leiteiras da

raga Holandesa, localizado em Minas Gerais.
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REVISAO DE LITERATURA

Género Trypanosoma

O género Trypanosoma pertence ao filo Euglenozoa, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, (HONIBGERG, 1963)

O filo Euglenozoa é composto por organismos eucariotos unicelulares que
apresentam variadas formas de vida (organismos de vida livre, parasitas
facultativos e parasitas obrigatérios) e sdo classificados em trés classes:
Kinetoplastea, Euglenoidea e Diplonemea (KOSTYGOV et al., 2021).

A classe Kinetoplastea € dividida em duas subordens: Trypanosomatina
e Bodonina, e é composta por protozodarios flagelados que apresentam
mitocondria Unica e uma estrutura constituida por DNA circular (KDNA)
denominada cinetoplasto que fica localizado na base flagelar. (BICUDO;
MENEZES, 2016).

Os bodonideos apresentam dois flagelos localizados em lados opostos,
cuja diversidade compreende diferentes espécies de vida livre e ainda
importantes parasitas de peixes (ZIKOVA, 2003). Ja os tripanossomatideos se
caracterizam por possuirem flagelo Unico e por serem parasitas obrigatorios,
cujos hospedeiros variam desde organismos vegetais, invertebrados e
vertebrados de diferentes ordens (KAUFER et al., 2017) e s&o transmitidos por
invertebrados hematofagos de diversas ordens e familias, como mosquitos,
moscas, triatomineos, pulgas e carrapatos, enquanto as espécies parasitas de
anfibios e peixes sao transmitidas por sanguessugas e insetos (HOARE, 1972;
HAMILTON et al., 2007; SIMPSON et al., 2006)

A depender das formas que apresentam durante seu desenvolvimento, 0s
tripanosomatideos sdo sistematicamente agrupados em diversos géneros
distintos. Quatorze destes géneros (Angomonas, Blechomonas, Jaenimonas,
Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas, Kentomonas, Lafontella,
Lotmaria, Paratrypanosoma, Sergeia, Strigomonas, Novymonas, Zelonia e
Wallacemonas) compreendem protozoarios monoxénicos, onde requerem
apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida, e cinco géneros heteroxénicos:

Phytomonas, que alterna seu ciclo entre insetos fitbfagos e hospedeiros vegetais
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e ainda Leishmania, Porcisia, Endotrypanum e Trypanosoma que alternam entre
hospedeiros vertebrados e invertebrados (geralmente insetos hematofagos)
(WALLACE, 1966; VOTYPKA et al., 2013; VOTYPKA et al., 2014; KOSTYGOV
et al.,, 2014; HAMILTON et al., 2015; YURCHENKO et al., 2016; BARRATT et
al., 2017; KAUFER et al., 2017; ESPINOSA et al., 2018).

O género Trypanosoma € dividido em duas seccdes: Salivaria e
Stercoraria, de acordo com o local de desenvolvimento do parasita no
hospedeiro invertebrado e da via de eliminagéo da sua forma infectante (HOARE,

1964), conforme apresentado na figura O1.

A secdo Stercoraria inclui os subgéneros Schizotrypanum (espécie-tipo
Trypanosoma cruzi), Herpetosoma (Trypanosoma lewisi) e Megatrypanum
(Trypanosoma theileri), se caracterizando por um padrdo de desenvolvimento
gue ocorre exclusivamente no tubo digestivo do inseto vetor, na qual as formas
tripomastigotas metaciclicas sdo eliminadas através das fezes dos vetores
infectados (HOARE, 1964; VICKERMAN et al., 1988; ACOSTA et al., 2014).

Na seccédo Salivaria as espécies se desenvolvem no tubo digestivo e nas
glandulas salivares do vetor (exceto T. vivax que se desenvolve apenas nas
glandulas salivares) e sdo transmitidas de forma inoculativa através do repasto
sanguineo. Essa seccdo compreende os subgéneros Trypanozoon (espécie tipo
Trypanosoma brucei), Pycnomonas (espécie tipo Trypanosoma suis),
Nannomonas (espécie tipo Trypanosoma congolense), e Duttonella (espécie tipo
Trypanosoma vivax) (HOARE, 1964; CORTEZ et al., 2006).



Figura 01. Tripanossomatideos pertencentes as seccdes Salivaria e Stercoraria.
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Morfologicamente as espécies da familia Trypanosomatidae podem se
apresentar sob 6 formas, variando conforme o género: a forma amastigota (a),
choanomastigota (b), promastigota (c), opistomastigota (d), epimastigota (e), e
trypomastigota (f), que se distinguem de acordo com a posicéo do cinetoplasto
em relacdo ao nuacleo, presenca ou ndo de flagelo livre e membrana ondulante
(WALLACE, 19686).

Figura 1: Morfologia apresentada pelas espécies da familia
Trypanosomatidae . (Fonte: WALLACE, 1966)

Trypanosoma vivax

T. vivax € um parasita pleomorfico cuja forma varia durante o ciclo
bioldgico, sendo que a forma tripomastigota € encontrada na corrente sanguinea
dos hospedeiros vertebrados, principalmente bovinos, bubalinos, ovinos e
caprinos, e a forma epimastigota é encontrada nos dipteros do género Glossina
(moscas tsé-tseé), unico hospedeiro invertebrado onde ha a multiplicacdo do
parasito (MARTINS et al., 2008).
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Morfologicamente este protozoario se caracteriza pela presenca de
membrana ondulante desenvolvida, flagelo livre e um grande cinetoplasto
situado na extremidade posterior, variando entre uma forma circular e eliptica,
sendo uma importante caracteristica diagnéstica em esfregagos sanguineos
(HOARE, 1972; OSORIO et al., 2008; GONZATTI et al., 2013).

A primeira ocorréncia autoctone de T. vivax na América ocorreu em 1919
em uma fazenda na Guiana Francesa (BATISTA et al., 2006) sendo que a teoria
mais aceita € que o parasita tenha sido introduzido nas Américas em 1830
através de um rebanho bovino oriundo do Senegal trazido para os territorios da

Guiana Francesa e das llhas de Martinica e Guadalupe (WELLS, 1984).

No Brasil o parasita foi relatado pela primeira vez em bovinos no estado
do Pard em 1946 e posteriormente em um bufalo no mesmo estado (SHAW;
LAINSON, 1972). Com o aumento do comércio e transporte de bovideos os
surtos da doenca passaram a ser recorrentes em diversos estados do Brasil, tais
como Tocantins (LINHARES et al., 2006), Maranhdo (GUERRA et al., 2008;
PEREIRA et al., 2018), Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008) e Rio Grande do
Sul (SILVA et al., 2009), conforme detalhado na tabela O1.

O parasita se desenvolve na probéscide do vetor biolégico (Glossina
spp.), onde as formas tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas no
esbfago e faringe. Estas formas se multiplicam e sofrem nova diferenciacdo em
tripomastigotas metaciclicas que por sua vez é a forma infectante transmitida
através do repasto sanguineo (HOARE, 1972; OSORIO et al., 2008)

As moscas do género Glossina (Diptera: Glossinidae) sédo restritas a
regido da Africa Subsaariana, exceto por duas regiées na peninsula arabica. As
espécies sao divididas em 3 grupos de acordo com a sua distribuico geogréfica:
G. morsitans encontradas nas Savanas, G. palpalis encontrada nas areas
ripicolas e G. fusca encontradas nas areas florestadas (GUARNERI; SILVA-
CARDOSO; ATELLA, 2012; ORJl et al., 2015)

Na América Central e do Sul, T. vivax adaptou-se a transmissao
mecanica, onde as formas sanguineas do tripanossoma séo transferidas de um
mamifero para outro principalmente através de dipteros hematéfagos

pertencentes as familias Tabanidade, Stomoxidae e Hippoboscidae, o que
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permitiu a disseminacéo da infeccédo e a manutencéo do parasita na auséncia do
seu vetor biolégico (HOARE, 1972; PAIVA et al., 2000; BATISTA et al., 2007).
Sabe-se que o patdgeno tem um tempo de sobrevivéncia reduzido no aparelho
bucal do vetor mecénico e que a transmisséo é diretamente afetada pelo nivel

de parasitemia dos hospedeiros vertebrados (GONZATTI et al., 2013).

Carrapatos da espécie Rhipicephalus (boophilus) microplus e
Amblyomma cajennense e piolhos da espécie Haematopinus tuberculatus
também ja foram detectados positivos para a presenca do parasito, entretanto
seu papel no ciclo de transmissdo mecéanica de T. vivax € ainda desconhecido
(BOLIVAR, 2013; DYONISIO et al., 2020).

Outra forma de transmissdo € a iatrogénica, através de fémites, que
ocorre principalmente pelo compartihamento de seringas e agulhas
contaminadas entre 0s animais, habito muito comum durante a aplicacdo de

ocitocina em vacas leiteiras (BATISTA et al., 2012).

Os animais infectados variam de uma infeccdo cronica assintomatica a
uma doenca altamente debilitante com alteragdes hematoldgicas, sinais
neurolégicos e 6bito, variando em funcéo de fatores associados ao parasita e ao
hospedeiro, como imunidade, escore corporal e quantidade de formas
infectantes inoculada (VENTURA et al., 2001; ANDRADE et al., 2019), sendo
que o periodo de incubacédo da doenca é variavel, em cabras e ovelhas dura em
torno de 4 a 12 dias e em bovinos de 9 a 14 dias (CHAMOND et al., 2010;
DAGNACHEW; TESSEMA, 2015).

Os bovinos parasitados por T. vivax apresentam alta parasitemia durante
a fase aguda da infec¢éo, com sinais clinicos poucos especificos como reducéo
na producao leiteira, apatia, anemia profunda, prostracdo, perda de peso,
hipoglicemia, linfadenopatia, abortamentos, cegueira, sinais neurologicos
caracterizados por tremores musculares, incoordenacdo motora e hipermetria
(BATISTA et al., 2007; CARVALHO et al., 2008; SILVA et al., 2009; BATISTA et
al., 2012). Animais em fase crénica podem apresentar edema e severa caguexia
(SILVA et al., 1996).

Nas fémeas, a tripanossomiase por T. vivax causa anestro temporario ou

permanente, partos distécicos, aborto, filhotes com baixo escore corporal e
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declinio na producgéo de leite (OGWU et al., 1984; RODRIGUES et al., 2013).
Estudos recentes em ovelhas demonstraram que a prenhes causa um aumento
da infeccdo, levando a uma parasitemia elevada e persistente, seguida de
hipertermia. Distlrbios hormonais também séo presentes e ocasionados pela
degeneracgdo do hipotalamo, hipéfise e gbnadas, o que resulta na diminui¢cao da
secrecdo de hormbnios essenciais nos processos reprodutivos, um exemplo é a
progesterona, que apresentou niveis séricos reduzidos em animais infectados
(SILVA et al., 2013).

Nos machos T. vivax causa lesdes principalmente em testiculo e
epididimo, o que pode resultar em diminuicao da libido, retardo da puberdade,
gueda na qualidade do sémen e diminuicdo do volume seminal (SEKONI;
REKWOT; BAWA, 2004).

Trypanosoma theileri

A espécie tipo do subgénero Megatrypanum é o T. theileri (Leveran 1902),
parasita que infecta bovideos domésticos e silvestres, porém relatos recentes
indicam que a espécie se adaptou a um novo hospedeiro, 0S morcegos
(RAMIREZ; 2014).

T. theileri possui ampla distribuicdo mundial e elevada prevaléncia no
Brasil, além de uma grande diversidade génica (RODRIGUES et al., 2010). O
parasito foi registrado pela primeira vez em bovinos no continente africano em
1902 (AMARAL et al., 2021).

As espécies deste grupo apresentam significativa especificidade pelo seu
hospedeiro vertebrado. E considerado sindnimo de T. theileri as espécies que
parasitam exclusivamente bovinos e T. theileri-like os que parasitam as espécies
de Artiodactyla que n&o bovinos (AMARAL et al., 2021).

Morfologicamente, T. theileri é considerado um tripanosoma grande,
podendo chegar a 100 um de comprimento, apresenta regido posterior afilada,
um grande cinetoplasto localizado préximo ao nucleo, uma membrana ondulante

bem desenvolvida e flagelo livre longo (HOARE, 1964)
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No Brasil, estudos demonstraram pelo menos 5 genoétipos principais de T.
theileri, distribuidos em duas linhagens principais, Tthl e Tthll. A linhagem Tthl
compreende 0s gendtipos IA, de bufalos e IB de bovinos das regies Sudeste e
Centro Oeste, e 0 gendtipo IC restrito a bovinos da regido Sul do pais. A linhagem
Tthll compreende os genotipos bovinos A, restritos as regifes Norte e Nordeste
e a linhagem 1IB encontrada nas regibes Centro-oeste, Norte e Nordeste
(RODRIGUES et al., 2003).

A espécie T. theileri possui distribuicdo cosmopolita, sendo o parasita de
bovinos mais prevalente no mundo, com excecdo da Antartida (RODRIGUES et
al., 2003), sendo descritos em diversas regidbes do Brasil, possivelmente
relacionado a grande distribuicdo do vetor, os tabanideos e dos seus
hospedeiros naturais, os bovinos domésticos (BOSE, 1993; RODRIGUES et al,
2005; PACHECO et al.,2018). Ja relataram a ocorréncia de formas epimastigotas
de um tripanosomatideo na hemolinfa de um carrapato do bovino Rhipicephalus
(boophilus) microplus no estado do Rio Grande do Sul e através de evidéncias
morfoldgicas tratava-se de T. theileri (MARTINS et al., 2008).

Os tabanideos (Tabanidae — Diptera) séo os vetores naturais de T. theileri
e o desenvolvimento do parasita no vetor € caracteristico dos tripanossomas da
seccao estercoraria, ou seja, restrito ao intestino e a transmissao para o
hospedeiro ocorre através da penetracdo das formas tripomastigotas
metaciclicas (originadas a partir da diferenciacdo celular de formas
epimastigotas no intestino do inseto vetor) pela lesdo da picada, abrasdes na
pele ou a ingestéo das fezes ou do préprio vetor (BOSE et al.,1987).

Diversas observacdes de T. theileri em linfonodos, bacgo, rins e cérebro
sugerem que essa espécie possa ter locais de desenvolvimento extravascular,
evadindo assim da. resposta imune dos hospedeiros (BRAUN; ROGG;
WALSER, 2002; TIZARD, 1980).

Segundo Lee et al (2013) o parasita tem a capacidade de invadir células
fagociticas e ndo fagociticas, induzir o aumento de niveis de calcio intracelular e
expressar o fator de transformacao do crescimento do tipo 1 (TGF-1) em células
de mamiferos, levando a uma forte conservacao evolutiva no processo de

invasao celular.



26

O periodo de incubacdo é variavel (1-3 semanas), sendo o nivel de
parasitemia determinado pela resposta imunolégica do animal. Geralmente a
infeccdo por T. theileri resulta em uma parasitemia baixa, o que dificulta a sua
visualizacdo em esfregagos sanguineos, e embora sejam considerados nao
patogénicos, esses parasitas possuem uma patogenia potencial para
hospedeiros imunocomprometidos, animais submetidos a grande estresse fisico
e nutricional, que apresentem infeccbes concomitantes com outros
hemoparasitas ou parasitas gastroentestinais e para vacas em periodo
gestacional, na qual a parasitemia pode se tornar elevada e resultar em
abortamentos e/ou morte do recém-nascido (VILLA et al., 2008; MARTINS et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2005).

DIAGNOSTICO

O diagndstico da tripanossomiase pode ser realizado com base nos sinais
clinicos associados a métodos parasitoldgicos, sorolégicos e moleculares. O
diagnéstico clinico € baseado em sinais como: febre, anemia, palidez das
mucosas, lacrimejamento, emagrecimento e diminui¢cao da produtividade, porém
esses sintomas podem ser confundidos com outras hemoparasitoses, como
babesiose e anaplasmose (HOARE, 1972; OSORIO et al., 2008; SNAK; OSAKI,

2019), por isso para diagnéstico definitivo € necessario a utilizacdo de

metodologias de maior acuracia.

Dentre os testes parasitoldgicos mais empregados no Brasil é possivel
citar o esfregaco sanguineo, o método de microhematécrito de Woo, método de
esfregaco sanguineo com a camada leucocitaria de Buffy coat e o aspirado de
linfonodo, esta utilizacdo é justificada pela facilidade de realizacdo a campo e
pelo menor custo, porém possuem uma baixa especificidade e sensibilidade
principalmente quando a carga parasitaria € baixa (WOO, 1970; MURRAY, 1977;
SILVA et al., 2002; CORTEZ et al., 2009)

As principais técnicas sorolOgicas utilizadas atualmente s&do o teste
imunoenziméatico de ELISA e a Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). O
teste de ELISA indireto € bastante utilizado por ser simples e util para avaliacéo
de um nimero grande de animais (OSORIO et al., 2008; GONZATTl et al., 2013).
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A RIFI tem mostrado boa sensibilidade, mesmo assim recomenda-se a
associacdo de dois métodos diagnosticos, haja visto que a presenca de
anticorpos nao significa necessariamente que a infeccéo esteja ativa no animal
(BASSI et al., 2018).

Para o diagndstico molecular pode ser utilizada a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando marcadores de microssatélites (MASIGA et al.,
1992; MORLAIS et al., 2001), técnicas de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) baseadas em distintas enzimas de restricdo (GEYSEN,;
DELESPAUX; GEERTS, 2003), técnicas de marcagcdao de polimorfismo com
sondas de fluorescéncia intituladas FFLB (fluorescent fragment length
barcoding) (HAMILTON et al, 2011) e ainda técnicas de amplificacdo
convencional e em tempo real (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

As metodologias de amplificacdo molecular podem estar baseadas em
diversos marcadores, como genes ribossomais, genes dos espacadores internos
ITS e ainda em genes responsaveis por codificar proteinas de alta funcao
biolégica como proteinas de transporte de glicose e proteinas envolvidas na
invasdo celular e evasdo da resposta imune como a catepsina L-like
(DESQUESNES et al., 2001; MADRUGA et al., 2006; CORTEZ et al., 2009).

TRATAMENTO

O tratamento depende do uso racional de medicamentos disponiveis no
mercado, sendo importante o diagndstico correto e a identificacdo do parasita
envolvido na infeccdo para evitar o estabelecimento da resisténcia aos
antiparasitarios (STEVENSON et al., 2000)

No Brasil os dois medicamentos mais utlizados no tratamento da
tripanossomose em bovinos, ovinos e caprinos sao o aceturato de diminazeno e
o cloreto de isometamidium (GONZATTI et al., 2013; GERMANO et al., 2018),
entretanto o tratamento ndo assegura eliminacdo completa do parasita, podendo
haver reativacdo da infeccdo em situacdes de comprometimento imunologico
(LINHARES et al., 2006) e mesmo assim nenhuma droga nova foi desenvolvida

para o tratamento da tripanossomose nos ultimos 50 anos.
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Alguns estudos ja demonstram a resisténcia com recidiva clinica ao
tratamento com acetato de diminazeno, sendo o cloreto de isometamidium
atualmente a droga de escolha (CADIOLI et al., 2012; GIORDANI et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, o leite € um dos seis produtos mais importantes da agropecuaria
brasileira, sendo essencial na alimentacdo e na geracao de emprego e renda
para a populacdo. O pais & o terceiro maior produtor mundial, ficando atras
apenas dos Estados Unidos e india e detém o segundo maior rebanho de vacas
ordenhadas do mundo (JUNG; JUNIOR, 2016).

Na producéo regional a regido Sudeste do Brasil lidera em nameros de
vacas ordenhadas com mais de 4,7 milhdes de animais e o estado de Minas
Gerais lidera esse dado com um rebanho de aproximadamente 3,1 milhdées de
vacas, sendo responsavel pela producao de 6,509 bilhdes de leite inspecionado,
participando de 25,5% na producao nacional (EMBRAPA, 2021)

Muitos aspectos relacionados a sanidade dos rebanhos séo essenciais
para obtencao de bons indices de produtividade, maior seguranca e qualidade
para o consumidor final e as doengas que atingem a reproducédo animal estao
disseminadas pelos rebanhos brasileiros desempenhando um papel importante
nos disturbios reprodutivos (RODRIGUES et al., 2013).

A tripanossomiase possui um alto impacto econdémico e social, e esse
impacto vem aumentando gradativamente devido ao deslocamento de animais
e a presenca de vetores mecanicos, o que favorece a disseminacédo do agente
(GIORDANI et al.,, 2016). Sabe-se que vacas infectadas com Trypanosoma
theileri apresentam maiores taxas de abortamento quando comparadas as vacas
nao infectadas (KINGSTON et al., 1982).

Dada a importancia da producdo de leite no pais, a necessidade de
aumentar a producdo e melhorar a qualidade do leite para um mercado
consumidor cada vez mais exigente, surge a preocupac¢ao dos produtores para
0 éxito da atividade leiteira (OLIVEIRA; SILVA 2012; COSCIONI; PEGORO,
2005).

Nesse sentido, a adogcao de medidas de biossegurangca e monitoramento
de doencas na propriedade sdo de suma importancia para as medidas de

controle, além da prevencéo e da promocéo do bem-estar animal.
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3. OBJETIVOS:
GERAL:

- Diagnostico parasitologico e molecular de Trypanosoma vivax e
Trypanosoma theileri em bovinos de uma fazenda produtora de leite, localizada

na regiado sul do Estado de Minas Gerais.
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4. MATERIAL E METODOS:

4. 1. APROVACAO DO COMITE DE ETICA

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Santo Amaro — Unisa sob o parecer n® 31/2021.

4. 2. AREA DE ESTUDO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para o estudo foram coletadas amostras sanguineas de 185 vacas da
raca holandesa mantidas na Fazenda Zuniga, produtora de leite h4 mais de 20

anos, localizada em Serranos - MG.

O municipio de Serranos localiza-se no sul do estado de Minas Gerais
(21° 13736" de latitude sul e 44° 05°09" de longitude oeste), e compreende uma
area de 330 kmz2, apresentando um territério montanhoso e uma populacéo

estimada em 1.996 habitantes segundo o ultimo censo do IBGE (2010).

A propriedade possui 160 hectares de extenséo e atualmente possui 210
animais criados sob o sistema de Compost Barn, onde os animais séo criados
em um grande galpao possibilitando que os animais caminhem e que possam

descansar de forma livre.

A propriedade conta também com um programa voltado para o bem-estar
animal, onde as vacas lactantes utilizam um sustentador de Ubere e os bezerros

mantas térmicas.

Figura 3. Sustentador de Ubere utilizado Figura 4. Manta térmica utilizada nos
nas vacas em lactacao. bezerros.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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As amostras de sangue foram coletadas das veias mamarias para 0s
animais em lactacdo e da caudal para as ndo lactantes, acondicionadas em
tubos do tipo vacutainer com EDTA e disponibilizadas para a anélise através de
uma carta de doacgéo (anexo 1), pela médica veterinaria e dona da propriedade,
Dra. Eveline Zuniga.



Figura 05 — Mapa da localizacdo geografica do municipio de Serranos, Estado de Minas Gerais.
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4. 3. ISOLAMENTO DE Trypanosoma spp.

Amostras de sangue coletadas por puncédo foram inoculadas em tubos
com meio bifasico constituido por fase sélida BAB (blood agar base com 10%
sangue de coelho) e fase liquida de meio LIT (Liver infusion triptose), contendo
soro fetal bovino e antibiéticos (CAMARGO, 1964) em estufa com temperatura a

28°C e analisados uma vez por semana pelo periodo de 3 meses.

4. 4. EXTRACAO E DIAGNOSTICO MOLECULAR

O DNA foi extraido diretamente do sangue utilizando o kit PureLink
Genomic DNA (Thermo Fisher) conforme as especificacdes do fabricante e a
quantificacdo foi realizada em espectrofotdmetro miniaturizado do tipo
Nanodrop.

Para deteccéo de T. vivax e T. theileri utilizou-se marcadores baseados
no gene de catepsina L-like e realizada corrida eletroforética em gel de agarose
a 1,5% (CORTEZ et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010)

Tabela 01. Primers utilizados para diagnéstico molecular de T. vivax e T. theileri

baseados no gene de Catepsina L-like.

Primer Pb PCR Referéncia
94° desnaturacio
T. vivax DTO155 ~500 56° anelamento Cortez et al., 2009
TviCatL1 72° extensédo

94° desnaturacao
DTO155 ~273 65° anelamento Rodrigues et al., 2010
T. theileri TthCatL1 72° extensdo

4.5. PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

O DNA extraido dos isolados foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e corados com Sybr Safe DNA gel stain (Thermo Fisher
Scientific). Os amplificados foram purificados utilizando o ExoSAP-IT® (Applied
Biosystems), e os fragmentos de DNA amplificados e purificados foram
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submetidos a reacdes de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator®
(Perkin Elmer), de acordo com especificacdes do fabricante, em sequenciador
automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer® (Perkin Elmer). As reacfes de
sequenciamento foram 30 ciclos: 15 s 96°C; 15 s 50°C; 4 min 60°C, com um ciclo
inicial de 1 min 96°C.

As sequéncias obtidas nos dados brutos de sequenciamento foram
refinadas no software SeqMan e alinhadas através das ferramentas do software
ClustalX com edicdo e ajustes manuais realizados no software GeneDoc
(THOMPSON et al., 1997; NICHOLAS et al., 1997). As sequencias génicas
alinhadas foram analisadas no BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997) no intuito de

verificar sequencias com elevada homologia.
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5. RESULTADOS

As analises moleculares pelo método da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram realizadas nas 185 amostras de DNA extraidas de
sangue dos animais e testadas com os marcadores baseados no gene de
catepsina L-like para T. theileri (TthCatL) e T. vivax (TviCatL) sendo todas

negativas.

Na hemocultura houve o crescimento de Trypanosoma spp. em 1,62%
(3/185). As caracteristicas morfoldgicas eram sugestivas T. theileri. Os isolados
passaram pelo processo de criopreservacdo, posteriormente realizou-se a
extracdo de DNA e diagnostico molecular atravées da PCR utlizando os
marcadores do gene de catepsina L-like para T. theileri, obtendo resultado

positivo para os trés isolados.

Tabela 02. Resultados obtidos no diagostico molecular pela PCR-TthCATL e
PCR-TVICATL em amostras de sangue e pela hemocultura em uma fazenda
produtora de leite no Estado de Minas Gerais.

Diagnostico N° animais positivos
TviCatL - PCR 0% (0/185)
TthCatL - PCR 0% (0/185)

Hemocultura 1,62% (3/185)

Os isolados positivos (3/185) foram caracterizados através da regido
V7V8 SSUrDNA e no gene de Catepsina L-like e as sequéncias foram alinhadas
e analisadas no Blastn e as sequéncias génicas obtidas foram comparadas com
outras sequéncias obtidas do GenBank, sendo que os isolados n° 107 e n°109
demonstraram um percentual de 100% de homologia com T. theileri na regido
V7V8 e pelo gene de Catepsina L-like 98,78% e 99,69% de similaridade
respectivamente. As sequéncias obtidas do isolado n°112 demonstraram

99,98% de similaridade com T. theileri na regido V7V8 e 97% Catepsina L-like.

A partir das sequéncias de DNA do gene V7V8 SSU rRNA verificou-se
gue os trés isolados pertencem ao genatipo Tthll e pelas sequéncias do gene de

Catepsina os isolados n° 109 e n°® 112 pertencem a linhagem IIF. O isolado n°®
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107 a sequéncia ainda nao foi posicionada, ndo sendo possivel afirmar a

linhagem correta.

Tabela 03. Similaridade encontrada com T. theileri dos isolados na analise
BLASTN da regido V7V8 e do gene de Catepsina L-like.

Identificacdo da

N° de acesso

Marcador N° isolado Similaridade
propriedade (GenBank)

‘ CBT320 107 T. theileri JX178182 100%
V7v8 CBT 321 109 T. theileri JX178182 100%

‘ CBT 322 112 T. theileri jJX178182 99,88%

CBT320 107 T. theileri MK393794 98,78%

Catepsina ‘ CBT 321 109 T. theileri AB930159 99,69%
CBT 322 112 T. theileri AB930159 97%
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estudo confirmaram a circulacao de T. theileri no
rebanho de fémeas bovinas estudado (3/185) e atualmente existem poucos
relatos sobre a epidemiologia e a importancia clinica desse patdgeno nos

rebanhos brasileiros.

O primeiro relato de T. theileri no Brasil ocorreu no estado de Sao Paulo,
por Carini em 1911 e posteriormente em 1980 ele foi detectado parasitando um
bezerro (CORREA et al., 1980).

Alguns relatos mais recentes no pais ocorreram no estado do Rio Grande
do Sul, na qual uma propriedade localizada no municipio de Cacapava do Sul
realizou um estudo com 37 animais, tendo 9 animais positivos (24,3%) e todos
0S animais positivos eram assintomaticos apresentando um bom score corporal
(BRUM et al., 2012).

No estado de Rondobnia entre os anos de 2012 e 2013 Pacheco et al.
(2018) verificou uma prevaléncia em 4,06% das hemoculturas e 12,19% na PCR
especifica para T. theileri baseado no gene da Catepsina L-like. Outro relato
com 68 bovinos oriundos de propriedades de pequeno porte realizado no
extremo sul do Estado de Sao Paulo demonstrou uma positividade de 17,6% na
PCR utilizando o mesmo marcador e 5,8% no diagnostico parasitolégico
(AMARAL et al., 2021).

Os resultados obtidos no presente estudo foram de 1,62% (3/185) de
positividade no diagnostico parasitoldgico e todos os animais negativos no
diagndstico molecular. Essa diferenca de sensibilidade entre as técnicas pode
ser justificada pela baixa parasitemia da infeccdo causada por T. theileri e pelo
fato de o meio de cultura fornecer condigcbes para 0 crescimento e
desenvolvimento do parasita levando a um aumento da carga parasitaria na

hemocultura.

As analises de diversidade genética de T. theileri dos isolados obtidos na
Fazenda Zuniga demonstraram através da sequéncia do gene V7V8 sSU rDNA
a presenca do gendtipo Thlil e dois dos isolados (n° 109 e n° 112) pertencem a

linhagem IIF, gendtipos previamente identificados em bovinos nos Estados
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Unidos, Vietham, Japéo e Sri Lanka (FISHER et al., 2013; YOKOYAMA et al.,
2015; SUGANUMA et al., 2019).

As infeccdes de T. thieleri séo caracterizadas por uma baixa parasitemia
e por ser considerado um parasita ndo patogénico em casos de suspeita de
tripanossomiase bovina muitas vezes ndo se investiga a presenca desse
parasita como agente causador da infec¢do, dessa forma uma investigagao pode
ser importante para minimizar 0s prejuizos econémicos que essa doenca

silenciosa pode gerar na pecuaria.

Mesmo nenhum animal do estudo sendo positivo no diagnéstico molecular
especifico para T.vivax no estado de Minas Gerais € possivel verificar a
expansdo da doenca que nos ultimos anos foi diagnosticada em diversas
mesorregides do estado, mesmo com baixo nimero de animais afetados nos
rebanhos (REIS et al., 2019).

O primeiro relato da ocorréncia de T. vivax no estado de Minas Gerais
ocorreu no ano de 2007, no municipio de Igarapé. A regido era considerada livre
da doenca e os estudos epidemiolégicos no Brasil eram voltados para as areas
endémicas, principalmente a regido do Pantanal (CARVALHO et al., 2008). Apés
esse primeiro relato surtos de tripanossomiase foram relatados no mesmo
estado (CUGLOVICI et al., 2010; FRANGE et al., 2013; REIS et al., 2019).

T. vivax ja foi relatado em diversos estados brasileiros como Para (SHAW;
LAINSON, 1972), Mato Grosso (PAIVA, 2000), Paraiba (BATISTA et al., 2007),
Tocantins (LINHARES et al.,, 2006), Minas Gerais (CARVALHO et al.,2008),
Maranhdo (GUERRA et al., 2008. PEREIRA et al., 2018), Sdo Paulo (CADIOLI
et al., 2012), Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2009), Pernambuco (GUERRA et
al., 2013), Alagoas (ANDRADE et al., 2019) e outros.

No Brasil, 0 comércio de animais ap0s a abertura das rodovias nos anos
90 interligando as regides Norte e Centro-oeste foi apontado como responsavel
pela disseminacdo do parasito no Pantanal e ha um consenso que o transporte
de animais é o principal fator de risco para distribuicdo da tripanossomose
(DAVILA E SILVA, 2000; MADRUGA 20009).



40

Ainda n&do hé evidéncias da possivel introducéo de T. vivax nos rebanhos
brasileiros, mas é possivel que tenha ocorrido pela compra de animais de outras
regides endémicas portadores da doenca na forma subclinica, que permitiu a
expansdo da doenca dentro das propriedades pelo uso compartilhado de
agulhas, pratica comum na atividade leiteira principalmente pela aplicacdo de

ocitocina exdgena.
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7. CONCLUSAO

Foi verificada a circulacdo de T. theileri, genotipo Tthll e linhagem IIF no rebanho

de vacas leiteiras da Fazenda Zuniga, no municipio de Serranos — Minas Gerais.
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ANEXO A

Termo de doacdo

Pelo presente termo, a Fazenda Zuniga, vem entregar em doagdo ao projeto de
pesquisa intitulado “Diagndstico molecular de tripanossomiases em gado leiteiro no
estado de Minas Gerais” sob responsabilidade do Prof. Dr. Arlei Marcili, perfazendo o
total de 185 (cento e oitenta e cinco) amostras de sangue total de bovinos,
acondicionados em tubo tipo vacutainer, com EDTA, acompanhado da ficha clinica dos
respectivos animais.

S3o Paulo, 21 de Janeiro de 2021
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