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RESUMO

Autor: Lucas Pinto Feres

Orientadora: Giane Regina Paludo

A Familia Triponosomatidae compreende diversas espécies que infectam
mamiferos, répteis peixes e plantas. As espécies que acometem caes no Distrito Federal
sdo Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma evansi e Leishmania spp.
Sendo parasitas com abrangéncia epidemiolégica por toda a América, a correta
identificacdo das espécies mostra-se fundamental para o diagnostico preciso € consequente
abordagem terap€utica assim como estabelecimento de epidemiologia ecoldgica e genética
populacional das diferentes linhagens de parasitas. Objetivou-se com esse estudo avaliar a
ocorréncia da infec¢do por Trypanosoma spp. em caes residentes no Distrito Federal (DF),
Brasil e sua distribui¢do por regido administrativa analisada e habitat. Para isso, foram
analisadas por meio da PCR 206 amostras de sangue de cdes residentes no DF. Dessas
amostras, 16 (7,7%) foram positivas para a infec¢cdo por Trypanosoma spp. em diferentes
habitats (domiciliar, peridomiciliar e rural ou silvestre) e regides administrativas do DF,
ndo demonstrando diferenga (p>0,05) entre os habitats ou regides estudadas. A ocorréncia
da infeccdo nas amostras estudadas demonstrou uma baixa taxa de infec¢do por

Trypanosoma spp. na regido do Distrito Federal.

Palavras-chave:

1. Trypanosoma spp. 2. Caes. 3. PCR baseada em rDNA. 4. Distrito Federal. 5. Brasil
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ABSTRACT

The Family Tripanosomatidae comprises several species who infects
mammals, reptiles, fishes and plants. The species who infect dogs in Federal District are
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma evansi and Leishmania spp. As
parasites with epidemiological scope for all America continent, the right species’
identification show itself fundamental for precise diagnosis as to provide the right
therapeutic approach, ecological epidemiology and genetics population of the different
parasites lineage. The research’s objectives was to evaluate the occurrence of infection by
Trypanosoma spp. in resident dogs on Federal District, Brazil for habitat and
administrative region distribuition. Were analyzed by PCR 206 dogs’ blood samples
residents in Federal District. These samples, 16 (7,7%) were positive for infection by
Trypanosoma spp. in different habitats (domicile, peridomiciliary, and rural or wild) and
administrative regions of Federal District, doesn’t showing difference (p>0,05) between
the habitats or administrative regions. The occurrence of infection in studied samples
reveal results bellow expectation for infection by Trypanosoma spp. in Federal District

arca.

Key-words:

1. Trypanosoma spp. 2. Dogs. 3. IDNA based PCR. 4. Federal District. 5. Brazil
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1 INTRODUCAO

Os protozoarios flagelados do género Trypanosoma spp. sdo agentes
etiologicos de um grupo de doencas de grande importancia no mundo e a0 mesmo tempo
sdo também das doengas mais negligenciadas (Rassi et al.; 2010, WHO, 2015; Kaufer et
al., 2017). Estdo presentes em todo o planeta principalmente entre as zonas tropicais e
subtropicais, causando doencas como as tripanosomiases humana africana e americana em
humanos e parasitando mais de 150 espécies de mamiferos, entre primatas nao humanos e
das ordens Xenartha, Didelphimorphia, Carnivora e Rodentia (Maia da Silva, 2004),

incluindo-se aqueles de convivio doméstico, como o cdo e o gato, (Zingales et al. 2012).

O cao ¢ susceptivel a infecgdo por diversas espécies de tripanosomideos.
Trypanosoma cruzi em caes, pode causar, dependendo da linhagem, doenca de Chagas
semelhante a humana, tanto na forma aguda como cronica (Dantas-Torres, 2008).
Trypanosoma evansi também representa um importante agente etiolodgico, causador da
doenca conhecida como “surra”. Outras duas espécies acometem os cdes no Brasil:
Trypanosoma rangeli e Trypanosoma caninum, ambas descritas como assintomadticas para
caes, porém com importante papel epidemioldgico no tocante ao diagnostico sorologico em

relagdo as espécies patogénicas (Maia da Silva et al., 2004; de Oliveira et al., 2015).

O cdo ¢ considerado um bom modelo para os estudos de doenca de Chagas e
leishmaniose, porque apresenta papel importante na cadeia de transmissdo dessas doengas,
servindo como hospedeiro e reservatorio (Castafiera et al., 1998; Montenegro et al, 2002;
Pascon et al., 2010). O uso dessa espécie como sentinela para essas doengas também ¢
descrito (Castafiera et al., 1998), apresentando susceptibilidade alta a “surra”, tendo como
sinais clinicos edema de membros posteriores, apatia, desidratagdo, membranas mucosas
palidas, febre e perda de peso, sendo geralmente fatal (Dantas-Torres, 2008; Desquenes et
al., 2013). A doenca de Chagas no cdo apresenta-se da mesma forma que a humana,
geralmente sendo fatal em casos agudos e assintomatica quando cronica, sendo o cdo um

reservatorio carreador importante em areas endémicas, que no Brasil significa todas as
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regides, menos a regido Sul. Em modelos experimentais apenas episodios esporadicos de
febre foram notados durante a primeira semana pos infec¢do, sendo que alguns caes

desenvolvem miocardites focais e discretas (Dantas-Torres, 2008).

Na Africa, a tripanosomiase humana africana (etiologia: Trypanosoma
brucei spp.) esta presente em 36 paises da regido subsaariana colocando mais de 61
milhdes de pessoas em risco de contrair a doenga por meio da mosca tsé-tsé¢ (Kaufer, et al.,
2017). Relata-se uma queda do numero de casos descritos entre 2004 ¢ 2014, com
aproximadamente 15.000 casos estimados anualmente (MS, 2015). No novo mundo,
principalmente na América Latina, a tripanosomiase americana (etiologia: Trypanosoma
cruzi) coloca em risco mais de 17 milhdes de pessoas, sendo que se estima que existam 8
milhdes de infectados. (Kaufer et al., 2017). Os dados do Sistema de Informagdo de
Agravos de Notificagdo (Sinan) para doenga de Chagas aguda do Ministério da Satide do
Brasil em ultimo levantamento relata que a transmissdo vetorial no Brasil é controlada. A
ingestdo oral ainda demonstra ser a forma de transmissdao predominante atualmente no

Brasil (MS, 2015).

Os meios diagnosticos utilizados atualmente tem grande dificuldade em
identificar corretamente a espécie de Trypanosoma envolvido em cada infec¢do. Isso
ocorre devido a semelhanga morfologica entre diferentes espécies (Gomes, et al 2009).
Ocorre também devido as reagdes sorolégicas inerentes a cada espécie e mesmo de
diferentes géneros que, mesmo naqueles ndo virulentos ao hospedeiro vertebrado, podem
sensibilizar exames soroldgicos feitos a campo dificultando o diagnéstico preciso

(Umewaza, et al., 2009).

Na ultima década, diversos foram os métodos moleculares estabelecidos
para identificacdo correta das linhagens filogenéticas que acometem determinado
hospedeiro, ja que cada linhagem pode causar diferente morfologia, conteudo de DNA,
patogenicidade, susceptibilidade as drogas entre outros parametros (Zingales et al., 2012;

Duz, et al., 2014).



1.1 Objetivos Gerais
Detectar a presenca de Trypanosoma spp. em caes residentes no Distrito Federal.

1.2 Objetivos especificos:

a) Identificar a infec¢do por Trypanosoma spp. em caes no Distrito Federal, Brasil
por meio da PCR.

b) Avaliar se ha significancia entre as caracteristicas domiciliares nas amostras
coletadas de acordo com cada regido administrativa pesquisada.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Trypanosomatidae

A Familia Trypanosomatidae (Euglenozoa: Kinetoplastida), Ordem
Trypanosomatida é caracterizada por protozoarios que possuem flagelos e cinetoplasto,
uma estrutura unica desses parasitas onde se encontra acido desoxirribonucleico (DNA)
dentro das mitocondrias (Hoare, 1972). A Ordem Trypanosomatidae compreende diversos
protozodrios parasitas predominantemente monoxémicos, embora haja muitos
tripanosomatideos de nichos heteroxémicos. Os géneros de maior importancia sdo aqueles
patogénicos a humanos, com potencial zoonotico, como o Trypanosoma cruzi, (Doenca de
Chagas), Trypanosoma brucei rhodesiense e T. brucei gambiense (Tripanosomiase
Humana Africana) e Leishmania spp. (Leishmanioses) (Kaufer et al., 2017). Embora ndo
seja reconhecidamente patogénico em humanos, Trypanosoma rangeli ¢ citado como um
parasita amplamente distribuido na América do Sul e Central e atua como um fator de
dificuldade no diagnostico da doenga de Chagas devido as reagdes soroldgicas cruzadas

(Hamilton et al., 2011).

Duas sessdes nao taxondmicas foram criadas para separar os tripanosomas
que parasitam mamiferos cujo desenvolvimento ocorre exclusivamente no intestino do
vetor e consequentemente transmitido pelas fezes como 7. cruzi, (Stercoraria) de
tripanosomas transmitidos por inoculacdo de formas metaciclicas na saliva da mosca Tsé-
ts€ como Trypanosoma evansi ¢ T. brucei (Salivaria) (Hoare, 1972). T. rangeli, apesar de
estar classificado como stercoraria, pois seu ciclo de vida envolve desenvolvimento no
intestino do vetor, ndo possui formas metaciclicas em material fecal, possui caracteristicas
do ciclo salivaria, pois migra pela hemolinfa até as glandulas salivarias do vetor,
completando seu ciclo e tornando-se infectante através da picada do vetor. (Hoare, 1972,

Maia da Silva, 2004).



Entre os tripanosomatideos de importdncia veterindria, além de 7. cruzi e
Leishmania spp. que acometem uma grande gama de vertebrados (Rassi et al., 2010;
Kaufer et al., 2017), T. (Trypanozoon) evansi, acomete cavalos, bovinos, bufalos e caes
causando na América do Sul, a doenca conhecida popularmente como “surra” em caes e
“mau de cadeiras” em equinos, (Eberhardt et al., 2014 Jaimes-Duefies et al., 2017).
Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma (Duttonella) vivax e Trypanosoma
(Nannomonas) congonlense sdao importantes agentes etiolégicos de um complexo de
doencas em bovinos na Africa conhecida como “nagana”. Trypanosoma equiperdum é o
agente etioldgico causador da enfermidade conhecida como “durina” e € transmitida por

via sexual (Desquenes et al., 2013).

O Trypanosoma caninum foi descrito recentemente na cidade do Rio de
Janeiro e em outras regides do Brasil (Oliveira et al., 2015). Aparentemente inofensivo ao
cdo, foi isolado de fragmento intacto de pele além de possuir caracteristicas morfoldgicas
unicas quando em culturas axénicas (Madeira et al., 2009 Barros et al., 2012; Oliveira et

al., 2015).

T. rangeli ¢ altamente predominante na América Central e noroeste da
América do Sul onde é simpatrico com 7. cruzi (Maia da Silva, et al., 2007). Apenas 3
relatos de infeccao humana no Brasil foram relatados, embora relatos em outros mamiferos
e em triatomineos ocorreram nas regides Sul e Sudeste. Apesar de ndo patogénico para os
hospedeiros vertebrados, 7. rangeli o é para o triatomineo, dificultando repasto e muda

(Maia da Silva, et al., 2004).

2.1.1 Trypanosoma cruzi

A tripanossomiase humana americana, conhecida como a doenca de Chagas
¢ uma antropozoonose transmitida por varios insetos hematofagos da subfamilia

Triatominae (Chagas, 1909). Foi descoberta no norte de Minas Gerais, Brasil, onde
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operarios empenhados na construgdo da estrada de ferro central do Brasil eram parasitados
pelo vetor hematofago. (Chagas, 1909; Zingales et al., 2012). Porém achados em mtimias
datadas de 9 mil anos atrds comprovam que o parasita ¢ muito mais antigo que seu relato e

descricao (Rodriguez et al., 2016).

— "-\.\
. E um parasita com
" - }
- ocorréncia em toda a América
\ Central ¢ do Sul, além de haver

Figura 1.1.1 - Forma tripomastigota do Trypanosomatelatos —de imigrantes —doentes,

cruzi; A - esquematico; B e C - Microscopia optica;gymentando o  alcance  dessa

Fonte: Coura et al;. 2011 .
moléstia. Até a década de 80, a

doenca de Chagas era delimitada a areas pobres ou rurais. Com a crescente urbanizacao, a
doenga aumentou seu alcance, tornando-se urbana, periurbana, rural e/ou silvestre (Rassi.
Dados de 1985 demonstram que 25% da populacao (100 milhdes de pessoas) da América
do Sul e Central estavam sob risco de infeccdo. E que 17 milhdes de pessoas estavam
infectadas. ApoOs iniciativas regionais, como a Iniciativa do Cone Sul, o Pacto Andino ¢ a
Iniciativa da América Central para erradica¢do e controle da doenca de Chagas, que
propunham programas para erradicacdo da transmissao domiciliar, o Uruguai em 1997, o
Chile em 1999 e o Brasil em 2006 conseguiram interromper a transmissdo domiciliar (MS,
2015). Agoes federais dos mais diversos paises estabeleceram testes em praticamente
100% das doagdes sanguineas. Levantamentos epidemiologicos em 2010 indicaram que
20% da populagao (100 milhdes de pessoas) da América Central estavam sob risco, e 7.7
milhdes de pessoas estavam infectadas. Numeros de 2010 da WHO indicam 5.7 milhdes de
pessoas infectadas. (Rassi et al., 2010; WHO, 2015). Em areas onde a tripanosomiase
americana ¢ endémica, estima-se que 15 a 50% dos caes estejam expostos a infec¢ao por 7.

cruzi (Dantas-Torres, 2008).

T. cruzi parasita humanos e mais de 150 espécies de animais domésticos
(caes e gatos, por exemplo) e mais de 130 espécies de animais silvestres (roedores,

marsupiais), possuindo trés ciclos estabelecidos: doméstico, peridoméstico e silvestre



(Dantas-Torres, 2008).

A principal forma de transmissdo € por meio do repasto de triatomineos dos
géneros Panstrongylus, Rhodnius ¢ Triatoma, popularmente conhecidos como barbeiros.
Existem relatos de cerca de 100 espécies de triatomineos, mas poucos sdo vetores
competentes. Os mais relevantes sdo: Triatoma infestan, Rhodnius prolixus, Panstrongylus
megistus e Triatoma dimidiata (Coura, et al., 2015). Os triatomineos possuem 5 fases de
ninfa e os adultos, tanto machos quanto fémeas fazem repasto sanguineo. A chance do
triatomineo estar infectado depende principalmente do nimero de repastos feitos. Portanto,
individuos adultos tém uma maior chance de estarem infectados (Coura et al., 2015). Os
carrapatos Rhipicephalus sanguineus (Hemiptera: Triatominae) e mosquitos flebotomineos
(Psychodidae) podem adquirir 7. cruzi quando ha repasto em caes infectados, mas nao ha

evidéncias que suportem o desenvolvimento e subsequente transmissdo (Dantas-Torres,

2008, Ferreira et al., 2015).

A transmissdo da doenca de
Chagas por transfusdo sanguinea ¢
bem documentada na América

Latina e representa a segunda
. forma mais comum de transmissao
(Coura et al., 2015). Existe chance
de 10 a 20%

de transmissdo

através de transfusdo, mas diversos

z £ influenciam

fatores essas

-

Cardiomyopathy

Chronic phase of Chagas discase

Myocardial cell full of amastigotes

Acute phase of Chagas disease

Chagoma

probabilidades como a transfusdo

Figura 1.1.2 - Ciclo do Trypanosoma cruzi;

Fonte: 4, componentes sanguineos (a

Rassi et al, 2010

transfusdo de  plaquetas ¢

potencialmente perigosa), concentracdo parasitaria e a linhagem parasitaria (Rassi et al.,

2010).

A transmissdo da infec¢do por via vertical ¢ documentada e relatada

proximo a 5% na Bolivia, Chile e Paraguai. Nos outros paises endémicos, fica proximo a



1%. Tais variagdes sdo afetadas por fatores como a linhagem do parasita, saide geral da
mae e fatores placentarios. Existem relatos de transmissdo por transplante de orgdos e
medula 6ssea. A transmissao por via oral pelo consumo de carne crua, caldo de cana e de
acai ¢ acidental e depende da presenga de altas cargas parasitarias. Esse tipo de infecgao
geralmente se apresenta clinicamente de forma aguda e severa, com alta mortalidade (Rassi

etal., 2010).

A transmissao por via oral ¢ provavelmente a forma de transmissao mais
comum na natureza entre os animais silvestres, através da ingestao de insetos por pequenos
mamiferos. Esse fenomeno foi observado ja na descri¢do da doenga, pelo proprio Chagas

(Coura et al., 2015, Rodrigues et al., 2016).

O ciclo do 7. cruzi inicia-se no repasto sanguineo do vetor, quando este
alimenta-se de sangue do hospedeiro mamifero e ingere a forma tripomastigota circulante
do parasita. No vetor, 7. cruzi sofre transformacdo em epimastigota, migrando para o
intestino médio do vetor e comecando a dividir-se por fissao binaria. As epimastigostas,
apoOs fissdo binaria, migram para o fim do intestino e reto, onde diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicas. Sao liberadas junto a defecacdo do vetor durante o repasto na
pele do hospedeiro, penetrando-a através da ferida causada pela picada do vetor e por
microlesdes mecanicas causadas por prurido ou ainda através de superficies mucosas e/ou

conjuntivas (Rassi et al.; 2010, Coura 2012 et al.; Kaufer et al., 2017).

Apoés a penetragao na pele, as formas infectantes entram para o citoplasma
de células do hospedeiro. Ha necessidade de resposta do hospedeiro recrutando e fundindo
o lisossoma das células. No citoplasma do hospedeiro, vactolos parasitoforos sdo
formados derivados da fusdo membrana-lisossoma. Apo6s escapar do vacuolo, ha
diferenciagdo de tripomastigota metaciclica em amastigota, que se replicardo por fissdo
binaria (Rassi et al., 2010). Com a multiplicacao do parasita, a célula do hospedeiro incha
ocasionando posteriormente lise celular. Nesse momento ocorre a transformacdo da forma
amastigota para a forma de tripomastigota circulante, com crescimento de flagelos. A

infeccdo se espalha com a infeccdo de outras células de tecidos adjacentes (Coura et al.



2012).

Devido a grande diversidade bioldgica do 7. cruzi quanto a sua morfologia,
conteudo de DNA, patogenicidade, susceptibilidade as drogas entre outros parametros, a
espécie tornou-se um excelente modelo de estudo com marcadores moleculares que
objetivavam relacionar epidemiologia molecular e genética de populacdo. O parasita
possui padrao evolutivo reticulado (Zingales et al., 2011), com predominio de propagagao
clonal (Tibayrenc et al., 1990), onde as progé€nies apresentam multilocus genotipicos
virtualmente idénticos aos genotipos parentais, sendo que o termo clone nesse caso, refere-

se a estrutura da espécie (Zingales et al., 2012b, Souza et al., 2015).

Desde a década de 1970, marcadores moleculares foram utilizados para
diferenciar os subtipos de 7. cruzi. Por meio da evolugdo da biologia molecular, em 2009,
chegou-se a um consenso quanto a nomenclatura utilizada para esses subgrupos: foram
classificados em 6 "discrete typing units" (DTUs), Tcl a TcVI. (Zingales et al., 2009; Souza
et al., 2015). Os DTUs sao definidos como os conjuntos que sao identificaveis por meio de

marcadores genéticos comuns, moleculares ou um grupo desses. (Tibayrenc et al., 1998).

O tratamento da doenca de Chagas humana atualmente ¢ feito por duas
drogas: Nifurtimox e Benzonidazol. Apenas Benzonidazol estd disponivel no Brasil
(Urdina et al, 2010). Antifingicos que inibem ergosterol também sdo usados na terapia
humana (Coura et al, 2012). Em cdes, os tratamentos experimentais envolvendo
benzonidazol demonstraram efic4cia na cura das formas aguda (62,5%) e cronica (38,7%)
da doenca utilizando o mesmo protocolo humano (Guedes, 2009). Outro tratamento
experimental utilizando um inibidor sulfona-vinil cisteina protease (N-methylpiperazina-
phehomophe-vinilsulfona-phenyl) mostrou-se eficaz na prevenc¢do de lesdes cardiacas
durante a fase aguda da doenga por meio de inoculagdes de tripomastigotas por via
subcutanea, demonstrando que os niveis séricos de troponina cardiaca I mantém-se baixos
em caes tratados com o inibidor e altos em caes nao tratados, sendo um melhor marcador

patologico para as alteragdes causadas pela doenca do que as alteragdes do
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eletrocardiograma, que mostraram-se inalteradas para os dois grupos (Barr et al., 2005).

2.1.2 Trypanosoma (Trypanozoon) evansi

Trypanosoma (Trypanozoon) evansi ¢ o agente etiologico da enfermidade
conhecida como “surra” afetando vérias espécies de mamiferos na Africa, Asia e América
Latina (Bazzoli et al., 2002, Eberhardt et al., 2014, Jaimes-Dueties et al., 2017). O parasita
¢ originario da Africa e foi provavelmente introduzido na América do Sul por colonos
Espanhois durante o século XVI (Eberhardt et al., 2014). Foi o primeiro tripanosoma a ser
descrito no mundo, em 1880, por Griffth Evans, no sangue de equinos e dromedarios

(Desquesnes et al., 2013).

Na circulagdo sanguinea, 7. evansi ¢
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o B
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e [ . - . . .
> g { caracterizado como a maioria dos
= | - -
. ! - membros do subgénero Trypanozoon:
J - .;:I-. h. —\
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- i
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- e . - i . .
{ . T \ | Trypanosoma congolensis, extremidade
- - ‘ - -
Y o - i A L8 . . .
& J L o « posterior fina, flagelo livre, movimentos
- - A Wing . , . .
(> I ath s livres, porém produzindo movimento
Figura 1.2.1 - Forma circulante do

Trypanosoma evansi; Fonte: Desquenes et al,hmltado no campo do microscopio € uma
2013 membrana ondulante altamente visivel

(Desquesnes et al., 2013).

Acredita-se que 7. evansi seja derivado do 7. brucei brucei, transmitido
ciclicamente pela mosca tsé-tsé (Glossina spp.). Devido a perda dos maxicirculos do DNA
mitocondrial do cinetoplasto, o 7. evansi perdeu a habilidade de realizar fosforilagao
oxidativa nao sendo capaz de desenvolver o ciclo no vetor invertebrado, impedindo a

transformagdo ao estadgio prociclica (Schnaufer et al., 2002; Eberhardt et al., 2014;
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Desquenes et al., 2013), ficando “presa” em sua forma circulante, onde ha divisdo por
fissdo bindria. A transmissdao ocorre por via mecanica por meio de moscas hematofagas do
género Tabanus (Diptera: Tabanidae) e Stomoxys (Diptera: Muscidae) (Dantas-Torres,
2008), além da mosca tsé-tsé na Africa e Asia. Entre os carnivoros, a transmissio pode
ocorrer também de forma iatrogénica, ingestdo de sangue e tecidos infectados com T.
evansi (Aquino et al.; 1999; Bazzoli et al., 2002; Jaimes-Duefies et al., 2017). Na América
do Sul, o morcego hematéfago Desmodus rotundus também participa da cadeia de
transmissao (Herrera et al., 2004; Desquenes et al., 2013, Eberhardt et al., 2014). Outra
importante via de transmissdo estd relacionada ao habito naturalmente carnivoro dos
canideos. Existem relevantes estudos que comprovam a transmissdo do 7. evansi por via
oral, quando alimentados com sangue e visceras de animais infectados (Raina et al., 1985;

Bazzoli et al, 2002)

Apesar de haver relatos de infec¢do humana na Asia e Africa, aumentando a
importancia dos animais domésticos na infeccdo humana, nas Américas ndo ha relatos de
casos humanos (Jaimes-Duefies, 2017). As espécies acometidas incluem cavalos, bovinos,

caes, bufalos (Herrera 2004 et al.; Eberhardt et al., 2014; Jaimes-Dueiies et al., 2017).

Os cdes sdao muito susceptiveis a infec¢do por 7. evansi, geralmente
apresentando quadro febril (39-41°C), edema de cabeca, incluindo laringe (um importante
diferencial para Raiva) pernas e parede abdominal, anemia, paralisia dos membros
posteriores, fraqueza e perda de apetite, e consequente emaciacdo, a miocardite quando
presente, geralmente ¢ fatal (Desquenes et al., 2013, Jaimes-Dueiies et al., 2017). Em caes,
pode ser observado sintomatologia ocular, como lacrimejamento, ceratite, opacidade
corneana e/ou sinais hemorragicos que podem levar a depositos de fibrina na camara
anterior do olho. O parasita pode ser observado no fluido aquoso durante a infecgdo ativa e
mesmo apoés tratamento (Hoare, 1972; Aquino et al, 1999; Savani et al., 2005; Sonika et al

2007, Desquenes et al., 2013).

O T. evansi tem distribuicdo tropical e subtropical, presente em mais de 30
paises da Africa, Asia e Oceania. Esta relacionado nessas regides a presenca de camelos e

dromedarios. No Ocidente, ha relatos de surtos na Espanha e Franca. 7. evansi esta
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presente em toda a América Latina, onde foi descrito primeiramente em 1827 no estudrio
da Ilha de Marajo, seguido de Paraguai, Pantanal Mato-grossense, € posteriormente na

Bolivia, Venezuela, Guiana e Colombia (Desquenes et al., 2013).

O tratamento ¢ feito com quinapiramida sulfato e quinapiramida clorida em
aplicagdo unica (3:2 w/w) (Singh et al., 1993) ou aceturato de diminazeno (7 mg/kg, em

dose tnica) (Colpo, et al., 2005).

2.1.3 Trypanosoma caninum

Trypanosoma Caninum ¢ um protozoario

4 < descrito em 2009 na Cidade do Rio de Janeiro
& que apresenta duas caracteristicas que o difere

a a das demais espécies do género: presenca de

- P formas epimastigotas aflageladas em culturas

L . axénicas e a presenca em fragmentos de pele
- intactos (Madeira et al., 2009; Oliveira et al.,
2015). Tentativas de isolamento de sangue

, . total e outros tecidos nao obtiveram sucesso
Figura 2.1.3.1 - Trypanosoma caninum: a, ¢, d, e, h,

1 — Epimastigotas;b, f — Esferomastigotas;g — (Barros et al.,, 2012). Aparentemente, ndo
Epimastigota em divisdo; Fonte: Madeira et al, )
2009 causa alteracdes patoldgicas no cdo, embora a

infec¢do ative uma resposta humoral mediana, que pode constituir um fator de importancia
no diagnostico soroldgico para outras tripasonomiases. Até 2015 7. caninum j& havia sido
identificado em 62 casos em seis diferentes Estados do Brasil. (Madeira et al., 2014;

Oliveira et al., 2015).

2.1.4 Trypanosoma rangeli
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Trypanosoma rangeli é o segundo género de Trypanosoma que parasita o
homem na América Latina, além de diversos outros mamiferos (Maia da Silva, et al.,
2004). Os animais infectados por 7. rangeli incluem primatas humanos e ndo humanos,
Xenartha, Didelphimorphia, Carnivora e Rodentia (Maia da Silva, 2004). E um parasita
predominante na América Central e norte da América Latina, e embora ndo seja patogénico
para hospedeiros humanos, ¢ patogénico para vetores invertebrados, onde dificulta a muda
e a alimentacdo, além de causar anormalidades corporais (Maia da Silva, et al., 2007,

2009).

Diferente de outras espécies de Tripanosoma, 7. rangeli tem caracteristicas
tanto do ciclo estercorario quanto do salivario. Embora inicie seu desenvolvimento no
intestino do vetor, os tripanosomas ali ndo sdo formas metaciclicas, € a transmissao por via
fecal ndo ¢ a mais usual. Apos a fase inicial de desenvolvimento no intestino, formas
flageladas penetram pela parede do intestino e continuam seu desenvolvimento na
hemolinfa e glandulas salivares do vetor. Os insetos triatomineos transmitem 7. rangeli
através de inoculagdo de formas metaciclicas presentes na saliva durante picada ou repasto

(Maia da Silva et al., 2004).

Aparentemente, o género Rhodnius spp. € o Unico vetor competente para 7.
rangeli (Maia da Silva, et al., 2007). O comportamento do 7. rangeli de distintas origens
geograficas varia de acordo com as varias espécies de Rhodnius sugerindo uma longa

historia evoluciondria entre as espécies (Maia da Silva, et al., 2009).

Nao ¢ possivel diferenciar a infeccdo 7. rangeli de T. cruzi
morfologicamente e nem por meio de exames sorologicos (Maia da Silva et al., 2009). A
diferenciagdo mais usual ¢ feita pelo dimorfismo do gene S24 alfa e “splice leader DNA”
(SL) embora esteja esclarecido que ndo se diferencia todas as linhagens por meio desses
marcadores moleculares (Hamilton et al., 2011). Filogenia referida usando sequéncias de
ITS rDNA e SL identificaram pelo menos 5 diferentes linhagens de 7. rangeli. As
linhagens TrA, TrB e TrC associadas com as espécies triatomineas simpatricas dos
complexos Rhodnius prolixus, Rhodnius brethesi ¢ Rhodnius pallences, respectivamente,

constituem as trés maiores linhas evolutivas da espécie (Ortiz et al, 2009).
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2.2 Diagnostico das Tripasonomiases

A fase aguda da Doenca de Chagas em humanos ¢ diagnosticada por meio
de exame parasitoldgico de sangue fresco, assim como por meio do esfregaco sanguineo,
pois nessa fase da doenga, os tripanosomideos estao circulantes (Gomes et al., 2012). Se
houver suspeitas de transmissdo vertical, deve-se primeiro testar a mae sorologicamente, e
caso confirmada a infec¢do, o recém-nascido (RN) deve ser testado. Em criangas positivas,
o tratamento etiologico deve comecar de imediato. Em caso de negativo do RN, mas cuja a
mae teste positivo, o RN deve ser reexaminado em 6 a 9 meses, para que seja realizado

teste soroldgico especifico a procura de IgG contra 7. cruzi (Gomes et al., 2012).

Na fase cronica, as reagdes soroldgicas a procura de IgG anti-7. cruzi
(SIGMA), ELISA, Imunoflorescéncia indireta (IFI), hemoaglutinacdao indireta (IHA) sdo
mais comumente utilizadas além de métodos indiretos parasitologicos, que embora
especificos, ndo apresentam boa sensibilidade (xenodiagnoéstico e hemocultura)

(Montenegro et al., 2002; Gomes et al., 2012).

Em caes, o diagnostico ¢ realizado da mesma forma: em infecgdes agudas,
quando ha sintomatologia, esses sinais diferem muito em suas apresentacdes clinicas de
acordo com a linhagem de 7. cruzi envolvido na infeccao (Almeida et al., 2013). Devido a
alta parasitemia circulante nessa fase, o exame parasitolégico de sangue total e do
esfregago sanguineo sdo as formas mais eficientes de diagndstico. J4 em infecgdes
cronicas, a maioria dos exames sorologicos como TESA (trypomastigote excreted secreted
antigen)-ELISA e epi (epimastigote antigen)-ELISA podem obter falsos positivos devido a
reacdo cruzada com Leishmania spp., T. evansi e T. rangeli. Apenas TESA-blot foi
padronizado para um correto diagnostico (Umewaza et al., 2009). Muitos grupos tém
tentado desenvolver ensaios moleculares mais sensiveis para deteccdo precoce e
acompanhamento de tratamento tanto da fase aguda quanto da fase cronica da doenca
sendo esses exames usados como marcadores iniciais de sucesso ou fracasso terapéutico

(Gomes et al., 2012).
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A grande susceptibilidade dos cdes ao 7. evansi faz com que diagnostico da
“surra” seja muitas vezes clinico ou por exame parasitologico do sangue total ou do
esfregago, apds suspeita clinica inicial. Como 7. evansi ndo possui a capacidade de sair de
sua forma tripomastigota, durante a infec¢do, sempre estara na corrente sanguinea. O
diagnostico molecular também constitui uma importante ferramenta de diagnostico

(Desquenes et al., 2013; Jaimes-Duefez et al., 2017).

Embora o diagnostico de 7. caninum e T. rangeli ndo sejam relevantes
clinicamente pois ndo sdo patogénicos para os caes, a correta identificagdo destes parasitas
mostra-se importante pois estes causam alteragdes imunoldgicas moderadas que podem
sensibilizar os exames sorologicos mais comuns para enfermidades como leishmaniose

viceral canina (LVC) e tripanosomiase americana (de Oliveira et al., 2015).

A diferenciagdo molecular atualmente ¢ uma importante ferramenta para
diferenciagdo acurada entre as diferentes espécies de tripanosomideos, sendo essencial para
o entendimento epidemioldgico e da patogénese desses parasitas. Como ocorre na
tripanosomiase humana africana, os dois causadores das formas aguda e cronica 7. b.
rhodesiense e T. b. gambiense sdo indistinguiveis pelos exames parasitologicos diretos,
assim como ocorre com principais linhagens de 7. cruzi. Nesses casos, ¢ indispensavel a

identificacao do parasita (Adams et al., 2008).

Muitas técnicas vém sendo utilizadas para identificagdo molecular
especifica das espécies de tripanosomatideos. O primeiro método com capacidade de
identificar um pequeno nimero de microrganismos infectando vertebrados e invertebrados
foram as técnicas de identificagdo espécie especifica por sonda de DNA: a metodologia
consiste de amostras ndo purificadas de tecido coletadas diretamente do vertebrado e do
invertebrado, seguida de hibridizagdo normalmente com fragmentos de DNA
radioativamente marcados. E razoavelmente sensivel, sendo capaz de detectar 1000
tripanosomideos, mas foi caindo em desuso apds a introdugdo da PCR (Adams et al.,

2008).

A PCR ¢ uma metodologia com alta sensibilidade que permite a
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amplificacdo do DNA do agente a partir da utilizagdo de conjuntos de oligonucleotidios
especificos para cada espécie, género ou familia. A identificagdo ¢ feita pela presenca de
produtos da PCR de tamanhos especificos em gel de agarose. O aumento rapido dos dados
de sequenciamento genético gerados pelos estudos de biologia celular, taxonomia, e
projetos genoma aumentaram as sequéncias alvos para essas reagdes. Embora tenha alta
sensibilidade, o nimero de reagdes necessarias numa mesma amostra a campo faz com que
esse método seja caro e lento. No caso da familia Tripanosomatidae, as sequéncias alvos
usadas nessa técnica incluem espacos internos transcritos (ITS) do locus do RNA
ribossomal que sdo facilmente amplificados usando oligonucleotideos complementares dos
genes TRNA 18S, 24S alfa, 28S ou 5.8S. A técnica de PCR de fragmentos restritos de
dominios polimoérficos discrimina diferentes espécies pelos tamanhos especificos de
regides polimorficas do gene 18S, 248 alfa, e 28S rRNA (Adams, et al., 2008; Hamilton et
al., 2011). A comparagdo do sequenciamento junto ao GENBANK ¢ utilizado para
identificacdo das espécies de tripanosomatideos (Maia da Silva et al., 2004; Adams et al,

2008).

A metodologia conhecida como loop-mediated isothermal amplification
(LAMP), ¢ uma técnica extremamente sensivel, capaz de identificar um 1 fg de DNA,
aproximadamente 0,01 tripanosomideos. A técnica pode ser utilizada diretamente de
amostras teciduais, dispensando a necessidade de extracao de DNA e poder ser visualizada
pela eletroforese classica em gel assim como os produtos podem ser visualizados por

corantes, facilitando seu uso em locais remotos (Adams et al, 2008).

Ainda existem lacunas a serem preenchidas no estudo do parasitismo dos
tripanosomideos em cdes. O diagnostico das espécies que acometem os cdes, € a
distribuicdo de vetores e a prevaléncia dos parasitas na populagdo canina precisa ser
determinada. Estudos abrangentes utilizando diversos métodos diagndsticos sao
necessarios para que os dados sejam uteis para o planejamento correto de politicas de

controle de zoonoses e de seus vetores.
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1 RESUMO

A Familia Triponosomatidae compreende diversas espécies que infectam
mamiferos, répteis peixes e plantas. As espécies que acometem caes na regido analisada
sdo Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma evansi e Leishmania spp.
Sendo parasitas com abrangéncia epidemioldgica por toda a América, a correta
identificacdo das espécies mostra-se fundamental para o diagnostico preciso € consequente
abordagem terap€utica assim como estabelecimento de epidemiologia ecoldgica e genética
populacional das diferentes linhagens de parasitas. Objetivou-se com esse estudo avaliar a
ocorréncia da infec¢do por Trypanosoma spp. em caes residentes e sua distribuicdo por
regido administrativa e habitat no Distrito Federal (DF), Brasil. Foram analisadas por meio
da PCR 206 amostras de sangue de cdes residentes no DF. Dessas amostras, 16 (7,7%)
foram positivas para a infec¢do por Trypanosoma spp. em diferentes habitats (domiciliar,
peridomiciliar e rural ou silvestre) e regides administrativas do DF, ndo demonstrando
diferenga (p>0,05) entre os habitats ou regidoes estudadas. A ocorréncia da infec¢do nas
amostras estudadas demonstrou uma baixa taxa de infec¢ao por Trypanosoma spp. na

regido do Distrito Federal.

Palavras-chave:

1. Trypanosoma spp. 2. Caes. 3. PCR baseada em rDNA. 4. Distrito Federal. 5. Brasil
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2 ABSTRACT

The Family Tripanosomatidae comprises several species who infects
mammals, reptiles, fishes and plants. The species who infect dogs in analyzed region are
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma evansi and Leishmania spp. As
parasites with epidemiological scope for all America continent, the right species’
identification show itself fundamental for precise diagnosis as to provide the right
therapeutic approach, ecological epidemiology and genetics population of the different
parasites lineage. The research’s objectives was to evaluate the occurrence of infection by
Trypanosoma spp. in resident dogs for habitat and administrative region distribuition in
Federal District, Brazil. Were analyzed by PCR 206 dogs’ blood samples residents in
Federal District. These samples, 16 (7,7%) were positive for infection by Trypanosoma
spp. in different habitats (domicile, peridomiciliary, and rural or wild) and administrative
regions of Federal District, doesn’t showing difference (p>0,05) between the habitats or
administrative regions. The occurrence of infection in studied samples reveal results

bellow expectation for infection by Trypanosoma spp. in Federal District area.

Key-words:

1. Trypanosoma spp. 2. Dogs. 3. TDNA based PCR. 4. Federal District. 5. Brazil
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3 INTRODUCAO

Os protozoarios flagelados do género Trypanosoma spp. sdo agentes
etiologicos de um grupo de doencas de grande importancia no mundo e a0 mesmo tempo
sao também das doengas mais negligenciadas (Rassi et al.; 2010, WHO, 2015; Kaufer et
al., 2017). além de estarem presentes em todo o planeta principalmente entre as zonas
tropicais e subtropicais. Sdo parasitas causadores de doencas como as tripanossomiases
humana africana e americana e parasitando mais de 150 espécies de mamiferos, entre
primatas ndo humanos e das ordens Xenartha, Didelphimorphia, Carnivora ¢ Rodentia
(Maia da Silva, 2004), incluindo-se aqueles de convivio doméstico, como o cdo e o gato,

(Zingales et al. 2012).

O cao ¢ susceptivel a infecgdo por diversas espécies de tripanosomideos.
Trypanosoma cruzi em caes, pode causar, dependendo da linhagem, doenca de Chagas
semelhante a humana, tanto na forma aguda como cronica (Dantas-Torres, 2008).
Trypanosoma evansi também representa um importante agente etioldgico da doenga
conhecida como “surra” (Desquenes, et al., 2013). Outras duas espécies acometem os caes
no Brasil: Trypanosoma rangeli e Trypanosoma caninum, ambas descritas como
assintomaticas para cdes, porém com importante papel epidemioldgico no tocante ao
diagnostico soroldgico em relacao as espécies patogénicas (Maia da Silva et al., 2004; de

Oliveira et al., 2015).

O cdo ¢ considerado um bom modelo para os estudos de doenga de Chagas,
porque apresenta papel importante na cadeia de transmissao dessas doencas, pois serve
como hospedeiro e reservatorio (Castafiera et al., 1998; Montenegro et al, 2002; Pascon et
al., 2010). O uso dessa espécie como sentinela para essas doencas também ¢ descrito
(Castanera et al., 1998). Caes apresentam alta susceptibilidade a “surra” e sinais clinicos
como edema de membros posteriores, apatia, desidratagdo, membranas mucosas palidas,
febre e perda de peso, e progndstico desfavoravel (Dantas-Torres, 2008; Desquenes et al.,

2013). A doenca de Chagas no cdo apresenta-se da mesma forma que a humana,
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geralmente fatal em casos agudos e assintomatica quando cronica, sendo o cdo um
reservatorio carreador importante em areas endémicas, que no Brasil significa todas as
regides, menos a regido Sul. Em modelos experimentais apenas episoédios esporadicos de
febre foram notados durante a primeira semana pds infeccdo, sendo que alguns caes

desenvolvem miocardites focais e discretas (Dantas-Torres, 2008).

Na Africa, a tripanossomiase humana africana (etiologia: Trypanosoma
brucei spp.) estd presente em 36 paises da regido subsaariana colocando mais de 61
milhdes de pessoas em risco de contrair a doenga por meio da mosca tsé-tsé. Relata-se uma
queda do numero de casos descritos entre 2004 ¢ 2014, com aproximadamente 15.000
casos estimados anualmente. No novo mundo, principalmente na América Latina, a
tripanosomiase americana (etiologia: Trypanosoma cruzi) coloca em risco mais de 17
milhdes de pessoas, sendo que se estima que existam 8 milhdes de infectados. (Kaufer et
al., 2017). Os dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (Sinan) para
doenca de Chagas aguda do Ministério da Saude do Brasil em ultimo levantamento relata
que a transmissdo vetorial no Brasil esta controlada. A ingestdo oral ainda demonstra ser a

forma de transmissdo predominante no Brasil (MS, 2015).

Os meios diagnoésticos utilizados atualmente tem grande dificuldade em
identificar corretamente a espécie de Trypanosoma envolvido em cada infeccdo. Isso
acontece devido a semelhanga morfoldgica entre diferentes espécies (Gomes, et al 2012).
Ocorre também devido as reagdes sorologicas inerentes a cada espécie e mesmo de
diferentes géneros que, mesmo naqueles ndo virulentos ao hospedeiro vertebrado, podem
sensibilizar exames soroldgicos feitos a campo dificultando o diagnéstico preciso

(Umewaza, et al., 2009).

Na ultima década, diversos foram os métodos moleculares estabelecidos
para identificagdo correta das linhagens filogenéticas que acometem determinado

hospedeiro, ja que cada linhagem pode causar diferente morfologia, conteido de DNA,
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patogenicidade, susceptibilidade as drogas entre outros parametros (Zingales et al., 2012;

Duz, et al., 2014).

Levando-se em consideracao a importancia do diagnostico e a falta de
informagdes na regido este trabalho teve por objetivo detectar a presenga de Trypanosoma

spp. em caes que residem atualmente no DF.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das amostras e delineamento experimental

Os métodos experimentais desse projeto foram avaliados e aprovados pelo

Comité de Etica no uso Animal - CEUA — UnB (Protocolo 40/2017).

Foram coletadas 206 amostras de sangue total de caes residentes no DF no
periodo de janeiro de 2016 a outubro de 2017, com ou sem proprietario, abrigados em lares
ou abrigos temporarios diversos. As amostras coletadas foram selecionadas por
conveniéncia, tendo como pré-requisito unico para a selecdo, o cao ser residente no DF no
periodo supracitado. As amostras foram organizadas de acordo com a regido administrativa
onde o cdo residia (RA — unidades administrativas da organizagdo publica, conhecidas
antigamente como “cidades satélites”, cito-as: Aguas Claras, Asa Sul, Asa Norte, Vicente
Pires, Setor de mansdes Park Way (SMPW), Estrutural, Taguatinga, Programa de
Assentamento Dirigido do DF (PAD-DF), Paranoa e Sdo Sebastido) e seu habitat em
relacdo aos tutores: domiciliar, para aqueles caes que vivem em apartamentos € que ndo
tem acesso irrestrito as areas livres; peridomiciliar para aqueles caes cuja rotina oferece
acesso irrestrito a moradia dos tutores e as areas livres; rural ou silvestre para caes que nao
tem acesso a casa dos tutores ou que vivem a maior parte do tempo em areas livres. Apos a
coleta, as amostras foram imediatamente refrigeradas e mantidas entre 4° a 8° C e

posteriormente processadas para extracao de DNA.

Delineou-se um teste estatistico para observar se ha diferenga significativa
entre os tipos de habitat e entre as RA onde os cdes pesquisados residiam. Para tanto
utilizou-se o teste de Qui quadrado, sem corre¢ao de Yates para os habitats e com corre¢ao
de Yates para as RAs, com nivel de significancia de p= 0,05.

4.2 Extracdo do DNA

A extragdo do DNA foi realizada a partir de 200 pul. de sangue total
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utilizando kit comercial (Promega Corporation, WI, EUA) seguindo as recomendagdes do
fabricante. Apos a extra¢do, as amostras foram mantidas a -20°C até o momento da

realizagao da PCR.

4.3 Técnica da Reagdao em Cadeia de Polimerase

A mistura da PCR foi composta tampao 1X da TagDNA Polimerase
(Invitrogen®, Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1.5 mM MgCl,, 2 nM de cada
oligonucleotideo do dominio polimdrfico D7 do gene RNA24S alfa ribossomal D75
5’GCAGATCTTGGTTGGCGTAG3’ (posicao 01-20) e D76 5’GGTTCTCTGTTG
CCCCTTTT3’ (posigao 279-298), 125 uM de dNTP, e 1.5 U de TagDNA polimerase ¢
cerca de 5 ng do DNA das amostras para um volume final de 25 pL (Souto & Zingales,
1993; Souto et al., 1999; Schijman et al., 2006, Ferreira et al., 2015). As reagdes foram
realizadas em dois termocicladores, no termociclador C1000 thermal cycler, ou no

termociclador BioradMyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

A PCR consistiu um programa de cinco etapas em "touch-down". Partindo
de uma desnaturacao inicial de 3 minutos a 94° C, foi usada uma amplitude entre 60°a 52°
C, nos primeiros ciclos: 1 minuto a 94° C, 1 minuto de anelamento em cada temperatura a
60°, 58°, 56°, ¢ 54°C e 1 minuto de alongamento a 72°C. A seguir foram submetidos a 35
ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 52° C e um minuto a 72° C. Uma ultima etapa de
extensdo a 72° C por 10 minutos finaliza o programa. Os controles positivos foram
selecionadas de amostras de pacientes naturalmente infectados e positivos por microscopia
de luz presentes na rotina do laboratério de Patologia Clinica da UnB e na PCR. O
comprimento esperado do produto da PCR para 7. Cruzi I é de 270 bp, T. cruzi 11, 290 bp,
T. rangeli 240bp, T. evansi (250 bp), Leishmania spp. (225 bp (Souto, 1999; Schijman,
2006), T. caninum 250 bp (Machado et al, 2009)

Todos as reagdes da PCR utilizaram 4gua ultrapura miliQ (estéril e
desprovida de DNA) como controle negativo e todas as amostras foram testadas em
duplicata. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e

visualizados por transiluminador ultravioleta (UV transiluminator®, UVP LLC, Upland,
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CA) corado com brometo de etidio (Vetec Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) na concentra¢io

de 0,1 a 0,5ug/mL.

As PCR que obtiveram resultado positivo com os oligonucleotideos
D75/D76 foram testadas em duplicata para Leishmania sp. por meio da PCR. A mistura da
PCR foi composta tampdo 1X da TagDNA Polimerase (Invitrogen®, Brasil Ltda, Sdo
Paulo, Brasil), 1,5 mM MgCl,, 0,2 nM oligonucleotideos FW  5'-
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3', BW-B 5-CCGCCCCTATTTTACACCA ACCCC-3,
e BW-CA 5-GGCCCACTATATTACACC AACCCC-3', 0,5 mM de dNTP, 1 U.L. de
TagDNA polimerase e cerca de 5 ng do DNA das amostras para um volume final de 25 pL
(Ferreira et al, 2015) As reagdes foram realizadas em dois termocicladores, no
termociclador C1000 thermal cycler, ou no termociclador BioradMyCycler™ Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). As condi¢des da PCR foram 94°C for 5 min,
seguido por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos, e 72°C por 30
segundos, com uma extensdo final de 72°C por 5 minutos. O comprimento esperado do

produto da PCR para Leishmania ¢ de 120 bp.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 206 amostras analisadas, 16 (7,7%) amostras resultaram em exames
positivos para Trypanosoma spp. por meio da separacdo dos produtos da PCR em gel de

agarose a 2% (Figura 2.1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 2.1 — Resultado da PCR para familia Tripanosomatidae usando os oligonucleotideos
D75 e D76. Coluna 1: régua molecular (100 bp, Invitrogen®) Coluna 2: controle negativo
(agua); Coluna 3: Controle positivo; Colunas 4 a 11, 14 e 15: amostras negativas; Colunas
12 e 13: amostras positivas.

A distribuigdo das amostras positivas em relagdo ao habitat estd apresentada
na Tabela 2.1. Nao houve diferenca (p>0,05) entre os habitats propostos. O mesmo teste
estatistico, com corre¢do de Yates, foi utilizado para as amostras presentes nas diferentes

regides pesquisadas (Tabela 2.2) e tamém nao houve diferenca (p>0,05).

Na regido do Park Way, onde predomina casas e o habito de caga ocorre em



34

ambientes peridomiciliares, como quintais, apesar de ndo ser estimulada nem necessaria foi
demonstrada a presenca da infeccdo de 7. cruzi tanto em hospedeiro vertebrado (Didelphis
albiventris) como em Rhodnius neglectus, um vetor secundario na transmissdo das
tripasonomiases (Gurgel-Gongalves et al., 2004). O reduzido ntiimero de amostras de
algumas regides também pode ter favorecido o resultado abaixo do esperado para a
populagdo canina estimada. Mesmo com 12% das amostras da regido administrativa Aguas
Claras infectadas por Trypanosoma spp. o0 mesmo comportamento poderia ser esperado se
regides como Asa Sul ou Asa Norte tivessem numeros de amostras compativeis, podendo
ter comprometido a analise e ndo tenha havido diferenca estatistica. Porém, como nao se
trata de um estudo da prevaléncia, os resultados apresentados para a infeccdo de D.
albiventris (4,8%) (Gurgel-Gongalves et al., 2004), considerado reservatorio secundario da
infec¢do por 7. cruzi e a presenca de triatomineos em diversas regides administrativas esta

em concordancia com a baixa ocorréncia de Trypanosoma spp. no Distrito Federal.

Tabela 2.1 — Distribui¢do de amostras positivas e negativas para Trypanosoma spp.
(oligonucleotideos D75 e D76) de acordo com habitat do cdo

HABITAT POSITIVOS NEGATIVOS TOTAIS
Domiciliar 6 (2,9%) 72 (34,9%) 78 (37,8%)
Peridomiciliar 6 (2,9%) 46 (22,3%) 52 (25,2%)
Rural/ Silvestre 4(1,9%) 72 (34,9%) 76 (36,8%)
Totais 16 (7,7%) 190 (92,2%) 206

A presenca de barbeiros da espécie Panstrongylus megistus infectado por
Trypanosoma spp. em andlise no Distrito Federal, (Maeda et al., 2012) também
demonstrou a ocorréncia da infec¢io em areas administrativas proximas a Aguas Claras.
Embora uma ocorréncia tenha acontecido naquele estudo também em Taguatinga, regido
onde ndo houve resultados positivos (7 amostras, nenhum resultado positivo) porém a
mostra em Aguas Claras (72 amostras, 6 amostras positivas) foi 10 vezes maior, podendo

ter influenciado a analise do presente estudo.

A metodologia utilizada ndo permitiu a diferenciacdo entre as espécies de
tripanosomideos com precisdo ja que esses oligonucleotideos anelam em toda a familia
Tripanosomatiadae. Outros oligonucleotideos do mesmo rDNA alvo podem participar na

diferenciacdo direta apenas de 7. cruzi (oligonucleotideos D71 e D72) e de T. rangeli
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(oligonucleotpideos R1 e R2). Todas as amostras positivas foram testadas por meio da
PCR para Leishmania spp. objetivando-se diferenciar o género encontrado nas amostras
(Figura 2.2), uma vez que a area analisada ¢ considerada endémica para esse parasita.

Todas as

Tabela 2.2 — Distribui¢do das amostras positivas e negativas para Trypanosoma spp.
(oligonucleotideos D75 e D76) dividido entre as regides administrativas analisadas do DF

Regido Administrativa Amostras Positivas  Amostras Negativas TOTAIS
Aguas Claras (Domiciliar) 6 (2,9%) 66 (32%) 72 (34,9)
Asa Sul (Domiciliar) 0 (0%) 2 (0,9%) 2 (0,9%)
Asa Norte (Domiciliar) 0 (0%) 4 (1,9%) 4 (1,9%)
Vicente Pires (Peri-domiciliar) 4 (1,9%) 13 (6,3%) 17 (8,2%)
SMPW (Peri-domiciliar) 2 (0,9%) 6 (2,9%) 8 (3,8%)
Estrutural (Peri-domiciliar) 0 (0%) 20 (9,7%) 20 (9,7%)
Taguatinga (Peri-domiciliar) 0 (0%) 7 (3,3%) 7 (3,3%)
PAD DF (Rural/ Silvestre) 0 (0%) 40 (19,4%) 40 (19,4%)
Paranoa (Peri-domiciliar) 1 (0,4%) 14 (6,7%) 15 (7,2%)
Sdo Sebastido (Peri-domiciliar) 3 (1,4%) 18 (8,7%) 21(10,1%)
TOTAIS 16 (7,7%) 190 (92,3%) 206

amostras positivas nesse estudo foram negativas para Leishmania spp. confirmando a
infeccdo por Trypanosoma spp. A prevaléncia do agente etiologico da leishmaniose ¢
persistente ¢ vem aumentando sua incidéncia nos ultimos anos (Reis et al, 2017). Os
exames sorologicos entre as Trypanosoma spp. € Leishmania spp. ndo sdo métodos
confiaveis para o diagndstico dessas doengas em cdes assintomaticos pois as reagdes
cruzadas sdo bem descritas (Souza et al., 2009; Luciano et al, 2009) mesmo que sejam
usados oficialmente para o diagnostico de LVC. Portanto ¢ necessario a inclusdo de
exames mais especificos como a PCR para determinar diagnosticos, diminuir a
possibilidade de falsos resultados por reagdo cruzada e identificar corretamente possiveis

casos de coinfecc¢do por varias espécies da Familia Trypanosomatidae.

Nao existem dados oficiais sobre a populacdo canina no DF, portanto a

populagdo ¢ estimada junto aos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
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(IBGE) definindo a popula¢do média de caes no Brasil de 1,8 caes por domicilio. Os dados
oficiais de 2013 mostram mais de 700.000 domicilios no DF (IBGE, 2013), estimando-se
uma populacdo canina aproximada de 380.000 caes. Quando se compara a populagdo
canina presumida e o total de amostras do presente estudo o resultado obtido estd abaixo
do esperado (7,7%), uma vez que cerca de 15 a 50% da populagdo canina em d4reas
endémicas se encontra sob risco de infec¢do por Trypanosoma spp. (Dantas-Torres, 2008).
Portanto, mesmo que o presente estudo ndo tenha avaliado a prevaléncia de Trypanosoma
spp. na populacao total de caes, a ocorréncia abaixo do esperado reforga o controle atual da

transmissao vetorial no Distrito Federal.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 2.2 - Resultado da PCR para Leishmania spp. usando os
oligonucleotideos FW e BW. Coluna 1: régua molecular (100 bp,
Invitrogen®) Coluna 2 e 3: controle negativo (agua); Colunas 4 a 13:

nmnnntunn smamativrane £3Aliaana 1A A 180 nnvmbwnlAa cmnnitica

Os resultados demonstram que ndo existe diferenca na infeccdo por
Trypanosoma spp. entre as amostras positivas independente da forma que os cdes sdo
domiciliados. Em ambientes domiciliares, A infec¢ao por Trypanosoma spp. ¢ improvavel
por via vetorial. Desta forma, os animais positivos possivelmente foram infectados por
meio de ingestdo de insetos infectados, caca de pequenos animais ou ainda carcaga de

animais infectados por Trypanossoma spp. mesmo em areas altamente urbanizadas
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(Almeida et al., 2013). Esses resultados sdo compativeis com ultimo inquérito nacional
realizado entre 2001 e 2008 em criangas menores de cinco anos, residentes em area rural,
que apontou uma prevaléncia da infec¢do de 0,03%. Destas, 0,02% com positividade
materna concomitante, sugerindo transmissao vertical e apenas 0,01% com positividade
somente na crianga, indicando provavel transmissao vetorial (MS, 2015). Esses resultados
demonstram o éxito no controle da transmissdo da doenga por via vetorial sustentada no
pais, atestada pela certificacdo da interrup¢do da transmissdo vetorial pelo Triatoma
infestans, concedida pela Organizacdo Panamericana da Saude em 2006 (MS, 2015) e que
também condiz com os resultados apresentados, devido a baixa ocorréncia de infecgao por

Tripanosoma spp. em caes nas regides do DF analisadas nesse estudo.

A ocorréncia de Trypanosoma spp. observada nas amostras pode ser
explicada pela presenca ja descrita de vetores sinantropicos registrados no DF como o
Panstrongylus megistus, P. geniculatus, P. diasi, Rhodnius neglectus, Triatoma
pseudomaculata e T. sordida. Oficialmente, T. infestans nunca foi registrado em casas nos
limites do DF desde a instalagdo da vigilancia entomologica, tampouco a transmissao
autoctone de Tripanosoma cruzi foi comprovada na mesma regido (Maeda et al., 2012). Ha
relatos da presenga de Trypanosoma sp. em insetos flebotomineos transmissores de LVC
(Ferreira et al., 2015), porém investigacdes ndo sugerem que mosquitos, aracnideos e
anelideos desempenhem papel na transmissdo das tripanosomiases (Bazolli et al., 2002;

Dantas-Torres, 2008).

A infecgdo por via oral por ingestdo dos insetos portadores de formas
tripomastigotas ¢ a forma de infec¢do mais provavel em ambientes domiciliados. Nos
ambientes peridomiciliar e rural, além da transmissao por via oral por ingestao de insetos, a
vida livre dos cdes também sustenta a possibilidade de transmissdo por ingestdo de
carcagas e pequenos animais devido ao habito de caga inerente aos caes (Castafiera et al.,
1998; Aquino et al., 1999; Bazzoli et al., 2002). Os resultados ndo coincidem com os
resultados de inquérito soroldgico realizado na regido nordeste do Brasil onde o ambiente
peridomiciliar e rural é considerado um fator de risco relevante naquela regido para
Trypanosoma cruzi (Ferreira et al., 2016). Assim sendo, a infec¢do oral por meio de

ingestdo de insetos ou de carcagas contaminadas seria uma via de transmissdo mais
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provavel no DF que na regido nordeste do Brasil.

O sequenciamento genético dos produtos obtidos por meio da PCR faz-se
necessario para identificar as espécies de Trypanosoma spp. ApoOs os resultados do
sequenciamento, espera-se identificar predominantemente 7. Cruzi Tcl, pois esses
parasitam cdes e ha ocorréncia desse parasita na regido central do Brasil (Almeida et al.,
2013). A identificacdo de 7. evansi também ¢é possivel, embora a maioria dos relatos de
infec¢do onde nao hé tratamento adequado resulta em Obito, ha relato infe¢dao cronica em
um cdo com sintomatologia caracteristica como fraqueza progressiva, inapeténcia e anemia
no Rio Grande do Sul, onde mesmo sem devido tratamento o cdo se reestabeleceu
(Franciscato et al., 2007). Outro relato também no Rio Grande do Sul, onde houve
apresentacao aguda em dois cdes também sintomaticos apresentando febre, inapeténcia,
perda de peso e que apesar do tratamento especifico com aceturato de diminazeno (7
mg/kg, em dose unica) os pacientes vieram a obito. (Colpo, et al., 2005). A infec¢ao
experimental de cdes por 7. evansi demonstrou sinais clinicos como febre, edema de

membros anteriores e apatia (Aquino, 1999; Bazolli et al., 2002).

T. rangeli ¢ prevalente em toda a América do Sul e Central em humanos e
outros mamiferos, incluindo a Ordem Carnivora, mas como esse parasita so foi descrita na
regido amazodnica (Maia da Silva, 2004, 2007, 2009), sua presenga nas amostras analisadas

¢ improvavel.

Os relatos de 7. caninum aumentam a cada ano desde a sua descrigdo (Pinto
et al., 2014; de Oliveira et al., 2015) mas ¢ improvavel que alguma das amostras seja
identificada pois todos os espécimes até agora identificados s6 foram isolados a partir de
culturas axénicas de fragmentos intactos de pele e testaram negativo para hemocultura,
infeccdo de macréfagos e triatomineos, podendo indicar transmissao por outros vetores nao

triatomineos (Madeira et al., 2009, de Oliveira et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

Diante das 206 amostras analisadas, 7,7%(16) das amostras estavam
infectadas para Trypanosoma spp. demonstrando uma situa¢do endémica para a infecgdo
por Trypanosoma spp., com a presenga de hospedeiros, vetores e parasitas na regido
pesquisada, possibilitando assim a transmissdo vetorial, mecanica e por via oral. Nao
verificou-se diferenga entre os ambientes que os caes vivem como fator de risco, sendo que
os caes domiciliados, peridomiciliados e de ambiente rural/ silvestre apresentaram infec¢do
por Trypanosoma spp. em 2,9% (6), 2,9%(6) e 1,9%(4) das amostras respectivamente. Em
relacdo as regides analisadas onde residem os cdes no que diz respeito a presenca da
infec¢do por Trypanosoma spp. nao se verificou diferenga, mas o reduzido numero de
amostras coletadas em algumas regides pode ter comprometido a analise. As técnicas de
diagnostico por meio da PCR devem ser usadas para o correto diagnostico dos diversos
parasitas que podem acometer os cdes devido a reagdes cruzadas nos exames soroldgicos

atualmente utilizados.

A situagdo epidemioldgica em relagdo aos tripanosomideos na regido
estudada requer mais pesquisas para determinar a circulacdo das diferentes espécies na
regido e a determinagdo da prevaléncia daquelas espécies patogénicas tanto para caes,
como para humanos, uma vez que ambos hospedeiros representam grupos de risco para

essas endemias.
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