VIRTU “a‘.;,\, Ilt”]TlI

B W

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

INFECCAO POR Trypanosoma sp. EM Boa constrictor NA

REGIAO NORDESTE DO BRASIL: ALTERACOES
HEMATOLOGICAS E CARACTERIZACAO MOLECULAR

ANDERSON DE JESUS SANTOS

Salvador — BA
2020



ANDERSON DE JESUS SANTOS

INFECC}AO POR Trypanosoma sp. EM Boa constrictor NA
REGIAO NORDESTE DO BRASIL: ALTERA(;OES
HEMATOLOGICAS E CARACTERIZACAO MOLECULAR

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em  Biotecnologia,
Instituto de Ciéncias da Saulde,
Universidade Federal da Bahia, como
requisito para obtencdo do grau de
Mestre em Biotecnologia.

Area de concentragio: Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Wagner Dias Portela
Coorientadora: Prof.2 Patricia Oliveira Meira Santos (UFS)

Salvador — BA
2020



com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema Universitario de Bibliotecas (SIBI/UFBA),

Santos, Anderson de Jesus
Infecgao por Trypanosoma sp. em Boa constrictor na
Regido Nordeste do Brasil: alteragdes hematoldgicas e
caracterizagdo molecular / Anderson de Jesus Santos.
Salvador, 2020.
ge £. : il

Orientador: Ricardo Wagner Dias Portela.

Coorientadora: Patricia Oliveira Meira-Santos.

Dissertagdo (Mestrado - Programa Pés-Graduagdo em
Biotecnologia) -- Universidade Federal da Bahia,
Universidade Federal da Bahia, 2020.

1. Parasitologia. 2. Animais Silvestres . 3.
Estudo Filogenético . 4. Hematologia . 5. Répteis. T.
Portela, Ricardo Wagner Dias. II. Meira-Santos,
Patricia Oliveira . III. Titulo.




ANDERSON DE JESUS SANTOS

“Infeccao por Trypanosoma sp. em Boa constrictor na regiao
nordeste do Brasil: alteragoes hemaltolégicas e
caracterizacao molecular”

Dissertagao apresentada como requisito para obtengio do grau de Mestre em
Biotecnologia pelo Instituto de Cidncias da Salde da Universidade Federal da
Bahia.

Aprovada em 23 de janeiro de 2020.

BANCA EXAMINADORA:

Ricardo Wagner Dias Portela- Orientador @W

Dowsar em Bioguimica e Imunoiogla peis Universidade Federal de Minas Geras,
UFMG, Brasil.
Universdade Federal da S8ahia.

o
Thiago Campanharo Bahienss M'a (2 6 3 :bg ( > .—‘//
Dautor eg\ Cincias Veserinanas pela Unversidate Faderal Rural do Ro de Janer,
UFARJ, Brasi

Univarsidade Federal da Bahia,

Barbara Masia Parana da Siva Scuza “(’Qm,zg’
Dautora am Ciéncia Avmal nos Trdpicos pela Universcade Federal da Bahia,
UFBA, Brasd

Universidade me
- = » '
Ika Biondi XI5 gl

Doutora em Bictecnologa ptla Univarsidade Estadual de Fara 08 Santana,
UEFS, Brasll,

Universidade Estacual de Fera de Sartana




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

ANDERSON DE JESUS SANTOS — Nascido em 14 de julho de 1994, na cidade de Catu — Ba.
Concluiu seu ensino médio no ano de 2012, no Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologia
Baiano Campus Catu, Catu — BA, onde obteve o titulo de Técnico em Agropecuaria. Em 2013
ingressou na Universidade Federal de Sergipe, no campus S&o Cristévao — SE, no curso de
Medicina Veterinaria, formando-se em 2017. Durante sua graduacdo em Medicina Veterinaria,
foi bolsista CNPQ e FAPITEC, realizando pesquisas na area de parasitologia veterinaria. Foi
também bolsista voluntario, realizando pesquisas na area de microbiologia alimentar, patologia
clinica e anatomia animal. Em 2017, realizou estagio supervisionado no Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular (Labimuno) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), onde
adquiriu conhecimentos na area de imunologia veterinaria; neste estagio, desenvolveu pesquisa
sobre a soroepidemiologia da linfadenite caseosa em ovinos do estado de Sergipe, a qual foi
apresentada como trabalho de concluséo de curso. Esse estudo ainda lhe rendeu uma coautoria
no artigo cientifico “A panel of recombinant proteins for the serodiagnosis of caseous
lymphadenitis in goats and sheep” na revista Microbial Biotechnology. Ingressou na Programa
de Pos-graduacdo em Biotecnologia da UFBA, no curso de mestrado, em 2018, onde pbde
aperfeicoar seus conhecimentos na area de imunodiagndstico, biologia molecular e

parasitologia.



Vi

DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha mae, Ana Meire, mulher negra e forte, que abdicou dos
seus sonhos para me dar a vida e para que eu pudesse realizar os meus.

Ao meu orientador, Prof. Ricardo Portela, fonte de inspiracao profissional e pessoal.
Aos meus amigos e familiares, que nunca deixaram de acreditar em mim.

A todos aqueles que, de forma direta ou indireta, contribuiram para a concretizacao

desse sonho.



Vil

AGRADECIMENTO

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus, pois tudo que vivenciamos é uma dadiva
de sua vontade, e desta forma toda a honra seja dada a ele.

Agradeco a minha mée Ana Meire, por sempre me apoiar e por ser meu rochedo, a
pessoa que diariamente me preenche de amor incondicional.

N&o ha palavras para descrever tamanha gratiddo que tenho ao Prof. Ricardo Portela,
por ter me acolhido, pela paciéncia, pela gentileza e pela fonte de inspiracdo; quando crescer
quero ser igual ao senhor.

Ao meu irmdo Denilson e as minhas irmds Eva e Laena, vocés estdo eternamente no
meu coracao.

Ao0s meus pais Evanildes e Edimario, pois me fazem lembrar sempre que os lagos de
sangue sdo mero detalhe formal.

Aos meus avés, Waldelice e Elias, amo muito vocés. Meus tios, Ana Claudia, Edmilson,
Roberval, Adailton e Jaciara, vocés estdo no meu cora¢do. A minha bisavé dona Maria, e seus
106 anos de idade, vamos bater esse record mundial!

Aos amigos do grupo de pesquisa em Biotecnologia Aplicada a Saude Animal, Marcos,
Maysa, Gustavo, Laerte, Ana Rita, Kalil e Mayana.

Aos meus amigos de bancada: Barral, Julia Clara, Daniela e Bianca, 0 mundo todo sera
nosso!! Auuuuu!!!!

As minhas confidentes Yanca e Leticia, meninas precisamos nos ver urgentemente.

Ao meu grande amigo Davi, meu pombo de estimacao, e a Washington e suas mil e uma
formas de me irritar.

A minha eterna orientadora Profa. Patricia Meira Santos! Baiana arretada. Te adoro.

Agradeco a Taynara, Fernanda e Douglas, adoro vocés.

A meus eternos amigos da pensdo da dona Luci, Nana, Peri, Romario e Jana, quero saber
quando vamos nos reunir!

Aos meus amigos Felipe e Danilo, prometemos curtir juntos!!

Meus agradecimentos ao Henrique, a Waldira (Wall) e ao Rodrigo! Todo meu carinho
a voces.

Ao meu grande amigo Dionizio, melhor veterinario de Alagoas. A Ju, te adoro.

A todos os colegas e amigos, cujos nomes ndo listei aqui, mas que fazem parte da minha

historia e eu 0os amo.



viii

Ao pessoal do LABIMUNO, por todo o suporte técnico e pela convivéncia, a dona
Chica, dona Zilda, senhor Mério, pessoas que sdo patrimonios do lab.

Ao Prof. Roberto Meyer, por todo o apoio académico e cientifico.

Ao pessoal do Zoologico de Aracaju, do SASE, do NOAP-UFBA e LAPH-UEFS.

Ao Programa de Poés-graduacdo em Biotecnologia e a todos os professores que
contribuiram para a minha formacéo académica.

A CAPES, pelo auxilio financeiro.



EPIGRAFE

“Se cheguei até aqui foi porque me apoiei no ombro dos gigantes”

Isaac Newton



RESUMO

SANTOS, A. J. Infecgdo por Trypanosoma sp. em Boa constrictor na regido Nordeste do
Brasil: alteracdes hematoldgicas e caracterizacdo molecular. 2020. 86f. Dissertacdo (Mestre
em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias da Saude — Universidade Federal da Bahia, 2020.

Trypanosoma consiste em um género de hemoparasitas flagelados capazes de infectar
vertebrados e ocasionar doencas de importancia médica e veterinaria. Apesar de ser descrita
uma ampla ocorréncia de Trypanosoma em répteis, em sua maioria lagartos e mais raramente
em serpentes, pouco se sabe a respeito da ocorréncia desse parasito em jiboias (Boa constrictor),
bem como os efeitos do parasitismo na salde dos animais. Diante da escassez de informagdo a
respeito da ocorréncia de Trypanosoma em serpentes da regido Nordeste do Brasil, o presente
estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia deste parasito em jiboias dos estados da Bahia
e Sergipe, bem como avaliar as consequéncias fisioldgicas da infeccdo e caracterizar
molecularmente os parasitos isolados. Para isso, foram analisadas 61 jiboias, 47 na Bahia e 14
em Sergipe. Foi realizada a coleta de sangue das serpentes, sendo essas amostras submetidas a
analise microscopica para identificacdo de formas flagelares, exames de hemograma, e também
o soro foi obtido para realizacdo de analises de bioguimica clinica. Foi realizada hemocultura
com o intuito de isolar o parasito e caracteriza-lo por meio da técnica de PCR. A partir da
analise de esfregaco sanguineo, foram identificados 9 animais positivos, 01 no estado da Bahia
e 08 em Sergipe. A analise dos valores hematoldgicos dos animais infectados e ndo infectados
demonstrou diferenca estatistica significativa para volume globular (p<0,0005), hemoglobina
(p<0,005), volume corpuscular médio (p<0,005) e hemoglobina corpuscular média (p<0,05),
com os animais infectados apresentando menores valores. Na leucometria, houve diferenca
entre os niveis de eosinofilos (p<0,00005) e heteréfilos (p<0,05), com o aumento do ndmero
desses dois tipos celulares nos animais parasitados. N&o foi observado alteracdes nos valores
de bioguimica clinica nos animais infectados. As analises de homologia dos genes GAPDH e
SSU RNA identificaram os isolados como Trypanosoma serpentis. Com o presente trabalho foi
possivel identificar o primeiro relato da ocorréncia de Trypanosoma serpentis em jiboias da
Bahia e de Sergipe, e que ha influéncia desse parasitismo em valores de hemograma e

leucograma.

Palavras-chave: filogenia, diagnostico molecular, répteis, serpentes, tripanossomiase.
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ABSTRACT

SANTOS, A. J. Infection by Trypanosoma sp. in Boa constrictor from Brazilian Northeast
region: hematological changes and molecular characterization. 2020. 83f. Dissertation

(MSc in Biotecnology) — Health Sciences Institute — Federal University of Bahia, 2020.

Trypanosoma is a genus of flagellated hemoparasites that can infect vertebrates and cause
diseases of medical and veterinary importance. Although a large occurrence of Trypanosoma
is described in reptiles, mostly are lizards, and is more rarely described in snakes. Little is
known about the occurrence of this parasite in Boa constrictor, as well as the effects of
parasitism on animal health. Given the scarcity of information about the occurrence of
Trypanosoma in snakes from northeastern Brazil, the present study aimed to investigate the
occurrence of this parasite in Boa constrictor of the states of Bahia and Sergipe, as well as to
evaluate the physiological consequences of infection and to molecularly characterize the
isolated parasites. For this, 61 Boa constrictors were analyzed, 47 in Bahia and 14 in Sergipe.
Serpent blood was collected, and these samples were submitted to microscopic analysis to
identify flagellar forms, blood count tests, and serum was obtained for clinical biochemistry
analysis. Blood culture was performed in order to isolate the parasite and characterize it by
PCR. From the blood smear analysis, 09 positive animals were identified, 01 in the state of
Bahia and 08 in Sergipe. Analysis of the hematological values of infected and uninfected
animals showed a statistically significant difference for globular volume (p <0.0005),
hemoglobin (p <0.005), mean corpuscular volume (p <0.005) and mean corpuscular
hemoglobin (p <0, 05), with infected animals showing lower values. In leukometry, there was
a difference between eosinophil (p <0.00005) and heterophil (p <0.05) levels, with increasing
number of these two cell types in parasitized animals. No changes in clinical biochemistry
values were observed in infected animals. Homology analysis of GAPDH and SSU RNA genes
identified isolates as Trypanosoma serpentis. With the present work it was possible to identify
the first report of Trypanosoma serpentis occurrence in Bahia and Sergipe Boa constrictor, and

that there is influence of this parasitism on blood count and white blood cell values.

Keywords: molecular diagnosis, phylogeny, reptiles, snakes, trypanosomiasis.
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Figura 1 - Células hematoldgicas de jiboias (Boa constrictor). Observacdo dos leucdcitos
sanguineos de jiboias (setas): A — mondcito; B — linfdcito; C- heterdfilo; D- eosinofilo; E —
basofilo; F- trombdcitos. E possivel observar hemacias nucleadas em todas as figuras (ponta de
seta). Esfregacos corados pelo corante de Giemsa e panotico rapido. Observacdo em objetiva
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Figura 2 — Arvore filogenética baseada na concatenacio dos genes subunidade menor
(SSU) rRNA e glicosomal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (JGAPDH) agrupando 0s
Trypanosoma em diferentes clados. Arvore filogenética gerada pelos métodos de maxima
verossimilhanga (ML) e inferéncias bayesianas. As espécies foram agrupadas em oito clados,
sendo estes: Clado aquético, clado Trypanosoma grayi, clado T. lewisi, clado T. cruzi, clado

avian, clado T. brucei, clado lagarto/serpentes e clado T. theileri. .......c.cccoveveeiiiiciicieee, 19

Figura 3 - Comparacao dos valores de eritrograma entre animais negativos e positivos
para Trypanosoma serpentis em andlise de esfregaco sanguineo. Pardmetros avaliados:
hemacias (A), volume globular (B), hemoglobina (C), volume corpuscular médio (D),
hemoglobina corpuscular média (E) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (F).
Foram avaliados 61 animais, sendo 52 negativos e 9 positivos. Os resultados foram submetidos
ao Teste t de Student e Mann-Whitney, e as diferencas estatisticamente significativas séo
representadas por * (p < 0,05), ** (p <0,01) e *** (P < 0,001)....ccceevvriiriieiinirirereeee e 34

Figura 4 - Comparacéo de valores de leucograma entre os grupos de animais negativos e
positivos para infeccdo com Trypanosoma serpentis por analise de esfregaco sanguineo.
Parametros avaliados: leucometria global (A), azurofilos (B), heteréfilos (C), eosinéfilos (D),
linfocitos (E) e basofilos (F). Foram avaliados um total de 61 animais, 52 negativos e 9
positivos. Os resultados foram submetidos ao Teste t de Student e Mann-Whitney, e diferencas
estatisticamente significativas séo representadas por * (p < 0,05) e **** (p < 0,0001). Os pontos
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Figura 5 - Comparacdo de valores de bioquimica clinica entre os grupos de animais
negativos e positivos para infeccdo com Trypanosoma serpentis por anélise de esfregaco
sanguineo. Parametros avaliados: Proteinas totais (A), Albumina (B) ALT (C), Glicose (D),

Ferro (E), Creatinina (F), Acido urico (G) e Colesterol (H). Foram avaliados um total de 61
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animais, 52 negativos e 9 positivos. Os resultados foram submetidos ao Teste t de Student e
Mann-Whitney, e diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por * (p < 0,05)
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Figura 6 - Formas tripomastigotas sanguineas de Trypanosoma serpentis em sangue de
jiboia (Boa constrictor). As figuras A, B, C, D, E e F apresentam as principais conformacgoes
do T. serpentis observadas em esfregacos sanguineos. Em A e B pode-se observar
tripomastigotas em sua forma circular, sendo essas as formas predominantes nos esfregacos de
sangue, e em A é possivel observar uma figura de mitose. Em C, D e E é possivel observar as
tripomastigotas na forma semicircular e ndo circular. E possivel observar também o cinetoplasto
(cabeca de seta) como um pequeno ponto basofilico solto na membrana ou aderido ao corpo do
parasito na regido posterior; O flagelo (seta preta) é observado nas figuras A, B, C, E e F,
emergindo do corpo na regido anterior. O nucleo (N) é visivel nas figuras B, C,De E.EmD, é
possivel observar uma tripomastigota com uma membrana ondulante escassa (seta vermelha) e

aderida ao corpo. Objetiva com aumento de 1000X. ......c.cocviierrerenrieiierie e 37

Figura 7 - Formas epimastigotas de Trypanosoma serpentis em cultivo com meio NNN-
LIT. E possivel observar o nicleo na regido central (seta azul) do corpo do parasito, 0
cinetoplasto (seta vermelha) proximo ao nucleo, na regido anterior do corpo do parasito, flagelo
livre que emerge da regido anterior (seta preta) do parasito e a membrana (cabeca de seta)
ondulante iniciando a partir da regido central do corpo das epimastigotas. Coloragdo pela

técnica de Giemsa. Objetiva com aumento de 1000X..........cccceieeieeiieieerie e 38

Figura 8 - Resultado da reacdo da PCR para o gene gGAPDH de diferentes espécies de
Trypanosoma: Em PM é possivel observar as bandas do padrdo molecular. As amostras
numeradas correspondem as espécies referéncia 1- T. rangeli cepa H-14; 2- T. cruzi cepa CL;
3- T. conorhini cepa Deane; 4-T. conorhini cepa LO/Z; 5-T. rangeli cepa SC-58; 6- T. cruzi
cepa Dm28C; 7-T. cruzi cepa Y; 8- T. rangeli cepa San Agustin. E possivel observar a formagéo
da banda principal (gGAPDH) na linha de 600pb. Né&o foi observada nenhuma amplificacéo no
CONErole NEGALIVO (CIN). ...eiiiitiiiiiiiie ettt 41

Figura 9 - PCR para o gene gGAPDH de diferentes espécies de Trypanosoma. Da esquerda
para a direita, pode ser observado em PM as bandas do padrdo molecular. Nos pogos numerados
de 1 a 3, encontram-se 0 DNA das cepas de referéncia de Trypanosoma cruzi cepa INPA 3663,

T. mega e T. rangeli cepa Peita Gonzales, respectivamente. Nos pogos de 4 a 8, encontra-se 0S
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isolados de Trypanosoma serpentis obtidos durante o estudo, sendo o isolado 5 pertencente ao
estado da Bahia e os demais ao estado de Sergipe. E possivel observar que tanto a cepa de T.
mega (2) e os isolados 4 (Sergipe) e 5 (Bahia) apresentaram a formacao de duas bandas com
pesos semelhantes, na faixa de peso molecular do gene gGAPDH (600pb). N&o foi observado

a formacéo de banda no poco destinado ao controle negativo (CN). .......ccovvveeieiiniienieennnnn 41

Figura 10 - PCR para o gene r18S de diferentes cepas de Trypanosoma: Da esquerda para
a direita, em PM € possivel observar a disposicdo das bandas do padrdo molecular, sendo que
as amostras numeradas correspondem a duplicatas das espécies referéncia: 1- T. rangeli cepa
H-14; 2- T. cruzi cepa CL; 3- T. conorhini cepa Deane; 4-T. conorhini cepa LO/Z; 5-T. rangeli
cepa SC-58; 6- T. cruzi cepa Dm28C; 7-T. cruzi cepa Y; 8- T. rangeli cepa San Agustin e em 9
- T. cruzi cepa INPA. E possivel observar a formagc&o da banda principal (r18S) entre as linhas

de 3000pb e 1500pb. Né&o foi observada nenhuma amplificacdo no controle negativo (CN)..42

Figura 11 - PCR para o gene r18S de diferentes cepas de Trypanosoma. Em PM encontra-
se 0 padréo de peso molecular. Nos pocos 1 e 2, encontra-se a duplicata do DNA das cepas de
referéncia T. mega e T. rangeli cepa Peita Gonzales. Nos pocos de 3 a 7, também em duplicata,
encontra-se os isolados de Trypanosoma serpentis obtidos durante o estudo, sendo o isolado 4
pertencente ao estado da Bahia e os demais ao estado de Sergipe. E possivel observar a
formagé&o da banda principal (r18S) entre as linhas de 3000pb e 1500pb. .......cccccccververirannnne 42

Figura 12 — Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene gGAPDH de Trypanosoma
serpentis. A arvore foi construida a partir dos residuos de aminoacidos codificado pelo gene
gGAPDH para diferentes Trypanosoma. E possivel observar que tanto o isolado obtido na Bahia
(T. serpentis C538), quanto os isolados oriundos de Sergipe (T. serpentis C4, C125, C678 e
C3), agrupam-se em um mesmo clado, junto com o isolado de T. serpentis (FJ236512.1) e T.
cascavelli (FJ236511.11-551), sendo identificados como T. serpentis. E possivel observar a
presenca do Trypanosoma freitasi (MF401952.11-518) no mesmo ramo que os isolados do
presente estudo. As diferentes sequéncias de T. conorhini, T. cruzi, T. rangeli e T. mega,
correspondem as cepas de referéncia sequenciadas no presente estudo. As sequéncias de T.
serpentis (FJ236512.1), T. cascavelli (FJ236511.11-551) e Trypanosoma freitasi
(MF401952.11-518) foram retiradas do banco de sequéncia de aminoacidos Uniprot. Arvore
gerada pelo método de parcimonia, a partir do programa IQTREE, com 1000 replicacdes de

ATV 0TS, oot 43
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1. INTRODUCAO

As serpentes sdo animais que despertam grande atencdo em zooldgicos e centros
conservacionistas, sendo grande parte dessa situacdo atribuida a sua heterogeneidade de cores
e tamanhos, bem como a uma mitica que a envolve esses animais (MARESOVA & FRYNTA,
2008; GARCIA et al., 2015). Atualmente s&o descritas no mundo aproximadamente
10.793 espécies de repteis, e desse total 3.709 sdo serpentes (UETZ, 2018). Segundo a
Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH), até 2015 o Brasil apresentava cerca de 773
espéecies de répteis, compreendendo a terceira posicdo em diversidade no mundo,
perdendo apenas para a Australia (1022) e México (913) (COSTA & BERNILS, 2015).

No Brasil, as serpentes sdo encontradas amplamente distribuidas nos diferentes
biomas e sdo agrupadas em 10 familias, 81 géneros, compreendendo 371 espécies.
Dessas, as serpentes da familia Elapidae (coral verdadeiras) e Viperidae (cascavel,
surucucu pico de jaca e jararacas) sdo as de maior interesse médico devido aos acidentes
com humanos e animais, relacionados a inoculagdo de pecgonha, e pelo interesse
biotecnoldgico na producdo de medicamentos a partir de moléculas da bioativas. Apesar
da importancia das familias citadas acima, o pais possui uma imensa biodiversidade de
serpentes sem peconha, as quais desempenham um importante papel ecologico por meio
do controle de roedores e outros animais, além de serem atualmente utilizadas como
animais de companhia (BAUER & BAUER, 2014).

A familia Boidae compreende serpentes de grande importancia ecoldgica, nela
incluindo-se as maiores serpentes do mundo (BARBOSA et al., 2006). A familia é
composta por cinco géneros, Boa, Chilabothrus, Corallus, Epicrates e Eunectes,
apresentando habitats variados (PYRON et al., 2014; CARVALHO et al., 2018). As
jiboias sdo serpentes que pertencem ao género Boa e a espécie Boa constrictor, tem sua
ocorréncia em regides neotropicais, sendo encontrada desde o México até a regido norte
da Argentina. No Brasil, sdo encontradas nas florestas tropicais, no semiarido, na regido
pantaneira e em campos abertos (HENDERSON, et al., 1995; LIMA, 2016). Devido ao
desmatamento de areas de florestas onde séo encontradas, tem sido comum a ocorréncia
de jiboias em areas periurbanas, alimentando-se de pequenos roedores e aves (SILVEIRA
& MARTINS-NETO, 2007). Somado a isso, ocorre a adocédo crescente de jiboias como
animais de companhia e sua manutencdo em zooldgicos (MARESOVA & FRYNTA, 2008;
VIANA etal., 2014), estreitando-se ainda mais o contato dos humanos com esses animais.



Assim como para as diversas espécies de animais domesticos, silvestres e o ser
humano, as parasitoses compreendem um grupo de doencas de grande importancia em
serpentes, as quais podem ser ocasionadas por uma gama de organismos, tais como
ectoparasitas, onde os carrapatos se afiguram como um dos principais parasitas das
serpentes, podendo transmitir diversas doencas as mesmas (RAMO et al., 1998; FIORINI
etal., 2014; CATHERINE et al., 2017), mas também pode-se citar 4&caros (MARIANA et
al.,, 2011), endoparasitas nematoides e trematddeos (SAMINDA et al., 2009;
CARBAJAL-MARQUEZ et al., 2018; SOU et al., 2018) e protozoarios (SANTOS et al.,
2005; RINALDI etal., 2012; YIMMING et al., 2016; MCALLISTER et al., 2018). Entre
esses Gltimos, o de maior ocorréncia é o Hepatozoon sp. (MOCO et al., 2002; TOME et
al., 2012; KAUFFMAN et al., 2017), podendo ser encontrado também Plasmodium sp.
(THOISY et al., 2000) e raramente espécies de Trypanosoma (BAUER & BAUER,
2014). Esses agentes etioldgicos afetam de forma variada a salide das serpentes, podendo
em alguns momentos atuarem de forma branda, e em outros serem fatais (DONALDSON
et al., 1975), fazendo-se necessario a identificacdo desses agentes, as doencas que eles
ocasionam e sua forma de transmisséo, com vista a estabelecer tratamentos adequados e
preventivos para a manutencdo da salude das serpentes, aléem de identificar e reduzir
eventuais riscos de transmissdo desses patdgenos.

O género Trypanosoma compreende um grupo cosmopolita de hematozoérios que
infectam uma ampla gama de vertebrados, sendo descritos em mamiferos, aves, anfibios,
peixes, répteis e no homem (LIMA et al., 2012; ATTIAS et al., 2016; COOPER et al.,
2017; MAFIE et al., 2018, PACHECO et al., 2018; SANTOS et al., 2018). Algumas
espécies sdo agentes zoondticos capazes de ocasionar severas doencas no homem e em
animais de producdo ao redor do mundo. Sdo parasitas comumente transmitidos por
vetores artropodes hematdfagos, sendo os insetos triatomineos, moscas € mosquitos 0s
transmissores mais comuns entre os invertebrados terrestres (CURTIS-ROBLES et al.,
2018). E descrita também a transmissdo de Trypanosoma por algumas espécies de
carrapatos, precisando de uma maior elucidagdo a respeito da importancia desses acaros
na cadeia de transmissdo desse patogeno (VIOLA et al., 2009).

Em répteis, é descrita a ocorréncia de Trypanosoma em uma grande variedade de
lagartos, serpentes e crocodilos (FERMINO et al., 2013; DVORAKOVA et al., 2015).
Sdo descritas cerca de 23 espécies de Trypanosoma parasitas de serpentes, entretanto esse
namero precisa ser revisto, uma vez que a classificacdo desses parasitos muitas vezes

foram baseadas na espécie do hospedeiro e na morfologia dos tripomastigotas sanguineos,



podendo haver espécies sindnimas, uma vez que os Trypanosomas apresentam um grande
polimorfismo, mesmo quando a amostra provém do mesmo hospedeiro (VIOLA et al.,
2008; VIOLA et al., 2009a). Pouco se sabe sobre a patogenicidade e a diversidade dos
Trypanosoma para as serpentes, uma vez que os estudos realizados se concentram em
relatar a presenca do parasito e descrever sua morfologia, dificultando o tratamento
clinico adequado.

Atualmente, a principal forma de diagnostico das espécies de Trypanosoma de
ocorréncia nos animais domesticos e silvestres se da pela observacéo direta das formas
tripomastigotas por meio do esfregaco do sangue periférico. Entretanto, € técnica de baixa
sensibilidade, uma vez que depende de uma consideravel carga parasitaria para deteccéo
no sangue circulante, além do que o grande polimorfismo apresentado pelas formas
tripomastigotas pode causar equivocos (MATTA et al., 2018). Uma forma de sanar esse
problema é o uso integrado das técnicas convencionais com técnicas moleculares
(VIOLA et al., 2008; VIOLA et al., 2009a).

Levando em consideracdo a situacdo anteriormente descrita, 0 presente projeto tem
como objetivo descrever a ocorréncia de Trypanosoma em serpentes Boa constrictor na
Regido Nordeste, realizar o diagnostico molecular da infeccdo, caracterizar
molecularmente os Trypanosoma encontrados e descrever possiveis alteracbes em

padrBes de hemograma e bioquimica clinica decorrentes dessa infec¢do



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SERPENTES DA FAMILIA BOIDAE

As serpentes sdo animais pertencentes a Classe Reptilia (répteis), Ordem Squamata,
da qual fazem parte também os lagartos, e Subordem Serpentes (LILLYWHITE, 2014).
Das 10 familias de serpentes que ocorrem no Brasil, a familia Boidae compreende as
maiores espécies de serpentes de América Neotropical, sendo representadas no Brasil por
quatro géneros, Eunectes, Boa, Corallus e Epicrates (TEXEIRA, 2013).

As jiboias (Boa constrictor) sdo serpentes amplamente distribuidas nas Ameéricas,
desde o México, América Central, ilhas acessorias ao continente, como Antilhas,
Dominica e Santa Lucia, até o sul da América do Sul (PRADO, 2006). Nao apresentam
restricdo de habitat, podendo ser encontradas nos mais variados dominios
morfoclimaticos, tais como florestas tropicais e neotropicais, regides semiéaridas, regides
pantanosas e campos abertos (LIMA, 2016).

Sdo animais dotados de grande for¢a constritora, com os adultos podendo alcancar
quatro metros de comprimento, apresentando uma forte musculatura constritora, e
machos e fémeas séo considerados adultos a partir de um metro de comprimento
(GARCIA et al., 2015). Sua dieta é generalista, baseada na predacdo de pequenos e
médios mamiferos, aves, anfibios e lagartos (LIMA, 2016). Sua reproducdo ocorre por
viviparidade, sendo comum que as fémeas sejam maiores do que os machos. Possuem
uma grande varia¢do em seu padrao de cores, sendo esse um dos critérios associados para
a classificagdo de subespécies, aliado a caracteristicas morfométricas, tais como a
contagem do numero de escamas dorsais, ventrais, caudais dentre outras, além da

contagem de manchas e descri¢do do tamanho das mesmas (LIMA, 2016).

2.2 HEMATOLOGIA GERAL

O sangue desempenha uma funcgéo vital na vida dos organismos pluricelulares,
compreende um tecido fluido, incluso em um compartimento fechado (vasos sanguineos),
sendo impulsionado em um sentido unidirecional por conta das contrac¢Ges ritmicas do
coracdo. A juncdo dos componentes figurados (células sanguineas: eritrocitos, leucocitos
e plaquetas) e da parte liquida (plasma), confere a esse tecido um conjunto de fungdes
fisiolégicas que garantem a sobrevivéncia do organismo, tais como a hematose e a
distribuicdo de oxigénio para os diversos tecidos organicos, a remoc¢do do dioxido de

carbono e o fornecimento de células e proteinas do sistema imunoldgico para os tecidos,



bem como o transporte de nutrientes (glicose, lipideos, carboidratos, vitaminas, minerais,
dentre outros) (LOPES, BIONDO, SANTOS, 2007). E da competéncia do sangue
também o encaminhamento de metabdlitos indesejados, o qual sdo metabolizados ou
excretados por diferentes 6rgéos, tais como os rins e figado. O tecido sanguineo também
é responsavel pela manutencéo da temperatura, do equilibrio hidrico, além do transporte
de hormonios e do processo de hemostasia (OZZET]I, 2013).

Nos mamiferos em geral e no ser humano, as celulas sanguineas séo classificadas
como eritrécitos e leucdcitos, os ultimos divididos em células mononucleares (mondcitos
e linfdcitos) e polimorfonucleares (neutréfilos, eosinéfilos e basofilos), além das
plaquetas, as quais compreendem fragmentos citoplasmaticos dos megacaridcitos
medulares. Diferentemente dos mamiferos, onde s6 os leucdcitos sdo nucleados, nos
répteis, aves e anfibios, todas as células sanguineas sdo nucleadas, sendo as plaquetas ndo
mais fragmentos celulares, e sim células nucleadas denominadas por alguns como
tromboticos (LOPES, BIONDO, SANTOS, 2007; CAMPBELL, 2015). Assim como nas
espécies de animais domésticos e no homem, a avaliacdo hematoldgica possui papel
fundamental no auxilio ao diagnostico e progndéstico de diversas patologias, como suporte
a clinica e como fonte de conhecimento sobre a fisiologia normal de diversas espécies de
animais silvestres (KINDLOVITS et al., 2017a).

2.3 CELULAS DO TECIDO SANGUINEO DAS SERPENTES

As hemécias das serpentes desempenham o mesmo papel do que as encontradas nos
mamiferos, porém sdo morfologicamente distintas. Nos répteis, essas células possui um
formato ovalado, com a presenca de um ndcleo central, de cor variando do azul marinho
ao roxo enegrecido, de mesmo formato. Possuem um citoplasma abundante e de
coloracdo basofilica. Assim como nos demais vertebrados, sdo as células mais abundantes
do sangue. Podem ser encontradas em esfregaco sanguineos hemécias binucleadas ou em
processo de divisdo (KINDLOVITS et al., 2017a) (Fig. 1).

Em serpentes, os trombdcitos desempenham o papel atribuido as plaguetas dos
mamiferos, sendo células de aspecto pleomorfico, com nudcleo semelhante ao dos
eritrocitos (redondo ou ovalado e de coloracdo azul escuro a roxo enegrecido), apresentam
citoplasma escasso, o qual pode atribuir um aspecto alongado ou até mesmo ameboide a
célula. Essas células em repteis participam do processo de fagocitose de particulas
estranhas (KINDLOVITS et al., 2017b) (Fig. 1F).



Os linfdcitos séo a categoria de leucocitos mais abundante no sangue das serpentes.
Sao descritas como células pequenas, medindo cerca de 1/3 do comprimento dos
eritrécitos, com formato predominantemente arredondado, assemelhando-se fortemente
aos linfocitos de mamiferos. Seu citoplasma é escasso e cora-se em tons de cinza a
basofilico (KINDLOVITS et al., 2017b) (Fig.1B).

Os mondcitos das serpentes sdo comumente denominados azurofilos, estando essa
nomenclatura associada a coloracéo azulada dessas células quando coradas com panético
rapido, Wright e Giemsa. Apresentam-se como celulas grandes, com citoplasma e nudcleo
pleomorficos. O nucleo dessas células € excéntrico, podendo apresentar cromatinas com
areas densas, e no citoplasma dos azuréfilos comumente sdo encontrados vacuolos de
tamanhos variados, bem como granulos arroxeados (CAMPBELL, 2015) (Fig. 1A).

Os heterofilos tém sido descritos como células arredondadas, de tamanho variavel
e com nucleo excéntrico, sendo o citoplasma abundante em granulos pleomorficos e de
coloragdo rosa (OZZET], 2013). Em estudos citoquimicos e ultraestruturais, identificou-
se que os heterdfilos possuem semelhancas funcionais com os neutréfilos de mamiferos,
participando do processo de fagocitose das bactérias e de antigenos em geral
(KINDLOVITS et al., 2017b) (Fig. 1C).

Os eosinofilos em répteis assemelham-se morfologicamente aos heterdfilos,
apresentado granulos acidéfilos de formato arredondado em seu citoplasma.
Diferentemente dos eosinéfilos de aves e mamiferos, o nicleo dessa célula em répteis ndo
é segmentado. Assim como nos mamiferos, seu aumento esta associado ao combate a
inflamacdes parasitarias e reacfes alérgicas (OZZETI, 2013; CAMPBELL, 2015) (Fig.
1D).

Os basofilos sdo descritos como células de nucleo periférico, apresentando grande
quantidade de granulos basofilicos difusos em seu citoplasma, 0s quais apresentam-se
arredondados. A presenca dos granulos por muitas vezes dificulta a visualizacdo do
ntcleo (CAMPBELL, 2015) (Fig. 1E).



Figura 1 - Células hematoldgicas de jiboias (Boa constrictor). Observagdo dos leucdcitos sanguineos de jiboias (setas): A — mondcito; B — linfdcito; C- heterdfilo; D-
eosinofilo; E — basofilo; F- trombdcitos. E possivel observar hemécias nucleadas em todas as figuras (ponta de seta). Esfregagos corados pelo corante de Giemsa e panotico
rapido. Observagdo em objetiva de aumento 1000x.

Fonte: SANTOS (2020)



2.4 FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

A familia Trypanosomatidae (Euglenozoa: Kinetoplastea) compreende
organismos protistas, eucariotos, unicelulares e flagelados, os quais apresentam um estilo
de vida marcado, em sua maioria, pelo parasitismo obrigatorio de uma infinidade de
organismos vertebrados, invertebrados e plantas. E subdividida nos géneros:
Trypanosoma, Blechomonas, Sergela, Wallacemonas, Hepertomonas, Phytomonas,
Blastocrithidia, Leptomonas, Lotmaria, Crithidia, Angomonas, Strigomonas,
Kentomonas, Trypanosoma e Leishmania (VOTYPKA et al., 2015). Dentre esses, 0S
géneros Leishmania e Trypanosoma sdo, até o momento, 0s Unicos que apresentam
espécies capazes de parasitar o ser humano e a uma infinidade de animais domeésticos e
silvestres, possuindo assim interesse médico e veterindrio (SIQUEIRA, 2005;
FILGUEIRAS et al., 2018).

Os protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae apresentam
caracteristicas comuns entre os diferentes géneros e espécies, sendo a principal destas a
presenca de uma organela especial e caracteristica denominada cinetoplasto, uma grande
mitocdndria modificada e ramificada, a qual apresenta uma concatenacdo de moléculas
de DNA dispostos em milhares de maxicirculos e minicirculos, conferindo a esses
organismos aspectos Unicos, além de ser a fonte energia para a manutencdo desses
organismos (SIMPSON, 1987). O nome da classe da qual faz parte esses protozoarios,
Kinetoplastea, deriva dessa mitocondria (STUART & FEAGIN, 1992; LUKES et al.,
2010). Outra caracteristica compartilhada entre os diferentes géneros dessa familia refere-
se ao ciclo de vida, o qual pode ser monoxeno (sendo ciclo de vida completo em apenas
um hospedeiro) ou heteroxeno (0s quais necessitam de no minimo dois hospedeiros para
realizar ciclo de vida) (LUKES et al., 2014). E comum também aos Trypanosomatidae a
ocorréncia de alternancia em sua forma celular durante o desenvolvimento do seu ciclo
bioldgico evolutivo, seja como uma forma de adaptacdo para a troca de hospedeiros, no
caso dos protozoarios de ciclo heteroxeno, ou como um mecanismo que lhe possibilita
uma melhor adaptacéo fisiologica ao novo meio e/ou antecipacao para proxima etapa do
ciclo de vida, sendo essa caracteristica comum aos organismos heteroxeno e monoxeno
(SIQUEIRA, 2005).

A nomenclatura dada as formas celulares dos Trypanosomatidae varia de acordo
com a posicdo em que o flagelo emerge da bolsa flagelar e do cinetoplasto, sendo a

primeira estrutura intimamente ligada a segunda, ambas comparadas de acordo a sua



posicao relativa ao nucleo. Sao entdo classificadas como amastigota, coanomastigota,
epimastigota, esferomastigota, opistomastigota, paramastigota promastigota e
tripomastigota (SIQUEIRA, 2005; HOARE & WALLACE, 1966).

2.5 GENERO Trypanosoma

Trypanosoma compreendem organismos eucariotos, protistas, unicelulares,
pertencentes ao sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, subordem Trypanomatina, familia
Trypanosomatidae e género Trypanosoma. Parasitas desse género séo descritos em todas
as classes de vertebrados e algumas classes de invertebrados (SIQUEIRA, 2005;
FILGUEIRAS et al., 2018).

Didaticamente, as espécies pertencentes ao género Trypanosoma e que realizam
parasitismo em organismos vertebrados sdo agrupadas em Stercoraria e Salivaria, de
acordo com o local de desenvolvimento no hospedeiro intermediario artropode e a forma
de infeccdo para o hospedeiro vertebrado (SOUZA & VIDAL, 2017). Os pertencentes ao
grupo Stercoraria tem seu desenvolvimento na por¢do do intestino posterior de insetos
triatomineos, sendo entdo as formas infectantes do parasito eliminadas nas fezes do
inseto, constituindo essa a principal forma de infecg¢do. Os principais representantes desse
grupo sdo o T. cruzi e o T. lewisi. No grupo Salivaria, encontra-se os Trypanosomas que
se desenvolve na porcdo anterior do intestino de dipteros (Haematobia irritans, Tabanus
spp, Chrysops spp. e Glossina sp.), 0s quais sao transmitidos por meio da picada desses
insetos, sendo T. brucei (subespécies T. b. gambiense e T. b. rhodesiense), T. evansi, T.
congolense e T. vivax exemplos desse grupo (RADWANSKA et al., 2018).

A classificacdo citada acima abrange de forma majoritaria os parasitos capazes de
infectar mamiferos e que tem sua transmissdo veiculada por dipteros e triatomineos, ndo
sendo devidamente aplicadas a espécies que acometem répteis, anfibios, peixes e aves, 0s
quais possuem outros tipos de vetores do parasito (SIQUEIRA, 2005; FILGUEIRAS et
al., 2018; OCANA-MAYORGA et al., 2018). E possivel identificar também uma certa
arbitrariedade nessa classificagdo, uma vez que em ambos 0s grupos a transmisséo ao
hospedeiro vertebrado (mamifero) pode ser dada através da ingestdo dos hospedeiros

invertebrados (insetos).
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2.5.1 Vetores dos Trypanosoma em repteis

A transmissdo de diversas espécies de Trypanosoma para 0s répteis e algumas
espécies de mamiferos tem sido fortemente associada a mosquitos. GRAMICCIA et al
(1989) em estudo a partir de fleb6tomos capturados na Italia, conseguiram identificar no
abddmen anterior de Sergentomyia minuta minuta formas epimastigotas e tripomastigotas
de Trypanosoma platydactyli, sendo esse parasito primeiramente descrito em lagartos da
espécie Tarentola mauritanica. Em um estudo conduzido por Ayala & Mckay (1971) nos
Estados Unidos, foi realizada a captura de lagartos da espécie Gerrhonotus multi
carinatus e flebotomineos da espécie Lutzomyia vexatrix occidentis naturalmente
infectados por Trypanosoma, sendo encontradas as formas epimastigotas longas e finas
na regido da cardia do inseto. Os mesmos autores conduziram um ensaio de infecdo de
fleb6tomos por Trypanosoma, nos quais, ao se alimentarem de lagarto infectados e com
18 e 64 horas de repasto sanguineo, foi possivel identificar formas celulares do parasito,
tais como epimastigotas, formas piriformes flagelares, esferomastigotas e por fim, formas
promastigotas. Esse trabalho forneceu informag6es consistentes quanto o papel desses
mosquitos na transmissdo de T. gerrhonoti e T. scclopori para lagartos.

Em estudo realizado no Brasil, Viola et al. (2008a), foi feita a identificacdo de
Trypanosoma sp. em moscas de areia Viannamyia tuberculata, o qual apresentou 98% de
similaridade com Trypanosoma cascavelli, indicando uma possivel relacéo de fleb6tomos
na transmissdo do protozoario em serpentes dessa regido. Em estudos conduzidos por
Zeledon & Rosabal (1969) na Costa Rica, os pesquisadores encontraram um
Trypanosomatidae, o qual nomearam Trypanosoma leonidasdeanei, e 0 mesmo foi
encontrado parasitando morcegos e mosquitos Lutzomyia vespertilionis, sugerindo um
possivel papel do fleb6tomo na transmissao do protozoério aos quiropteranos na América
Central. Em 1975, Chrisensen & Herrer obtiveram a confirmacdo do papel do L.
vespertilionis como hospedeiro intermediario do T. leonidasdeanei, como vetor deste para
morcegos no Panama. Para isso, 0s autores capturaram morcegos infectados com T.
leonidasdeanei e os expuseram a fémeas de L. vespertilionis criadas em laboratorio,
obtendo assim mosquitos infectados. Formas tripomastigotas e epimastigotas do
protozoario foram isoladas de diferentes regifes do intestino do mosquito, estando

aderidas ou ndo ao epitélio intestinal cinco a 12 dias apds o repasto sanguineo.
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2.5.2 Ciclo de vida dos Trypanosoma

Em seu ciclo de vida, algumas espécies de Trypanosoma podem infectar células
sanguineas de diferentes tecidos dos seus hospedeiros vertebrados, como é o caso do T.
cruzi e T. equiperdum. Diferentemente dessas espécies, T. evansi possui ciclo de vida
extracelular, permitindo um contato constante desse parasito com o sistema imunoldgico
dos hospedeiros; como uma forma de evasao apresenta pelo protozoario, 0 mesmo tende
a modificar constantemente glicoproteinas da superficie da membrana, provendo em seus
hospedeiros sintomatologias clinicas de forma ciclica a medida que o sistema
imunoldgico tenta reconhecer novamente o parasita (FILGUEIRAS et al., 2018;
RADWANSKA et al., 2018).

Apesar da grande variedade de vetores de espécies de Trypanosoma e inimeros
hospedeiros vertebrados, o ciclo de vida dos Trypanosoma assemelha-se na medida em
que formas tripomastigotas sanguineas sdo ingeridas pelo vetor hematéfago, chegam ao
intestino médio, onde transformam-se em tripomastigotas prociclicas, e a partir dai tem-
se uma diferenciacdo. Para os Trypanosoma do subgrupo Salivaria, ocorre a migracéo das
formas flagelares para o intestino anterior e proventriculo do inseto e nesse local as
formas tripomastigotas prociclicas diferenciam se em epimastigotas; essas formas
migram para a glandula salivar do inseto, onde se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicas infecciosas, aptas a infectar um novo hospedeiro vertebrado, no momento
do repasto sanguineo do mesmo (RADWANSKA et al., 2018). J& no subgrupo Stercoralis,
apos a ingestdo das formas tripomastigotas livres no sangue, ocorre a mudanca para
formas esferomastigotas e epimastigotas, sendo que essas ultimas passam para o intestino
médio, onde sofrem multiplicacdo, e parte das epimastigotas seguem o trajeto do bolo
alimentar até o bolo fecal no reto, onde ocorre uma Gltima mudanca estrutural, surgindo
entdo as formas tripomastigotas metaciclicas altamente infectivas para os vertebrados. A
infeccdo é dada por meio do contato das fezes contaminadas com mucosas, feridas ou o
local da picada do inseto no hospedeiro vertebrado; ocorre entdo a penetragao das formas
tripomastigotas metaciclicas em células teciduais, seguida da mudanca de forma para
amastigota intracelular e divisdo por fissdo binaria. Ainda na célula infectada, ocorre a
mudanca do protozoario para tripomastigotas sanguineas, as quais caem na circulagéo e
infectam outros tecidos ou podem ser novamente capturadas pelos triatomineos e retomar
o ciclo no hospedeiro invertebrado (VILLALBA-ALEMAN et al., 2018).
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Pouco se sabe sobre a cadeia de transmissao e o ciclo de vida dos Trypanosoma
em espécies de vertebrados ndo mamiferos, entretanto tem-se descrito fortemente a
influéncia de insetos hematofagos fleb6tomos como possiveis hospedeiros invertebrados
e vetores desse parasita a répteis, anfibios e aves (PHUMEE et al., 2016). Baseada na
localizacdo das formas evolutivas do parasita no hospedeiro intermediario e da via de
inoculagdo das tripomastigotas no hospedeiro vertebrado, leva-se a crer que o ciclo de
transmissdo dos diversos tipos de Trypanosoma encontrados nessas espécies seja
semelhante ao descrito para o subgrupo Salivaria, onde 0 mosquito se infecta ao realizar
0 repasto sanguineo das tripomastigotas sanguineas, (GRAMICCIA, GRANDONI,
MAROLLI, 1989). Em experimento conduzido por VIOLA et al., (2008a), os quais
realizaram infeccdo em serpentes, ndo foram identificadas formas intracelulares nos
tecidos animais, sugerindo um possivel carater extracelular do parasito nesses individuos,

semelhantes ao que é descrito para os protozoarios do subgrupo Salivaria.

2.5.3 Historia evolutiva dos Trypanosomatidae

Os protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae compreendem
microrganismos especializados no parasitismo de individuos vertebrados e invertebrados.
Diversas pesquisas foram realizadas ao redor do mundo com o intuito de compreender a
origem do parasitismo desses organismos, sendo essas baseadas nas caracteristicas
morfolégicas compartilhadas entre os diversos géneros, organizacdo e estrutura das
organelas, vias metabdlicas, tipos de hospedeiros e, mais recentemente, 0 sequenciamento
de genes especificos ou do genoma completo.

Dada a diversidade de espécies apresentada pela familia Trypanosomatidae, a
capacidade desses de parasitar de forma bem-sucedida uma infinidade de organismos
vertebrados e invertebrados, a grande conservacdo morfolégica compartilhada pelos
mesmos e a organizacao de estruturas internas distintas dos demais eucariotos, como a
presenca de uma unica mitocondria e KDNA, agrupamentos de enzimas da via glicoliticas
em estruturas glicossomicas, edicdo de RNA, transporte de moléculas via bolsa flagelar,
dentre outras caracteristicas ndo observadas na maioria dos organismos eucariotos,
reforca-se a crenga de que os Trypanosoma sejam organismos antigos, divergindo dos
demais organismos eucariotos logo apds o evento de surgimento da mitocdndria
(VICKERMAN, 1994). A presenca do kDNA, organizado em maxi e minicirculos, bem
como a existéncia de rRNA 9S e 12S (RNAs ribossémicos mitocondriais), estruturas
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altamente divergentes quando comparadas ao rRNA encontrado nas demais eucariotos,
reforca a crencga na divergéncia precoce desses organismos (GRAY, 1992).

O estudo das relagdes de ancestralidade e origem dos Trypanosomatidae precedem
a atual era da biologia molecular. Diferentemente das técnicas empregadas na inferéncia
evolutiva para organismos capazes de formar fosseis, as ferramentas utilizadas na
investigagdo dos organismos dessa familia baseavam-se no estudo comparativo da
morfologia desses parasitos, associado a investigacdo dos ciclos de vida e tipos e
distribuicdo dos hospedeiros infectados (VICKERMAN, 1994). Sendo atualmente esses
dados confrontados com as informac6es obtidos a partir do sequenciamento de genético.

A principio, foi proposto que Trypanosoma parasitas de vertebrados (ciclo de vida
heteroxeno) derivavam dos Trypanosoma moxonenos encontrados no trato
gastrointestinal de insetos ndo hemat6fagos e sanguessugas, e que 0 surgimento desse
novo habito alimentar por parte dos insetos possibilitou o aperfeicoamento do parasitismo
de animais por parte dos protozoarios (HOARE, 1972). Uma teoria proposta, contraria a
essa, diz que os Trypanosoma haviam surgidos primariamente em hospedeiros
vertebrados aquéticos, como parasitas do trato gastrointestinal desses, tendo o ancestral
dos Trypanosomatidae atual colonizado o sangue desses animais, de onde por meio de
sanguessugas e insetos habito hematdfagos, houve a disseminacdo para diversas classes
de vertebrados. Nos invertebrados, esses organismos hemoflagelados aos poucos se
aperfeicoaram para um ciclo de vida monoxeno (MINCHIII, 1908; HOARE &
WALLACE, 1966). Em estudos baseados no sequenciamento do gene codificador da
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), obteve-se arvores que
reafirmam o surgimento primeiro do ancestral dos Trypanosoma em hospedeiros
invertebrados, sendo por meio desses realizada uma ampla disseminacdo para uma
infinidade de organismos vertebrados (HAMILTON et al., 2004)

Com o surgimento das técnicas moleculares e o sequenciamento, Lake e
colaboradores, em 1988, analisando as sequéncias génicas das subunidades 9S e 12S do
rRNA mitocondrial, confirmou a teoria de Hoare, construindo uma arvore baseada em
algoritmos de parciménia e parcimdnia evolutiva e comparando as espécies heteroxénicas
T. cruzi, T. brucei e Leishmania tarentolae, e as espécies monoxénicas de insetos
Leptomonas sp e Crithidia sp, notou que as espécies de kinetoplastida de ciclo monoxeno
se enraizaram primeiro, sendo que as de ciclo heteroxeno o fizeram mais tardiamente. Ao
atribuir uma escala de tempo provisoria aos nos da arvore, e levando em consideragao o

surgimento dos ancestrais monoxénicos dos Trypanosoma antes do evento de separacao
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dos continentes africanos e americanos, porém posterior ao surgimento dos ancestrais da
mosca tsé-tsé, principal vetor da tripanossomiase na Africa, os autores obtiveram
predi¢des dos nds mais profundos para os cinetoplastideos datados de 264 + 51 milhdes
de anos atras, compativel com o periodo de surgimento do ancestral hospedeiro inseto.

Estudos posteriores ao realizado por Lake et al., em 1988, comparando genes que
codificam RNAs ribossdomicos mitocondriais e nucleares, se propuseram a identificar se
0s Trypanosoma tiveram uma Unica origem evolutiva (monofiléticos) ou se 0s mesmos
tinham surgido de uma convergéncia evolutiva de espécies diferentes (parafiléticos). A
dificuldade no processamento dos dados obtidos pelo sequenciamento, e a consequente
impossibilidade em montar arvores com topologias robustas, levantava duvidas se as
diferencgas apresentadas entre o género Trypanosoma e 0s demais membros da familia
Trypanosomatidae indicava uma parafilia do mesmo (GOMEZ et al,
1991;LANDWEBER;GILBERT, 1994). Resultados semelhantes foram obtidos por
Maslov et al., 1996, o qual analisando a subunidade maior e menor do rRNA de diferentes
Trypanosoma de vertebrados, identificou uma parafilia, na medida que T. brucei foi o
primeiro a formar um ramo divergente, sendo o0 Trypanosoma parasitas de peixes e
veiculados por sanguessugas e 0s parasitas das espécies de animais terrestres e veiculados
por insetos formaram um clado a parte; o autor passou entdo a postular que os
Trypanosoma desenvolveram-se de forma distinta de seus hospedeiros vertebrados, com
curto periodo de evolugéo conjunta.

O uso de marcadores alternativos ao SSU rRNA, como o gene codificador da
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, ofereceu novas formas de se observar as
relacbes evolutivas dos Trypanosoma. (ALVAREZ; CORTINAS; MUSTO, 1996),
analisando o uso desse gene, ndo somente se reafirmou a monofilia do género
Trypanosoma, como observou-se que as distancias evolutivas entre T. cruzi e T. brucei
eram menores que as previstas utilizando o gene SSU rRNA, além de uma maior
proximidade de T. cruzi com Leishmania e Crithidia do que com T. brucei. Em estudo
realizado por Hamilton et al. (2004), todas as arvores geradas baseando-se na sequéncia
de gGAPDH apoiaram fortemente a monofilia dos Trypanosoma, € 0s mostram como
uma linhagem relativamente tardia dentro dos Trypanosomatidae, ou seja, uma Unica
origem evolutiva.

Um estudo posterior ao realizado por Alvarez et al (1996), ampliando o nimero
de t&xons, possibilitou a constatacdo da monofilia do género Trypanosoma, tendo como

base 0 gene SSU rRNA. Essa nova abordagem possibilitou incluir T. brucei no clado, o
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qual sempre aparecia como sendo precocemente divergente dos demais Trypanosoma,
dando ao género uma origem parafilética. A observacdo de que o0s grupos de
Trypanosoma se agrupavam na arvore de acordo com seu modo de transmissao ia de
encontro as teorias propostas da aquisicdo de um ancestral dos Trypanosoma por
hospedeiros invertebrados (LUKES et al., 1997)

A dificuldade inicial em se estabelecer uma relagdo confiavel entre os parasitas
do género Trypanosoma (monofilética ou parafilética), as interacdes das espécies dentro
do género e a relacdo do mesmo com o0s demais géneros contidos na familia
Trypanosomatidae tiveram sua raiz em variaces e qualidade das sequéncias génicas
analisadas, na quantidade de t&xon incluidos, na escolha do grupo externo e na
metodologia envolvida no refinamento dos dados e na inferéncia da filogenia
(HAMILTON et al., 2004;; SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006; LUKES et al., 2014).
Em um estudo de bioinforméatica (LEONARD et al.,2011; STEVENS, 2011), foram
analisados 599 marcadores genéticos dentro do grupo dos cinetoplastideos, e identificou-
se 75 familia de genes codificadores de proteinas, que demonstravam monofilia dos
cinetoplastideos dentro de uma filogenia eucariética mais ampla. Os dados foram tratados
para analise filogenética por meio de uma concatenacgdo genética em larga escala, obtendo

um resultado robusto que apoia a monofilia do género Trypanosoma.

2.5.4 Principais genes utilizados na inferéncia de relacao filogenética e taxonomia
de Trypanosoma

Inicialmente, a classificacdo dos géneros da familia Trypanosomatidae, sejam eles
monoxenos ou heteroxenos, se deu pela visualizagdo dos mesmos por microscopia de luz
e comparacdo de suas caracteristicas morfoldgicas. A partir da década de 60 houve o
aprimoramento desse método, por meio da padronizacdo de alguns morfotipos
compartilhados na familia, proposta por Hoare e Wallace (1966), onde 0s géneros
passaram a ser definidos baseados na morfologia apresentada pelas diversas formas
evolutivas dos protozoarios e levando em consideracdo a forma evolutiva predominante
em cada fase do ciclo de vida e a especificidade dos mesmos pelos seus hospedeiros
invertebrados e vertebrado (HOARE & WALLACE, 1966; MASLOQOV et al., 2013).
Posteriormente, informagdes como caracteriza¢@es ultraestruturais e dados bioquimicos
a respeito do metabolismo desses parasitos passaram a ser incluidos como critérios para
a identificacdo das espéecies (LWOFF, 1951; WALLACE et al., 1983; WALLACE &
HERTIG, 1968).
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Com base nessas caracteristicas apontadas acima, diversas espécies de
Trypanosomatidae foram descritas. Entretanto, muitas dessas acabaram sendo apontadas
como sindnimas, fato esse decorrente da descoberta da versatilidade de algumas espécies
em parasitar varios hospedeiros, sendo hoje em dia factual que o uso da especificidade do
hospedeiro por si sO e a caracterizacdo das formas evolutiva encontradas nesses ndo € o
suficiente para o reconhecimento e descricdo formal das espécies, dada a semelhanca
estrutural apresentada pelos mesmos e a possibilidade de infecges mistas em um mesmo
hospedeiro (VOTYPKA et al., 2010).

O uso de sequéncias moleculares surgiu como um complemento das formas
tradicionais de classificagdo taxondmica dos Trypanosomatidae. Sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos apresentam centenas de caracteres, 0os quais podem ser
comparados entre os diversos microrganismos, permitindo a identificacdo de sutilezas
empregadas ndo somente na reclassificacdo das espécies existentes, bem como a
identificacdo de novas, além de auxiliar na determinacéo de relacdes filogenéticas dentro
da familia (BRIONES et al., 1992; SOGIN; SILBERMAN, 1998). Diversas tem sido as
sequéncias génicas utilizadas na deteccdo dos Trypanosoma em seus hospedeiros
vertebrados e invertebrados, identificacdo das espécies e inferéncia de relacdes
filogenéticas, sendo os mais utilizados 0 RNA rRNA 18S SSU (subunidade pequena), o
gGAPDH (glicosomal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), espagadores internos
transcritos (ITSs) 1 e 2 e SL (spliced leader) RNA genes (TEIXEIRA et al., 2011,
MASLOV et al., 2013; VOTYPKA et al., 2014).

2.5.5 Gene ribossomico rRNA 18S SSU (subunidade pequena)

O gene cromossdmico codificador da subunidade menor ribossomica (RNA rRNA
18S SSU) foi utilizado como primeiro marcador para identificacdo e classificacdo
filogenética em Trypanosomatidae, sendo ainda amplamente utilizado nos dias atuais,
seja de forma Unica ou associada a outros genes. Sua escolha se deu pelo fato de que esta
presente em todos 0s eucariotos e apresenta funcdo equivalente em todos os
microrganismos, bem como sequéncias altamente e parcialmente conservadas, 0 que
favorece estudos de comparagdo entre microrganismos, sendo 0 genes que apresenta
maior nimero de sequéncias depositas em bancos especificos (SOGIN et al, 1986).

Sua estrutura e processamento nos Trypanosoma € complexa. Os genes
codificantes dessa molécula sdo formados por unidades de repeti¢Ges, as quais possuem

unidades de transcrigéo (cistrons) intercaladas por espagadores intergénicos (1GS), o qual
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apresenta uma repeticdo em “tandem” de mais de 100 vezes no genoma. O transcrito da
origem a um pré-rRNA, o qual é processado, dando origem as formas maduras 18S (SSU)
5.8S e 24S (HERNANDEZ; CEVALLOS, 2014). A subunidade maior nesses organismos
¢ composta por dois fragmentos de alto peso molecular, 24Sa e 24SP, e quatro
subunidades de baixo peso molecular, denominadas S1, S2, S3 e S4 (DIETRICH et al.,
1993). As sequencias 18S e 24S constituem sequéncias bastante conservadas no DNA da
familia Trypanosomatidae, sendo essas intercaladas por espacadores com conservagao
intermediaria denominados de ITS (espacadores internos transcritos), numerados de 1 a
7, e por espacadores externos transcritos, os quais sdo flanqueados pelo espacador
intergénico, sendo esse Ultimo formado por sequéncias de alta variabilidade (VIOLA,
2007).

A subunidade menor ribossémica, SSU, é composta por oito regides
universalmente conservadas, denominadas de Ul a U8, e nove regifes variaveis, V1 a
V9, sendo bastante utilizadas por apresentarem bom tamanho, facilidade de ampliacéo
em reacdo de PCR e a presenca de regides variaveis flanqueando regiGes conservadas.
Essas regides variaveis sdo responsaveis pelo tamanho variado dos genes SSU nos
diferentes géneros e espécies de Trypanosoma (HERNANDEZ et al., 1990; VIOLA,
2007).

2.5.6 gGAPDH (glicosomal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase)

Nos protozoarios da familia Trypanosomatidae as sete primeiras enzimas ligadas
a via glicolitica, responsaveis pela conversdo da glicose em 3-fosfoglicerato, estdo
organizadas no interior de uma organela denominada glicossomo (um peroxoma
modificado), sendo as Ultimas trés enzimas da via dispersas no citosol. A enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) encontra-se no glicossomo dos
kinetoplastida e em seu citosol, é responsavel pela fosforilacdo oxidativa do gliceraldeido
3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato (OPPERDOES; BORST, 1977). Trés genes gendmicos
sdo responsaveis por codificar dois subtipos da enzima, sendo dois codificantes do
subtipo glicossomal (gGAPDH) e um codificante da subunidade citosolica (cCGAPDH)
(HANNAERT et al., 1992). Ambos os genes que codificam a enzima glicossomal
apresentam cdpias Unicas, e apresentam uma taxa de evolucdo e pressao seletiva menor
que a observada para o gene SSU rDNA, se mostrando um marcador de inferéncia
filogenética em Trypanosomatidae melhor que esse ultimo (HANNAERT,;
OPPERDOES; MICHELS, 1998).
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Seu uso, independente ou associado ao SSU, permite bons alinhamentos
confidveis de organismos geneticamente distantes. Diferente do uso individual do gene
SSU rDNA, o qual em algumas andlises apresenta arvores com topologias parafiléticas,
a filogenia baseada na sequéncia de nucleotideo ou aminoacidos da enzima gGAPDH
suporta fortemente a monofilia do género Trypanosoma em mamiferos, classificando-o
em cinco principais clados: T. brucei, T. cruzi, T. gray, T.lewisi e T. theileri,
(HAMILTON et al., 2004).

As sequéncias de DNA ou aminoacidos da subunidade glicossomal da enzima
GAPDH também tém sido amplamente utilizadas na inferéncia de relacdes de
ancestralidade em Trypanosoma isolados de diferentes classes de hospedeiros néo
mamiferos. Desta forma foram as espécies agrupadas nos clados: aquatico, o qual alberga
os Trypanosoma de peixe/sanguessugas (T. marv, T.granulosum ,T. binneyi, T. boissoni,
T. clar), anuros (T. rotatotium, T. mega e T. fallisi) (ATTIAS et al., 2016), cobra d’agua
e tartarugas e crocodilos (T. terena, T. grayi, T. ralphi) (FERMINO et al., 2015) ;
serpente/lagarto (T. cascavelli, T. serpentis, T. gecko, T. varani) albergando as espécies
gue acometem serpentes terrestre e lagartos (Figura 2) (VIOLA et al., 2009a); e aviario,

agrupando as espécies que infectam aves.
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Figura 2 — Arvore filogenética baseada na concatenacio dos genes subunidade menor (SSU) rRNA e glicosomal
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (JGAPDH) agrupando os Trypanosoma em diferentes clados. Arvore filogenética
gerada pelos métodos de maxima verossimilhanga (ML) e inferéncias bayesianas. As espécies foram agrupadas em oito clados,
sendo estes: Clado aquatico, clado Trypanosoma grayi, clado T. lewisi, clado T. cruzi, clado avian, clado T. brucei, clado

lagarto/serpentes e clado T. theileri.
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3. JUSTIFICATIVA

O homem tem interferido de forma significativa sobre os ecossistemas terrestres,
destruindo meios onde diversos organismos convivem em uma teia homeostatica. Existe
uma relacdo entre o declinio da biodiversidade causado por atividades antropogénicas e
0 aumento da disseminacdo de doencas infecciosas e parasitarias de carater zoonotico. A
diminuigéo progressiva dos biomas que servem como habitat das serpentes ocasiona a
migracdo desses animais para centros urbanos, e existe a possiblidade desses animais
estarem servindo de reservatdrios e/ou vetores de agentes zoondticos para animais
domésticos e para 0 homem. Desta forma, a identificacdo de novas espécies de parasitas,
além do mapeamento dos animais infectados e de seus locais de ocorréncia, é de grande
importancia médico-veterinéria e de satde publica, inserindo-se dentro do conceito de
salide Unica. Praticas como a adocao de serpentes como animais de companhia reforcam
a preocupacao a respeito das consequéncias desse contato mais proximo com o homem.

Pouco se sabe a respeito da diversidade molecular e da patogenicidade dos
Trypanosoma de serpentes, sendo que a maioria dos estudos presentes em literatura se
restringe a identificar a ocorréncia dos mesmo e realizar a identificacdo baseado no
hospedeiro, nas caracteristicas morfométrica das formas sanguineas e na origem
geografica, o que por si s6 ndo demonstra a real diversidade dos mesmos, uma vez que 0s
Trypanosoma podem parasitar mais de uma espécie de serpentes.

A realizacdo desse estudo reveste-se de importancia pois é atividade de medicina de
conservacao de Boa constrictor. Desconhece-se a ocorréncia da infeccdo de serpentes por

Trypanosoma no Nordeste brasileiro e as consequéncias fisiopatoldgicas associadas.
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4. OBJETIVOS:

4.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo filogenético de isolados de Trypanosoma sp. obtidos a partir de Boa
constrictor, montando assim uma arvore filogenética entre os Trypanosoma encontrados
e outros do mesmo género, identificar a ocorréncia em Boa constrictor da Regido

Nordeste e avaliar alteracfes bioquimicas e hematoldgicas nos animais parasitados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Cultivar e isolar in vitro tripomastigotas do sangue de serpentes da espécie Boa
constrictor;

e Montar um painel bioguimico clinico e hematoldgico das serpentes parasitadas
pelo protozoario;

e Comparar os resultados de bioquimica clinica e hematoldgico dos animais
infectados com aqueles de animais saudaveis;

e Caracterizar morfologicamente as formas flageladas encontradas no sangue
circulante das serpentes por meio de microscopia de luz;

e Realizar a anélise filogenética dos Trypanosoma baseada nos genes 18S rRNA e
gGAPDH,;

e Inferir a relacdo filogenética entre as espécies de Trypanosoma encontradas e
outras espécies de Trypanosoma descritas em serpentes, lagartos e mamiferos;

e Identificar a ocorréncia de Trypanosoma em serpentes da espécie Boa constrictor
da Regido Nordeste.
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RESUMO

H& poucos relatos da ocorréncia de Trypanosoma em serpentes, quando comparado a
outras classes de répteis, bem como pouca informacdo a respeito da diversidade
filogenética dos mesmo e acerca da sua patogenicidade nessa classe de animais. Desta
forma, o presente estudo objetivou avaliar a ocorréncia de infec¢do por Trypanosoma em
serpentes da espécie Boa constrictor (jiboia) da regido Nordeste do Brasil, avaliar a
influéncia do parasitismo em pardmetros hematoldgicos e de bioquimica clinica dos
animais infectados, caracterizar por meio de microscopia éptica as formas sanguineas e
isoladas em cultivo, realizar o diagnostico molecular e a inferéncia filogenética dos
isolados. Foram analisadas amostras de sangue de 61 jiboias de dois estados da regido
Nordeste para a presenca de formas tripanosomatideas, e essas amostras foram utilizadas
para cultivo celular, exames hematologicos (eritrograma e leucograma) e de bioquimica
clinica. Foi realizada a morfometria das formas tripomastigotas e epimastigotas. Cinco
isolados foram mantidos em cultivo e o DNA total foi extraido, sendo realizado PCR para
fragmentos dos genes SSU rRNA e gGAPDH. A sequéncia de nucleotideos do gene
gGAPDH, foi convertida em aminoacidos e uma arvore filogenética foi criada. A partir
da andlise de esfregacos sanguineos, foram identificados 09 animais positivos, 01 no
estado da Bahia e 08 em Sergipe. A analise dos valores hematoldgicos dos animais
infectados e ndo infectados demonstrou diferenca estatistica significativa para volume
globular (p<0,0005), hemoglobina (p<0,005), volume corpuscular médio (p<0,005) e
hemoglobina corpuscular média (p<0,05), com os animais infectados apresentando
menores valores. Na leucometria, houve diferenca entre os niveis de eosindfilos
(p<0,00005) e heterdfilos (p<0,05), com o aumento do nimero desses dois tipos celulares
nos animais parasitados. Ndo houve diferencas estatisticas nos valores de bioquimica
clinica entre os grupos infectados e ndo infectados. A analise morfometria demonstrou a
presenca de formas tripomastigotas grandes, 53um de comprimento e largas, 11,86um,
de formato circular. As formas epimastigotas apresentaram um comprimento médio de
47um e largura média de 3um. A partida das analises moleculares, foi realizada a
identificacdo dos isolados como sendo Trypanosoma serpentis, com todos os isolados
agrupados em um mesmo clado, ao lado de Trypanosoma cascavelli. Essa é a primeira
descricdo desse Trypanosoma parasitando serpentes da espécie Boa constrictor e de

alteracdes clinicas da infeccéo por tripanosomatideos em serpentes.
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ABSTRACT

There are few reports of the occurrence of Trypanosoma in snakes when compared to
other classes of reptiles, as well as little information about their phylogenetic diversity
and their pathogenicity in this class of animals. Thus, the present study aimed to evaluate
the occurrence of Trypanosoma infection in Boa constrictor snakes from Northeast
Brazil, to evaluate the influence of parasitism on hematological and clinical biochemistry
parameters of the infected animals, to characterize the blood and isolated forms in culture,
perform molecular diagnosis and phylogenetic inference of the isolates. Blood samples
from 61 Boa constrictor from two states of the Brazilian Northeast region were analyzed
for Trypanosomatid forms, and these samples were used for in vitro cultivation,
hematological (erythrogram and leukogram) and clinical biochemistry examinations. The
morphometry of the trypomastigote and epimastigote forms was performed. Five isolates
were kept in culture, total DNA was extracted and PCR was performed for SSU rRNA
and gGAPDH gene fragments. The nucleotide sequence of the gGAPDH gene was
converted to amino acids and a phylogenetic tree was created. From the analysis of blood
smears, 9 positive animals were identified, 1 in the state of Bahia and 8 in Sergipe.
Analysis of the hematological values of infected and uninfected animals showed a
statistically significant difference for globular volume (p <0.0005), hemoglobin (p
<0.005), mean corpuscular volume (p <0.005) and mean corpuscular hemoglobin (p <0,
05), with infected animals showing lower values. In leukometry, there was a difference
between eosinophil (p <0.00005) and heterophil (p <0.05) levels, as the number of these
two cell types increased in parasitized animals. There were no statistical differences in
clinical biochemistry values between infected and uninfected groups. Morphometric
analysis showed the presence of large, 53um long and 11.86 53um wide trypomastigote
forms, circular in shape. The epimastigote forms had an average length of 47um and an
average width of 3um. Molecular analyzes identified the isolates as Trypanosoma
serpentis, with all isolates grouped in the same clade, next to Trypanosoma cascavelli.
This is the first description of this Trypanosoma parasitizing Boa constrictor snakes and

of clinical alterations of trypanosomatid infection in snakes.
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5.1 INTRODUCAO

Os protozoarios do género Trypanosoma (Euglenozoa: Kinetoplastea)
compreendem organismos flagelados, capazes de infectar mamiferos, aves, anfibios,
peixes e répteis (STEVENS et al., 1999; MARTIN et al., 2002; SIMPSON; STEVENS;
LUKES, 2006). A transmissdo aos vertebrados esta associada ao habito alimentar de
artropodes hematdfagos (moscas, mosquitos, tabanos e triatoma) e sanguessugas, 0s quais
agem como hospedeiros intermediarios e vetores desses organismos (SIDDALL;
DESSER, 1992; FERMINO et al., 2015; ESPINOSA-ALVAREZ et al., 2018). O
Trypanosoma sd0 responsaveis por ocasionar importantes doencas ao homem e aos
animais, como a doenca de Chagas e tripanossomiase humana africana, ocasionadas por
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, respectivamente, além da tripanossomose
animal africana, ocasionada por T. vivax, T.brucei, T. congolense, T. theileri e T.
grayi (KAUFER et al., 2017; PAGUEM et al., 2019). O conhecimento acerca da
patogenicidade do Trypanosoma em espécies de animais silvestres é limitado,
principalmente em espécies de animais ndo mamiferos.

A primeira descricdo de Trypanosoma em serpentes ocorreu no inicio do século
XX. Wenyon (1908) caracterizou um protozoario a partir do esfregago sanguineo de
Erythrolamprus aesculapii oriunda da regido da América tropical, dando-lhe o nome de
Trypanosoma erythrolampri. No Brasil, as primeiras descri¢cdes foram feitas por Pess6a
(1928), com a descoberta do T. phylodriasi, seguido por Arantes e Fonseca (1931) com a
identificacdo do Trypanosoma butantanense. Em 1995, Telford fez um compilado
descrevendo a ocorréncia de 23 espécies de Trypanosoma de serpentes ao redor do
mundo. E provavel que muitas das espécies e descritas atualmente parasitando serpentes
sejam sindnimas, uma vez que a principal forma de descricdo e classificacdo de novas
espécies, toma como base a descri¢do do hospedeiro vertebrado, morfologia das formas
sanguineas, localidade geografica e quando possivel, o vetor invertebrado. Entretanto,
tais informac@es por si s6 ndo garantem uma adequada identificacdo, dada a morfologia
estereotipada do Trypanosoma de serpentes, além da possibilidade de infec¢fes mistas
no mesmo hospedeiro (VIOLA et al., 2008; VOTYPKA et al., 2010). Recentemente,
Violaet al., (2009), investigando a ocorréncia de Trypanosoma em diferentes populagdes
de serpentes do Brasil, realizou a redescri¢édo de Trypanosoma cascavelli e a identificagdo
morfoldgica e molecular de uma nova espécie, a qual recebeu o nome de Trypanosoma

serpentis.
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Diante da eficacia relativa da classificacdo de novas espécies Trypanosoma,
passou-se a se utilizar técnicas moleculares baseadas na determinacdo de sequéncias de
nucleotideos e aminodcidos e inferéncia filogenética (BRIONES et al., 1992; SOGIN;
SILBERMAN, 1998). Os principais genes empregados na identificacdo de novas espécies
de Trypanosoma tem sido 0 SSU rRNA e o0 gGAPDH, sendo esses submetidos a analise
filogenética de forma individual ou em conjunto (HANNAERT; OPPERDOES;
MICHELS, 1998;GIBSON, 2007; HAMILTON et al. 2009; VIOLA et al. 2009). Em
estudos baseados nesses genes, o Trypanosoma isolados de serpentes foram agrupados
no clado pertencentes aos Trypanosoma de lagartos (VIOLA et al., 2008, 2009b)

Apesar do longo tempo da descoberta dos Trypanosoma em serpentes, pouco se
sabe a respeito da patogenicidade desses nas serpentes e em répteis de forma geral.
Experimentos de infeccdo obtiveram resultados conflitantes, uma vez que nem sempre as
serpentes infectadas demonstraram algum sinal clinico. Sabe-se pouco também a respeito
da diversidade desses, uma vez que existe poucos estudos voltados para a identificagdo
molecular dos mesmos. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de Trypanosoma em serpentes da espécie Boa constrictor oriundas da regido
Nordeste do Brasil, identificar por meio do sequenciamento dos genes 18S e gGAPDH
as especies encontradas, realizar a caracterizacdo estrutural em microscopia de luz e
avaliar a influéncia do parasitismo sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos do

hospedeiro.

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Origem dos animais e aspectos éticos

Para a realizacdo do presente estudo, 61 serpentes pertencentes a espécie Boa
constrictor (jiboia) foram avaliadas. Dessas, 47 foram originarias de resgate pela policia
ambiental em areas periurbanas e domiciliares no estado da Bahia, e 14 animais eram
pertencentes ao Zooldgico Municipal da cidade de Aracaju, localizado no estado de
Sergipe, Brasil.

Esse estudo foi aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), documento numero 63053-1, emitido em 08 de outubro de
2019 (Anexo 1). Também teve aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, registro de n° 94/2018,

emitido em 01 de novembro de 2018 (Anexo 2). O estudo foi também cadastrado no
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Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), com o numero A789ECS8, na data de 07/08/2018 (Anexo 3).

5.2.2 Coleta das amostras

As serpentes foram avaliadas clinicamente quanto a presenca de lesdes externas,
ectoparasitismo, escore corporal e resposta a manipulacdo, e submetidas a coleta do
sangue, por meio da puncdo dos plexos sanguineos inter ou paravertebral. O sangue
coletado foi acondicionado em tubos a vacuo contendo acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) ou tubos contendo ativador de codgulos, e mantidos a temperatura de 4°C. A
partir do sangue coletado com anticoagulante foram feitos esfregagos sanguineos, exames
hematol6gicos e hemocultivo. Com o sangue coletado sem anticoagulante foi realizada
a obtencdo de soro e posterior analise dos componentes bioquimicos.

5.2.3 Avaliacdo dos esfregagos sanguineos:

Os esfregacos sanguineos confeccionados foram fixados com metanol a 99% e
corados com corantes hematoldgicos rapido ou May-Grunwald-Giemsa. A observacgédo
foi feita em de microscopia de luz, na objetiva com aumento de 100x. Animais infectados
tiveram sua parasitemia estimada por meio da contagem de formas tripomastigostas em
100 campos na lamina. A partir desses, foi realizado também a avaliacdo morfométrica
das formas encontradas por meio da mensuracdo das estruturas em microscopia oOptica,
com objetiva de 100x e escala de 20um, associado a um software de fotografia e
medic¢des, sendo avaliados o comprimento total do parasito (TT), tamanho do corpo sem
flagelo (C), flagelo livre (FL), largura do corpo sem membrana ondulante (L), largura do
corpo com membrana ondulante (LM), distancia da regido anterior até o nucleo (A-N),
distancia da regido posterior até o ndcleo (P-N), distancia da regido posterior até o
cinetoplasto (P-K), e distancia do nucleo ao cinetoplasto. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de estatistica no programa Graph Pad Prism versdo 6.01, onde foram

analisados os valores de média, mediana, desvio e coeficiente de variacao.

5.2.4 Ensaios hematoldgicos e bioquimicos:

No ensaio hematologico foram mensurados os valores de eritrograma e
leucograma. Para a realizacdo da estimativa do numero total de eritrocitos no sangue
circulante, foi feita a contagem em camera de Neubauer, a partir da diluicdo do sangue

total em solucdo de Gower na propor¢do 1:100pL, e leitura em microscopio Optico, com
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objetiva de 40x de aumento. O resultado foi expresso em eritrécitos x 10° /uL. Foi
realizada também a determinacdo dos volumes globulares por meio da técnica de
microhematdcrito. Foram entdo calculados os indices hematimétricos, hemoglobina (Hb),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracéo
hemoglobinica corpuscular média (CHCM), seguindo a metodologia descrita por THALL et
al., 2007, e SILVA, 2008.

A estimativa do numero leucocitério total, assim como na contagem eritrocitaria,
foi realizada por meio da contagem em camara de Neubauer. Para isso, foi utilizado como
diluente o liquido de Gower na proporc¢éo de 1:100. O resultado obtido pela contagem de
25 campos foi multiplicado por 1.000.

O leucograma diferencial foi feita por meio da leitura dos esfregacos sanguineos
corados com panético rapido e May-Grunwald-Giemsa-Wrigth, em microscépio 6tico sob
a objetiva de aumento de 100x. O percentual leucocitario foi estimado por meio da contagem
em 100 diferentes campos de subtipos de leucécitos, sendo esses: linfocitos, eosinofilos,
baséfilos, mondcitos e heterofilos. A partir da contagem, calculou-se a quantidade
absoluta de cada categoria celular, tomando como base o valor de leucograma total,
aplicando a seguinte formula: valor total de leucdcito (células/uL) x contagem de
leucdcito por categoria (%) / 100 = valor absoluto de cada categoria (células/pL)
(WEISER, 2015).

Para andlise dos componentes bioquimicos clinica, foram utilizados Kits
comerciais de dosagens bioguimicas (Labtest, Lagoa Santa, Brasil) para os parametros
proteinas totais, albumina, ALT, glicose, ferro, creatinina, acido Urico e colesterol. As
dosagens foram realizadas de acordo com as especificagdes de cada kit.

5.2.5 Hemocultivo

O cultivo a partir do sangue coletado com anticoagulante foi realizado em meio
basico para crescimento de Trypanosoma, segundo metodologia descrita por FERREIRA
et al (2007). A técnica consistiu na inoculacdo de 50uL de sangue das serpentes
parasitadas em meio bifasico constituido por 15% de sangue de coelho, 4% de &gar sangue
sobreposto a meio LIT liquido suplementado com 10% de soro fetal bovino, e cultivo a
26°C. Foram realizadas suplementacdes periodicas do meio com LIT e repiques a cada

15 a 20 dias, inoculando-se 50puL da cultivo antigo em nova garrafa contendo NNN-LIT.
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5.2.6 Extracdo do DNA total

A partir das formas epimastigotas em cultivo foi realizada a extracdo do DNA
total utilizando o kit de extragdo PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific), de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de DNA foram
quantificadas e analisadas com relacdo a sua pureza em espectrofotometria a 260 e 280
nM e uso de aparelho Nanodrop (ThermoFisher), e depois armazenadas a temperatura de

-20°C até o momento de uso.

5.2.7 Reagdo de PCR

O DNA total extraido a partir das formas promastigotas em cultivo foi submetido
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para fragmentos do gene da subunidade menor
do RNA 18s ribossomal (SSU rRNA) e do gene gGAPDH.

Os parametros da reacdo de PCR para o gene 18S foram os seguintes: agua
ultrapura (H20- Milli-Q) 22,5uL; tampao 5x (10,0uL); ions magnésio (Mg**) 1,5 uM
(3,0uL); desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) 10uM (1,25uL); primer forward
(Fw) 20uM (2,5uL); primer reverse (Rv) 20uM (2,5uL); soroalbumina bovina (BSA)
1,0uL; dimetilsulféxido (DMSO) 2,0uL; polimerase (TagPol) Su/uL (0,25uL) e 5 ul de
DNA, com um volume final 50 pL. A reagdo foi realizada por 5 ciclos de desnaturagao
inicial, por 5min a 95°C, desnaturacdo por 1min a 95°C, anelamento por 30s a 45°C e
extensdo por 2minl0s a 65°C, seguidos por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1min,
anelamento a 50°C por 30s, extensdo por 2minl0s a 72°C e extensdo finalpor 30min a
65°C, sendo o produto final mantido a 16°C.

A PCR para o gene da proteina GAPDH foi realizada a partir da modificacdo da
técnica proposta por Hannaert et al., (1998), com as seguintes condic¢des: H20 Milli-Q
28,75uL; e 0s reagentes nas seguintes concentracdes: tampéo 5x (10,0 uL); Mg** 1,5ul
(3,0uL); dNTPs 10mM (1,25uL); primer Fw 20 mM (2,5uL); primer Rv 20 mM (2,5uL)
e TagqPol Su/uL (0,25uL), com um volume final de rea¢do de S0uL. A reagdo foi realizada
por meio de 5 ciclos iniciais com desnaturacéo inicial de 5min a 95°C, desnaturagéo por
1min a 95°C, anelamento por 30s a 45°C, extensdo por 2min10s a 65°C e mais 35 ciclos
de desnaturacao por 1min a 95°C, anelamento por 30s a 50°C, extensao por 2min e 10s a
72°C, extenséo final por 30min a 65°C, sendo o produto final mantido a 16°C.

Os DNAs de Trypanosoma cruzi cepa INPA, 3663, T. conorhini cepa Deane, T.
conorhini cepa LO/Z, T. cruzi cepa DM28C, T. cruzi cepa CL Brenner, T. mega, T.
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rangeli cepa H-14, T. cruzi cepa Y, T. rangeli cepa SC-58, T. rangeli cepa Peita Gonzales
e T. rangeli cepa San Agostin foram gentilmente cedido pela Dra. Claudia Levy, do 10C-
FIOCRUZ, e utilizadas como controles positivos na reacdo de PCR e também utilizados
na montagem da arvore filogenética.

Os produtos oriundos das reacGes de PCR foram examinados por reacdo de
eletroforese vertical em gel de agarose na concentracéo de 1,5%, utilizando o brometo de
etidio como intercalante e 3 uL de marcador de peso molecular (Kasvi), sendo feita a
observacdo em luz UV. As bandas visualizadas na eletroforese foram cortadas
individualmente do gel de agarose e extraidas utilizando o kit PureLink™ Quick Gel
Extraction (Thermo Fisher Scientific). O material purificado foi submetido ao
sequenciamento pelo método de Sanger.

5.2.8 Reacdo de sequenciamento

O produto da reacdo da PCR para os genes SSU rRNA e gGAPDH foram
submetidos ao processo de sequenciamento pelo método de Sanger. Para isso, 80uL de
alcool isopropilico a 70%, foram adicionados ao produto da reacdo de PCR, a mistura
entdo foi centrifugada sob refrigeracdo por 45min a 5000 x g. P6s centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado, e a placa contendo o material foi novamente centrifugada,
desta vez invertida, durante 1 min a 1500 x g. Em seguida, a placa foi seca com o auxilio
do termociclador, sendo incubada a 75°C por 5min. O material precipitado foi entéo
ressuspendido em formamida, adicionando-se 10pL em cada amostra, sendo em seguida
submetido ao processo de desnaturacdo por choque térmico, afim de manter as sequéncias
de DNA em sua estrutura conformacional primaéria; para isso, 0 material foi novamente
levado ao termociclador, onde foi submetido a temperada de 95°C por 5min, sendo entdo
resfriado rapidamente por imersdo em gelo durante 1min. O material ent&o foi levado ao
sequenciador (Applied Biosystems ABI 3130xl), sendo o resultado da sequéncia de

nucleotideo de cada gene disponibilizado em formato de arquivo FASTA.

5.2.9 Analise filogenética

A partir da sequéncia de nucleotideos gerada pelo sequenciamento do gene
GADPH, foi realizada a traducéo para a sequéncia de aminoacidos, em seguida, foi criado
um banco de dados de proteinas em formato FASTA, recuperadas a partir da analise de
similaridade no site Uniprot (https://www.uniprot.org/). As sequéncias mantidas no banco

foram alinhadas utilizando o programa alinhador de comando MAFFT e posteriormente
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foram geradas arvores filogenéticas pelos métodos de parcimdnia maxima

verossimilhanca e inferéncia bayesiana no programa 1Q-TREE versao multicore 1.6.11.

5.2.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos a partir do eritrograma, leucograma, bioquimica clinica e da
morfometria foram organizados e armazenados em planilhas no software EXCEL
(Microsoft Office 2016, Microsoft Corporation, Redmond, Washington). A analise
estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico GraphPad Prism v. 6.
Inicialmente os dados foram submetidos a uma analise de estatistica descritiva, obtendo-
se valores de maximos e minimos das amostras, mediana, média, e identificacdo dos
valores presentes entre o segundo e terceiro quartis (25% a 75%) e coeficiente de variacéo
(apenas para morfometria). Para determinar se os dados seguiam uma distribuicdo
Gaussiana, foram realizados o teste de Shapiro-Wilk com um nivel de confiabilidade de
95% (p<0,05). Os valores aberrantes ou atipicos (outliers) foram identificados pelo teste
t de Tukey e pelo teste de Rout.

Para comparacao dos grupos estabelecidos neste estudo, foram realizados testes
de variancia para comparacdes entre dois grupos, sendo o Teste t de Student para os dados
paramétricos e teste de Mann-Whitney para os dados ndo-paramétricos. Os valores cujo
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os resultados do eritrograma, leucograma e bioguimica clinica foram
representados sob a representacdo grafica de boxplot. Os dados oriundos da morfometria

foram expostos na forma de tabela.

5.3 RESULTADOS

Das 61 jiboias avaliadas, por meio da analise de esfregacos sanguineos em
microscopia Optica, 09 animais (15%) foram identificados com infectados por
Trypanosoma sp., sendo apenas um animal (2%) de um total de 47 animais nativos do
estado da Bahia, e 08 (57%) dos 14 animais do estado de Sergipe.

Os animais avaliados no experimento tinham um comprimento variando entre 0,95
a 2,50 m. Desses, 24 foram identificados como fémeas e 22 como machos, ndo sendo
possivel realizar a identificacdo do sexo de 15 animais. Dos animais parasitados, quatro
se apresentavam extremamente magros, com facil percepgdo das costelas e vértebras,

possuindo coloracdo de escamas opaca e restos de muda. Um animal apresentou diversos
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nodulos na regido costal, espalhados por todo o corpo, ndo aderidos a musculatura. Quatro
animais apresentavam-se com escore corporal satisfatorio, apesar de apresentarem-se
mais magros quando comparados a animais ndo parasitados. Na estimativa da
parasitemia, seis animais apresentaram 1% de parasitemia, um animal teve 3%, um animal
com 4% de parasitemia, e uma jiboia com 7%. A contagem da parasitemia acompanhou
0 estado clinico dos animais, onde o0s animais com menor escore corporal e se
apresentando mais debilitados apresentaram parasitemia de 4 e 7%, e animais com escore

corporal melhor apresentaram parasitemia de 1 a 3%.

5.3.1 Resultados exames hematologicos e bioquimicos

Com a realizacdo da analise dos valores de eritrograma, foi possivel observar que
os valores de contagem de hemécias (Fig. 3A) ndo diferiram estatisticamente entre os
grupos de animais parasitados e ndo parasitados. Também ndo foi possivel identificar
diferenca estatistica quando comparados os valores de CHCM (Fig. 3F). Houve diferenca
estatistica entre os valores de VG (Fig. 3B) (p = 0,0008), onde os animais parasitados
apresentaram uma massa eritrocitaria menor que os animais ndo parasitados. Resultado
similar pbéde ser observado quanto aos valores de hemoglobina (Hb) (Fig. 3C),
apresentando p = 0,001. Os valores de VCM (Fig. 3D) e HCM (Fig. 3E), também
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre os valores dos grupos infectados
e ndo infectados.

Na avaliacdo do leucograma (Fig. 4), apenas as contagens de heterdfilos (Fig. 4C)
e eosinodfilos (Fig. 4D) apresentaram diferencas significativas, quando comparados 0s
grupos de serpentes infectadas e ndo infectadas, com p < 0,05 e p = 0,0005,
respectivamente. Apesar de ndo apresentar significancia estatistica, o valor de
leucometria total (Fig. 4A) nos animais parasitados apresentou o valor da mediana e do
terceiro quartil maior do que nos animais ndo parasitados, sugerindo uma possivel
tendéncia a elevacdo do mesmo.

A partir dos parametros bioquimicos obtidos ndo foram identificadas variagdes
significantes entre os valores correspondentes ao grupo de animais infectados e o de

animais ndo infectados (Fig. 5).
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5.3.2 Morfometria

5.3.2.1 Tripomastigotas sanguineas

Na analise do esfregaco sanguineo foi possivel observar formas tripomastigotas
sanguineas, pleomorficas, as quais se apresentavam majoritariamente em formato
circular, com sobreposicdo das regifes anteriores e posteriores, dificultando a
visualizagdo das estruturas internas (nucleo e cinetoplasto), além da distin¢éo das regides
posterior, anterior e flagelo (Fig. 6). Com a realizagdo da morfometria das formas que se
apresentaram com formato circular ou com pouco grau de sobreposicao de suas estruturas,
pode-se observar grandes tripomastigotas, as quais possuiam um comprimento médio
total de 53,21 pm, largos (8,347 um) e apresentando uma membrana ondulante
exuberante, a qual Ihe conferia uma largura média de 11,42 um. Os mesmos apresentavam
um comprimento de flagelo variavel, medindo de 4,17 a 22,01 um, podendo esse estar
acompanhado por uma por¢do da membrana ondulante ou ndo. O cinetoplasto pdde ser
visualizado como uma pequena estrutura de formato circular a ovoide, com coloragéo
basofilica e solto na membrana ondulante, adjacente a margem externa do corpo. A
distancia da regido posterior do corpo do parasita ao cinetoplasto foi de 19,95 um, estando
esse 8,53 um de distante do ndcleo. O ndcleo apresentou-se de forma ovoide, na curvatura
interna do corpo do parasita, apresentando uma distancia de 25,45 pum da extremidade
posterior e 18,95 um da extremidade anterior (Tabela 1). Foi possivel observar figuras

de divisdo em esfregacos sanguineos (Fig. 6A).
5.3.2.2 Morfometria das formas epimastigotas

No cultivo, foi possivel observar formas epimastigotas pleomorficas, medindo 47
pum de comprimento total, 19,51 pum de comprimento do corpo sem flagelo, 2,7 2um de
largura sem a membrana ondulante e 3 um com esta. Apresentavam-se em forma livre
e/ou unidas em pares ou trios a partir da regido posterior do corpo (Fig. 7). Apresentavam
longos flagelos que emergiam da regido anterior do corpo do protozoario, medindo cerca
de 11,89 um de comprimento. O nucleo encontrava-se levemente deslocado para a regido
posterior do corpo, estando a 9,2 um de distancia da extremidade anterior desse e 10,05
um de distancia da extremidade posterior. O cinetoplasto apresentava-se com um formato
ovoide e localizava-se anterior ao nucleo, com uma distancia de 1,83 pum deste e de 11,76
pum da extremidade posterior do corpo do parasita (Tabela 2).
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Figura 3 - Comparacéo dos valores de eritrograma entre animais negativos e positivos para Trypanosoma serpentis em andlise de esfregaco sanguineo. Parametros
avaliados: hemécias (A), volume globular (B), hemoglobina (C), volume corpuscular médio (D), hemoglobina corpuscular média (E) e concentragao de hemoglobina corpuscular
média (F). Foram avaliados 61 animais, sendo 52 negativos e 9 positivos. Os resultados foram submetidos ao Teste t de Student e Mann-Whitney, e as diferencas estatisticamente
significativas sdo representadas por * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001)
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Figura 4 - Comparacao de valores de leucograma entre os grupos de animais negativos e positivos para infeccdo com Trypanosoma serpentis por analise de esfregaco
sanguineo. Pardmetros avaliados: leucometria global (A), azurdfilos (B), heter6filos (C), eosinéfilos (D), linfocitos (E) e baséfilos (F). Foram avaliados um total de 61 animais,
52 negativos e 9 positivos. Os resultados foram submetidos ao Teste t de Student e Mann-Whitney, e diferengas estatisticamente significativas sdo representadas por * (p < 0,05)
e **** (p < 0,0001). Os pontos representam os outliers.
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Figura 5 - Comparacédo de valores de bioquimica clinica entre os grupos de animais negativos e positivos para infeccdo com Trypanosoma serpentis por analise de esfregaco
sanguineo. Parametros avaliados: Proteinas totais (A), Albumina (B) ALT (C), Glicose (D), Ferro (E), Creatinina (F), Acido Urico (G) e Colesterol (H). Foram avaliados um total de 61
animais, 52 negativos e 9 positivos. Os resultados foram submetidos ao Teste t de Student e Mann-Whitney, e diferencas estatisticamente significativas sdo representadas por * (p < 0,05) e
**** (p < 0,0001). Os pontos representam os outliers.
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Figura 6 - Formas tripomastigotas sanguineas de Trypanosoma serpentis em sangue de jiboia (Boa constrictor). As figuras A, B, C, D, E e F apresentam as principais
conformag@es do T. serpentis observadas em esfregagos sanguineos. Em A e B pode-se observar tripomastigotas em sua forma circular, sendo essas as formas predominantes nos
esfregacos de sangue, e em A é possivel observar uma figura de mitose. Em C, D e E é possivel observar as tripomastigotas na forma semicircular e néo circular. E possivel observar
também o cinetoplasto (cabeca de seta) como um pequeno ponto baséfilico solto na membrana ou aderido ao corpo do parasito na regido posterior; O flagelo (seta preta) é observado
nas figuras A, B, C, E e F, emergindo do corpo na regido anterior. O nicleo (N) é visivel nas figuras B, C, D e E. Em D, ¢ possivel observar uma tripomastigota com uma membrana
ondulante escassa (seta vermelha) e aderida ao corpo. Objetiva com aumento de 1000X.

Fonte: SANTOS (2020)
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Figura 7 - Formas epimastigotas de Trypanosoma serpentis em cultivo com meio NNN-LIT. E possivel observar o nicleo na regio central (seta azul) do corpo do parasito,
o cinetoplasto (seta vermelha) préximo ao ndcleo, na regido anterior do corpo do parasito, flagelo livre que emerge da regido anterior (seta preta) do parasito e a membrana
(cabega de seta) ondulante iniciando a partir da regido central do corpo das epimastigotas. Coloracéo pela técnica de Giemsa. Objetiva com aumento de 1000x.

Fonte: SANTOS (2020)
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Tabela 1 - Morfometria das formas tripomastigotas sanguineas de Trypanosoma serpentis, isoladas a partir de serpentes Boa constrictor: As medidas de 30 parasitos
foram analisadas quanto ao comprimento total (TT), corpo sem flagelo (C), flagelo livre (FL), largura do corpo sem membrana ondulante (L), largura do corpo com membrana
ondulante (LM), distancia da regido anterior até o ndcleo (A-N), distancia da regido posterior até o ntcleo (P-N), distancia da regido posterior até o cinetoplasto (P-K), distancia

do ntcleo ao cinetoplasto.

T cc FL L LM A-N P-N P-K K-N
MEDIA (um) 53,21 44,85 11,42 8,347 11,86 28,69 25,45 18,95 8,53
MINIMO (um) 35,79 29,25 417 443 5,48 18,78 10,59 35 4,55
MAXIMO (pm) 75,88 72,79 22,01 14,69 16,69 40,92 40,25 31,33 11,92
DESVIO PADRAO (pum) 12,7 13,33 5,194 2,843 2,94 7,094 8,305 9,699 2,153
CV (%) 23,86 29,72 45,48 34,07 24,79 24,73 32,63 51,19 25,24

Fonte: SANTOS (2020)

Tabela 2 - Morfometria das formas epimastigotas de Trypanosoma serpentes em meio de cultivo. Foram contados 76 epimastigotas, avaliando-se 0 comprimento total
(TT), corpo sem flagelo (C), flagelo livre (FL), largura do corpo sem membrana ondulante (L), largura do corpo com membrana ondulante (LM), distancia da regido anterior
até o ndcleo (A-N), distancia da regido posterior até o ndcleo (P-N), distancia da regido posterior até o cinetoplasto (P-K) e distancia do nlcleo ao cinetoplasto.

TT C FL L LM A-N P-N P-K K-N DK
MEDIANA (um) 47 19,51 11,89 2,72 3 9,2 10,05 11,76 1,83 0,72
25% PERCENTIL (um) 27,99 16,28 10,38 2,105 2 7,468 8,01 9,06 1,69 0,58
75% PERCENTIL (um) 34,14 22,3 14,81 3,35 4 11,84 11,69 13,79 2,37 0,985
MINIMO (um) 20 13,21 4,84 1,27 1 5,56 6,42 7,82 1,07 0,49
MAXIMO (um) 4479 29,84 23,03 6,62 6 14,19 19,5 21 2,96 1,61
CV (%) 19,81 20,7 33,85 35,06 40,32 26,2 29,95 30,35 26,28 35,06

Fonte: SANTOS (2020)
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5.3.3 PCR efilogenia

O produto da reacdo de PCR foi observado em gel de agarose 1,5%, sendo as
bandas formadas comparadas com o padrdo molecular. Para 0 gene gGAPDH foi
observada a formacdo das bandas nos isolados testes e nos isolados controles na altura de
600pb (Fig. 8 e 9). Para o produto da reacéo para o gene SSU rRNA, foram observadas
bandas no grupo controle e teste na regido entre 1500pb e 3000pb, compativel com o peso
molecular proposto para esse gene, o qual € de aproximadamente 2000pb (Fig. 10 e 11).

Com arealizagdo do sequenciamento dos isolados, fez-se a analise de similaridade
(BLAST), alinhando-se com outras sequencias de genes depositadas no GenBank, na
plataforma do NCBI. Com a anélise do gene da gGAPDH obteve-se valores de 100% de
similaridade com o Trypanosoma serpentis para os isolados C3, C4 e C538, e 99,82%
para os isolados C125 e C678. Para 0 gene SSU rRNA, obteve-se os valores de 99,66%
de similaridade com a sequéncia de Trypanosoma serpentis para os isolados C3 e C125,
e 99,67% para os isolados C4, C538 e C678.

No momento da montagem da arvore filogenética observou-se que o gene 18S
SSU rRNA obteve uma menor regido sequenciada, o que gerou arvores com topologia
inadequada, inviabilizando 0 uso do mesmo em uma arvore baseada em ambos 0s genes.
Foi confeccionada arvore apenas com a sequéncia do gene gGAPDH. As sequéncias
utilizadas na construcdo da arvore foram recuperadas no banco de dados Uniprot em
formato FASTA, a partir de sequéncias previamente depositadas do gene gGAPDH. As
mesmas foram alinhadas com as sequéncias obtidas em nosso estudo e foi utilizada a
ferramenta de alinhamento Mafft. A arvore foi gerada no programa IQTREE (Fig. 11).

Na construcdo da arvore filogenética, os isolados do presente estudo agruparam-
se no mesmo clado que o Trypanosoma serpentis (FJ236512.1) e do Trypanosoma
cascavelli (FJ236511.1 1-551). O Trypanosoma freitasi (MF401952.1 1-518) agrupou-se
no mesmo ramo, como um clado irmdo. Os demais isolados sequenciados agruparam-se
em clados préprios. O Trypanosoma mega agrupou-se N0 mesmo ramo que 0s demais
isolados sequenciados no presente estudo, sendo observada sua divergéncia anterior aos
demais isolados. Foi observada a formacéo de clados isolados para os Trypanosoma cruzi,

Trypanosoma rangeli e T. conorhini.
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Figura 8 - Resultado da reacéo da PCR para o gene gGAPDH de diferentes espécies de Trypanosoma: Em
PM é possivel observar as bandas do padrdo molecular. As amostras numeradas correspondem as espécies
referéncia 1- T. rangeli cepa H-14; 2- T. cruzi cepa CL; 3- T. conorhini cepa Deane; 4-T. conorhini cepa LO/Z; 5-
T. rangeli cepa SC-58; 6- T. cruzi cepa Dm28C; 7-T. cruzi cepa Y; 8- T. rangeli cepa San Agustin. E possivel
observar a formag8o da banda principal (JGAPDH) na linha de 600pb. N&o foi observada nenhuma amplificacdo
no controle negativo (CN).
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Fonte: SANTOS (2020)

Figura 9 - PCR para o gene gGAPDH de diferentes espécies de Trypanosoma. Da esquerda para a direita, pode
ser observado em PM as bandas do padrdo molecular. Nos pogos numerados de 1 a 3, encontram-se o DNA das
cepas de referéncia de Trypanosoma cruzi cepa INPA 3663, T. mega e T. rangeli cepa Peita Gonzales,
respectivamente. Nos pocos de 4 a 8, encontra-se os isolados de Trypanosoma serpentis obtidos durante o estudo,
sendo o isolado 5 pertencente ao estado da Bahia e os demais ao estado de Sergipe. E possivel observar que tanto
a cepa de T. mega (2) e os isolados 4 (Sergipe) e 5 (Bahia) apresentaram a formacdo de duas bandas com pesos
semelhantes, na faixa de peso molecular do gene gGAPDH (600pb). Né&o foi observado a formagéo de banda no
poco destinado ao controle negativo (CN).
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Fonte: SANTOS (2020)
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Figura 10 - PCR para o gene r18S de diferentes cepas de Trypanosoma: Da esquerda para a direita, em PM é
possivel observar a disposicdo das bandas do padrdo molecular, sendo que as amostras numeradas correspondem
a duplicatas das espécies referéncia: 1- T. rangeli cepa H-14; 2- T. cruzi cepa CL; 3- T. conorhini cepa Deane; 4-
T. conorhini cepa LO/Z; 5-T. rangeli cepa SC-58; 6- T. cruzi cepa Dm28C; 7-T. cruzi cepa Y; 8- T. rangeli cepa
San Agustin e em 9 - T. cruzi cepa INPA. E possivel observar a formagao da banda principal (r18S) entre as linhas
de 3000pb e 1500pb. N&o foi observada nenhuma amplificacdo no controle negativo (CN).

Fonte: SANTOS (2020)

Figura 11 - PCR para o gene r18S de diferentes cepas de Trypanosoma. Em PM encontra-se o padrdo de peso
molecular. Nos pogos 1 e 2, encontra-se a duplicata do DNA das cepas de referéncia T. mega e T. rangeli cepa
Peita Gonzales. Nos pocos de 3 a 7, também em duplicata, encontra-se os isolados de Trypanosoma serpentis
obtidos durante o estudo, sendo o isolado 4 pertencente ao estado da Bahia e os demais ao estado de Sergipe. E
possivel observar a formagdo da banda principal (r18S) entre as linhas de 3000pb e 1500pb.

PM 1 2 3 4 ) 6 7

3000pb
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Fonte: SANTOS (2020)
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Figura 12 — Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene gGAPDH de Trypanosoma serpentis. A arvore foi construida a partir dos residuos de aminoacidos codificado
pelo gene gGAPDH para diferentes Trypanosoma. E possivel observar que tanto o isolado obtido na Bahia (T. serpentis C538), quanto os isolados oriundos de Sergipe (T.
serpentis C4, C125, C678 e C3), agrupam-se em um mesmo clado, junto com o isolado de T. serpentis (FJ236512.1) e T. cascavelli (FJ236511.11-551), sendo identificados
como T. serpentis. E possivel observar a presenca do Trypanosoma freitasi (MF401952.11-518) no mesmo ramo que os isolados do presente estudo. As diferentes sequéncias
de T. conorhini, T. cruzi, T. rangeli e T. mega, correspondem as cepas de referéncia sequenciadas no presente estudo. As sequéncias de T. serpentis (FJ236512.1), T. cascavelli
(FJ236511.11-551) e Trypanosoma freitasi (MF401952.11-518) foram retiradas do banco de sequéncia de aminoacidos Uniprot. Arvore gerada pelo método de parciménia, a

partir do programa IQTREE, com 1000 replicagGes de arvores.
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5.4 DISCUSSAO

Essa é a primeiro relato da ocorréncia de Trypanosoma serpentis em serpentes da
espécie Boa constrictor, sendo a segunda descri¢cdo desse Trypanosoma. Seu primeiro
relato foi realizado por Viola et al., (2008) em serpentes da espécie Pseudoboa nigra,
oriunda da regido central do Brasil. Esse compreende também o primeiro estudo
filogenético molecular de uma espécie de Trypanosoma parasitando jiboias e as
consequéncias do parasitismo exercido por este. Pessoa & Fleury (1969) identificou pela
primeira vez a ocorréncia de um Trypanosoma em serpentes da espéecie Boa constrictor
amarali, no estado do Mato Grosso, nomeando-o de Trypanosoma constrictor; entretanto,
devido as limitacdes encontradas na época, o0 mesmo limitou-se apenas a relatar a
ocorréncia do achado, ndo sendo feita a caracterizagdo molecular do mesmo.

Em nosso estudo, por meio da analise de esfregagcos sanguineos, obtivemos uma
frequéncia de 15% (9/61) de animais infectados, uma porcentagem considerada alta,
qguando comparada com estudos similares, a exemplo o realizado por Viola et al. (2008)
o qual, em um estudo que analisou 459 serpentes de diversas espécies e biomas do Brasil,
obteve uma taxa de infeccao de 2,4%, para infeccdo por T. cascavelli e T. serpentis. Biasi
et al., (1975) examinaram 146 serpentes da espécie Ophis merremii e identificou apenas
um animal infectado. Ja Pessda e Fleury (1969), de cerca de 700 serpentes Boidae
avaliadas, apenas trés animais foram identificados, estando parasitados por T. constrictor
e T. salamantae. Pessba e De Biasi (1972) obtiveram uma taxa de infeccdo de 1,3% em
analise de uma populacdo de 300 serpentes da espécie Crotalus durissus. Uma
prevaléncia superior a encontrada em nosso estudo foi observada por Pessbéa (1968),
identificando uma taxa de infeccdo com T. hogei de 30% em Rachidelus brazili.
Recentemente, Ursula et al. (2014) encontraram em uma populacdo de 45 serpentes das
espécies Python regius e Corallus caninus uma prevaléncia de 9% de infec¢do por
Trypanosoma sp., e Sato et al. 2009 identificaram uma Python reginus infectada com
Trypanosoma cf. varani. A nossa taxa elevada de infecgdo pode ser explicada pelo fato
de que 8 animais (88%) do total de infectados foram encontrados dentro do mesmo
ambiente, no Zoologico de Aracaju, podendo esses individuos estarem expostos a um
possivel vetor do Trypanosoma nesse ambiente.

Pouco se sabe a respeito da especificidade por hospedeiros dos Trypanosoma de
serpentes. Em estudo conduzido por Arantes e Fonseca (1931), os mesmos observaram

que T. butantanense foi capaz de infectar nove espécies diferentes de serpentes.
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Entretanto, experimentos tentando infectar lagartos e tartarugas com Trypanosoma de
serpentes ndo obtiveram éxitos (AYALA, S.C. ATKINSON, C. AND VAKALIS, 1983).
Viola et al. (2008), observaram que um Trypanosoma de C. durissus foi capaz de infectar
B. jararaca e O. guibei, indicando uma falta de restricdo dessa espécie. Nosso estudo traz
dados interessantes a respeito da especificidade do T. serpentis, uma vez que essa é uma
descricdo em uma espécie diferente da qual foi primeiramente descrita, e interessante
também o fato de que animais de diferentes estados analisados em nosso estudo
apresentaram-se infectados com a mesma espécie do parasito. A falta de trabalhos
explorando a diversidade de Trypanosoma em outras espécies de serpentes da regido e no
resto do pais, e sua consequente caracterizagdo molecular, é um fator limitante ao estudo
da diversidade de Trypanosoma de serpentes no Brasil.

Os Trypanosoma de serpentes sao chamados de grandes Trypanosoma. As formas
tripomastigotas sanguineas sdo descritas duas formas, um grupo formado por
tripomastigotas grandes e largas, medindo entre 50 a 100pum de comprimento e de 3 a
5um de largura ( BRUMPT, 1914; PESSOA, S. B.; PESSOA, 1928; ARANTES, J. B.
AND FONSECA, 1931; FLEURY, 1969; BIASI, PESSOA, PUORTO & FERNANDES,
1975; STEPHEN C. AYALA, CARTER ATKINSON, 1983; SAM R. TELFORD JR.,
1995). O outro grupo é composto por formas tripomastigotas menores, medindo cerca de
30um de comprimento, entretanto sdo mais largas, possuindo de 8 a 10um de largura(
WENYON, 1908;ARANTES, J. B. AND FONSECA, 1931; FONSECA, 1935;
BRYGOO, 1965;AYALA, S.C. ATKINSON, C. AND VAKALLIS, 1983; CHIA, N. M.
AND MILLER, 1984). As formas encontradas nesse estudo apresentavam 53,21um de
comprimento e um corpo largo, aproximadamente 8,3um de largura; apresentavam
também uma ampla membrana ondulante, a qual lhe conferia uma largura média de
11,42um, com um flagelo livre medindo entre 4,17 a 22,01um. No estudo conduzido por
Viola et al., (2009), o0 mesmo restringiu-se a realizagdo da morfometria das formas
tripomastigotas e epimastigotas de T. serpentis oriundas de meio de cultivo em
monocamada de células Hi-5 de inseto, o qual descreveu duas formas tripomastigotas,
uma apresentando um comprimento 22,5um (variando de 20 a 27um), largura de 4,7 (+/-
1,5 um) e flagelo livre medindo 8,4 (+/- 3um), e a outra medindo 12.8 um (+/- 2 um), 1,9
pum de largura e flagelo livre de 7,0 um (+/-1,7um). Os valores de morfometria obtidos
pelo autor para a espécie s@o nitidamente menores que 0s encontrados em nosso estudo,
entretanto € importante ressaltar que o mesmo nédo realizou as medidas das formas

presentes no sangue, sendo entdo o nosso estudo o primeiro a apresentar tais dados. O
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nosso cultivo foi realizado em meio NNN-LIT, o qual ndo é ideal para manutengdo em
longo prazo das culturas, sendo visto em cultivo apenas formas epimastigotas, e as
mesmas apresentaram valores variando de 20 a 44um, ndo distante dos valores descritos
para a espécie em literatura, o qual é de 16 a 36 um, podendo essa diferenca ser atribuida
a diferentes meios de cultivos e/ou estagio de tempo do cultivo.

Viola et al. (2009) fizeram a descricdo das formas sanguineas de T. cascavelli, 0
qual apresenta valores de comprimento de 62um (variando de 50 a 75 um) e largura de
9,3 um (variando de 6 a 13um) e flagelo livre de 10 a 15um, semelhantes ao encontrado
em nosso estudo. A morfometria por si s6 ndo se caracteriza como uma fonte confiavel
de classificacdo de espécies de Trypanosoma, tendo em vista a versatilidade de troca de
hospedeiro, bem como o pleomorfismo das formas tripomastigotas a depender do meio e
hospedeiro em que se esta inserida, devendo essa ser associada a técnicas de diagnostico
moleculares, afim de se identificar a espécie parasita.

Sabe-se muito pouco a respeito dos efeitos do parasitismo por Trypanosoma em
serpentes. Em nosso estudo, observamos que as jiboias se apresentavam magras, com
coloracdo de escamas opaca e restos de muda. Em um estudo de infeccdo experimental
conduzido por Viola et al., (2008), o0 mesmo observou os efeitos do parasitismo de
Trypanosoma cascavelli em serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus; nessa
espécie, 0s animais com carga parasitaria elevada demonstraram-se apaticos, asténicos e
anoréxicos, evoluindo para o ébito. Ainda no mesmo estudo, o autor avaliou a influéncia
deste Trypanosoma sobre serpentes das espécies Bothrops moojeni (Viperidae) e
Oxyrhopus guibei (Colubridae). A infeccdo foi bem-sucedida em ambas as espécies,
entretanto foi observado uma parasitemia menor, ndo sendo relatado pelo autor a
ocorréncia de sinais clinicos decorrentes do parasitismo. Desta forma, podemos observar
um comportamento distinto no parasitismo em espécies diferentes de serpentes, podendo
esta estar associada a resisténcia natural por parte de algumas espécies e/ou maior
suscetibilidade por outras. Em infeccOes naturais ou experimentais em mamiferos
domésticos e silvestres por Trypanosoma salivares, é relatada a ocorréncia de alguns
sinais clinicos inespecificos, observados nesse estudo, como apatia, caquexia, fraqueza,
dermatites e presenca de abscessos na pele, e sinais como anemia, dificuldade de
locomocdo, anorexia, também séo apontados (COLPO et al., 2005; TARELLO, 2005).
Mas o presente estudo tem a vantagem da descricdo de sinais clinicos em animais

infectados naturalmente.
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A diminuicdo nos parametros eritrocitarios consiste em um achado importante da
infecgdo por Trypanosoma salivar em diversas espécies de animais. Apesar de ndo
identificarmos reducdo significativa no valor total de eritrocitos entre 0s grupos
infectados e ndo infectados, foi possivel observar a reducéo dos valores de hematdcrito,
o qual indica uma reducdo na massa eritrocitaria, além de reducdo também dos valores de
hemoglobina abaixo dos valores obtidos para os animais ndo parasitados. 1sso demonstra
que os animais infectados apresentam hemacias menores (microcitos) e com um menor
conteddo de hemoglobina (hipocromia). Resultados similares foram vistos em
experimento realizado por Silva et al. (2009), Ezeokonkwo et al., (2010) e Silva et al.
(2013), os quais observaram uma diminuicdo nos valores de volume globular e
hemoglobina em camundongos, gatos e caes, infectados com T. evansi, T. congolense e
T. brucei, respectivamente. Ambos os autores também encontraram valores normais para
CHCM, caracterizando o quadro dos animais como anemia normocitica e normocrdmica.
Da Silva et al., (2013) também néo identificou alteracdes nesses parametros em estudo
realizado em ratos. Entretanto, em nosso estudo identificamos um valor de VCM reduzido
no grupo parasitado, além de ndo observar queda no numero total de hemacias. A nao
diminuicdo no numero de eritrocitos nesses animais pode estar relacionada com a
cronicidade da infeccdo, uma vez que Stijlemans et al. (2008) observaram que a
eritrofagocitose e consequente diminuicdo da contagem de heméacias em camundongos
estava associada a fase aguda da infeccdo por T. brucei, e a medida que a infecgdo se
cronifica ocorre uma reducdo na disponibilidade de ferro na circulacdo sanguinea e um
decaimento da disponibilidade desse para a producéo de hemoglobina.

O quadro de anemia estabelecido em infec¢des por Trypanosoma extracelular tem
sido atribuidas ao contato direto com as células sanguineas, captacdo de ferro plasmatico
e secrecdo de moléculas presentes em microvesiculas de membrana do parasito, as quais
sdo capazes de estimular uma resposta imunolégica com perfil de citocinas Thl, com
ativacdo de células mieloides e eritrofagocitose seletiva das heméacias com proteinas
antigénicas em sua superficie (COUSTOU et al.,, 2012; HABILA et al.,, 2012;
SZEMPRUCH et al., 2016). Esse fenémeno pode nédo estar sendo visualizado de forma
expressiva nos animais infectados no presente estudo devido a baixa carga parasitaria
apresentada pelos animais, uma vez que Szempruch et al. (2016) identificou, em
experimento com Trypanosoma brucei rhodesiense, que o grau de hemolise em ratos e a
severidade da anemia estava diretamente relacionado com a carga parasitaria na

circulagdo sanguinea.
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A diminuicdo dos niveis de hemoglobina em mamiferos parasitados por
Trypanosoma, e consequente anemia, tem sido associada & a¢do das citocinas pro-
inflamatorias, e pela acdo de células do sistema reticuloendotelial na captacéo de ferro e
eritropoiese. Durante o processo de inflamagdo normal, citocinas tais como Interferon
gama agem diminuindo ferroportina, principal transportador de ferro do interior dos
macrofagos, ocasionando um bloqueio na mobilizacdo desse mineral e de seu uso na
sintese de hemoglobina. Esse evento também esta associado ao aumento na secre¢do de
hepcidina, a qual age regulando a captacéo de ferro intestinal e sua mobilizacdo pelas
células de estoque por blogueio da ferroportina (YANG et al., 2002; SILVA et al., 2013;
ANTUNES & CANZIANI, 2016; VILLALBA-ALEMAN et al., 2018). Outras citocinas,
tais como IL-10 e TNF agem diminuindo os efeitos da anemia em animais infectados por
T. brucei (MUSAYA et al., 2015). Em estudo realizado por Silva et al. (2009), o qual
avaliaram a dinamica hematoldgica de serpentes Crotalus durissus experimentalmente
imunizadas com bacilo de Calmette-Guérin (BCG), identificou-se baixos valores de
CHCM e HGM (anemia hipocrémica). Esses resultados foram associados a uma possivel
acdo de citocinas pro-inflamatorias, as quais agem blogueando o ferro reciclado por parte
dos macrofagos, caracteristico em quadros de anemias por processos inflamatorios,
demonstrando certa semelhanga nos mecanismos de regulagdo de ferro presente em
mamiferos e nas serpentes. Esses achados podem estar relacionados ao fato de que,
mesmo nao encontrando niveis de ferro reduzidos nos animais infectados, o seu transporte
ou mesmo captacao poderiam estar prejudicados nesses animais.

Os esforcos do organismo animal em diminuir os niveis de ferro circulante,
estocando-o no citoplasma das células do sistema reticuloendotelial, € uma importante
acao no controle de tripanosomatideos, uma vez que o protozoario depende desse mineral
para desempenhar diversas funcGes organicas importantes, como replicacdo do DNA,
defesa antioxidante, respiracdo mitocondrial, entre outras. Os mecanismos de captacao de
ferro na maioria das espécies de tripanosomatideos é desconhecido, entretanto sabe-se
gue Trypanosoma africanos do subgrupo Salivaria (T. vivax, T. brucei, T. congolense, T.
evansi, T. equiperdum) obtém o ferro do hospedeiro por meio da absor¢do da proteina
carreadora de ferro transferrina (TAYLOR & KELLY, 2010). Dada a caracteristica
extracelular, apresentada pelas diversas espécies de Trypanosoma de serpentes, € possivel
que a forma de captacdo do ferro realizado por esses assemelhe-se aos das espécies de
mamiferos. Krishnamurthy et al. (2007) relatam que a diminuicdo do estoque de ferro

precede a deficiéncia do transporte desse ion, 0 que ocasiona reducdo da sintese de
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hemoglobina, levando a alteracbes no processo de maturacdo dos eritrocitos e o
surgimento de anemias microcitica hipocrémica.

Os heterofilos e eosinofilos foram os dois tipos leucocitarios que apresentaram
diferenca estatistica significativa, quando comparados 0s grupos de animais parasitados
e negativos, mostrando uma elevacdo de ambos perfis celulares nos animais com
Trypanosoma. A tendéncia ao crescimento do nimero total de leucdcitos aparentemente
esta relacionada ao expressivo aumento no nimero dessas duas células. Os heterofilos
sdo células apresentadas pelos répteis e que possuem funcgdes analogas as desenvolvidas
pelos neutréfilos dos mamiferos. Essa célula esta intimamente relacionada ao processo
de fagocitose, estando em nimero aumentado em distdrbios inflamatérios que envolvem
bactérias e parasitas, sendo a reposta inata de grande importancia na prevencdo da
progressao das doencas (CAMPBELL, 2015).

O papel dos neutrofilos em infecgdes por Trypanosoma intra e extracelulares tem
sido discutido, e acredita-se que esses atuam no combate a formas de protozodrios que
ocorrem no inseto vetor, as quais ainda ndo se adaptaram ao novo ambiente do organismo
dos vertebrados. Entretanto essas células exercem pouca acdo sobre as formas
tripomastigotas sanguineas, dependendo de uma citotoxicidade mediada por anticorpos
para poder eliminar o Trypanosoma (Thorne & Blackwell 1983). Baseando-se em tal
preceito, a elevacdo dos niveis de heterdfilos nos animais infectados com Trypanosoma
pode ser justificado pela presenca constante do vetor artropode no ambiente, realizando
0 repasto sanguineo e inoculando novas formas parasitarias no hospedeiro. CALJON et
al. (2018) estudaram em camundongos a importancia dos neutréfilos na resposta cutanea
aT. brucei, e observaram dois picos de neutrofilia, na circulacéo e infiltragdo dos mesmos
para os sitios de replicacdo do parasito. Entretanto, essas células foram ineficazes no
combate ao parasito, pois houve uma rapida replicacdo do mesmo na pele e migracdo para
a circulagdo sanguinea.

Tanto em répteis como em mamiferos, a agdo dos eosinofilos esta relacionada a
infeccOes parasitarias e a estimulagdo do sistema imune. N&o se tem informagdes a
respeito da susceptibilidade de Trypanosoma sessdo Salivaria aos granulos secretados por
eosinofilos, entretanto o T. cruzi em especial, quando revestido por imunoglobulinas de
mamiferos, torna-se susceptivel a acdo das enzimas das vesiculas eosinofilicas (THORNE
& BLACKWELL, 1983).

A resposta imune em infec¢Ges por Trypanosoma salivares em animais varia de

acordo com a susceptibilidade animal e a patogenicidade das cepas envolvidas, podendo
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ser observado uma leucocitose inicial seguida pelo esgotamento do sistema imune,
representada pela deplecdo dos linfécitos B (ONAH; HOPKINS; LUCKINS, 1996).
Experimentos de infec¢Oes por T. congolense, T. brucei e T. vivax em diferentes espécies
domeésticas demonstraram uma gradativa reducdo da contagem de leucocitos em cées e
em pequenos ruminantes, sendo essa atribuida a reducdo da contagem de linfocitos, com
elevagdes transitorias no numero de neutrofilos, ndo sendo suficiente para gerar um
processo de leucocitose. Alteragdes nos valores de eosinofilos ndo é relatada, e tal achado
reforca um carater imunodepressor em infeccbes por Trypanosoma salivar, sendo
observado em diversas espécies de mamiferos e em humanos (ANOSA, 1983;
EZEOKONKWO et al., 2010). A auséncia de altera¢cbes no nimero total de leucocitos
também é relatada (OKOLO; NWEZE; EZE, 2019).

Apesar de que em nosso estudo ndo foram observadas alteracBes bioguimicas
significativas entre 0s grupos de animais infectados e ndo infectados, experimentos de
infeccdo em diversas espécies de mamiferos, bem como em animais infectados
naturalmente, demonstra uma gama de alteracGes desses parametros. Um dos principais
parametros bioquimicos alterados em infecgdes por Trypanosoma salivares, em animais,
é a reducdo dos niveis de glicose. A hipoglicemia é apontada como sendo decorrente da
captacdo excessiva por parte desses Trypanosoma para uso em metabolismo proprio,
sendo essa mais acentuada nos picos de parasitemia, podendo se encontrar normal em
pacientes com baixa carga parasitaria (TAIWO et al., 2003; TAKEET & FAGBEMI,
2010; PADMAJA, 2012; DESCHAMPS et al., 2016). A reducéo dos niveis de proteinas
plasmaticas em infecgBes experimentais por T. evansi e T. congolense é descrita
(SIVAJOTHI, 2015; SADIQUE et al, 2001). Tal efeito ndo foi observado em alguns
estudos envolvendo ovelhas e bovinos zebus infectadas com T. brucei e bovinos
infectados por T. vivax (TAIWO et al., 2003; DAGNACHEW et al., 2014). A diminuicdo
dos valores séricos de proteinas totais esta associada a deplecdo da albumina por parte do
parasito, sendo comumente observado nas infec¢fes agudas, entretanto a normalizagéo
ou elevacdo das proteinas plasmaticas tem sido justificada pela elevacdo dos titulos de
anticorpos contra os parasitos na fase crénica da infeccéo (SIVAJOTHI, 2015).

Os niveis de colesterol em diferentes espécies de animais podem estar alterados,
sendo seu aumento em infeccbes experimentais por T. brucei relacionado a
acometimentos hepaticos severos, comprometendo a capacidade desse 6rgao de realizar
um adequado metabolismo de lipideos (ADEJINMI et al, 2001; ABENGA e ANOSA,

2007). Diminuicdo dos valores de colesterol também podem ser identificados, sendo esses
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atribuidos a necessidade por parte dos Trypanosoma extracelular na sintese e crescimento
de membrana (DAGNACHEW et al., 2014). Infec¢des por Trypanosoma africanos
também promovem o aumento bilirrubina, sendo em coelhos associados ao quadro de
anemia hemolitica (GOW et al., 2007; TAKEET e FAGBEMI 2010). AlteracGes nos
valores de ureia e creatinina sdo observadas tanto em infec¢des por T. cruzi, quanto em
infeccOes por T. brucei e T. congolense, estando ambas elevadas no soro animal, sendo
que na infeccdo por T. cruzi decorre da replicacdo do protozoario nos tecidos renais, com
disfungdes glomerulares (OMEJE & ANENE, 2012; LEMOS et al., 2013; S. SIVAJOTHI
et al, 2015).

Elevacdo dos niveis de fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT) também sdo achados comuns em infeccdes por
Trypanosoma congolense em coelhos, sendo o aumento de ALT e FA associado tanto a
danos teciduais quanto a morte dos parasitas pela acdo do sistema imune (TAKEEt e
FAGBEMI, 2010). A elevacdo dessas enzimas em individuos infectados por
Trypanosoma decorre de danos aos hepatdcitos, aos cardiomidcitos e musculo esquelético
(ORHUE et al., 2005; DAGNACHEW et al., 2014). Apesar de serem achados comuns,
animais infectados podem ndo expressar alteracfes nos valores dessas enzimas, a
exemplo de um experimento de infeccdo em gatos, com T. evansi.

O ferro é um ion de grande importancia em reagdes bioquimicas nos organismos
eucariotos e procariotos. Em infec¢Bes naturais e experimentais por Trypanosoma da
classe salivaria, € comum encontrar reducao dos niveis séricos desse metal, estando esse
diretamente relacionado aos picos de parasitemia (GUTIERREZ et al., 2006; NEILS et
al., 2007). Entretanto, em estudo experimental conduzido por Da Silva et al., (2009) com
infeccdo de gatos com Trypanosoma evansi, houve diminuicéo dos niveis de ferro mesmo
em picos baixos de parasitemia. Acredita-se que os baixos valores de ferro na infeccédo
por Trypanosoma decorrem alteracOes fisioldgicas nas vias de absor¢do, armazenamento
e transporte desse ion no organismo, diminuindo assim a disponibilidade do mesmo para
0 Uso por organismos patogénicos (WEISS, 2005; DA SILVA et al., 2013).

A ndo observacao de alterages nos parametros bioquimicos aqui investigados ndo
descarta uma possivel patogenicidade por parte do Trypanosoma serpentis em Boa
constrictor. Como demonstrado acima, diferentes espécies de Trypanosoma promovem
diferentes alteragfes metabolicas nos animais, sendo essas alteracbes altamente
dependentes da carga parasitaria, da espécie animal envolvida, da viruléncia da cepa de

Trypanosoma, do estagio em que se encontra a infecgdo, aguda ou crénica. Dessa forma,
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ndo se pode afirmar a auséncia ou presenca de patogenia por parte desse Trypanosoma
sem antes realizar estudos clinicos controlado de infeccdo e acompanhar por um dado
periodo de tempo a cinética de resposta imune dos animais infectados.

O sequenciamento do gene 18S rRNA obtidas em nosso estudo ndo se apresentou
adequado, pos refinamento e alinhamento, para a montagem de uma arvore filogenética
acurada. Apesar de ser o primeiro marcador utilizado para inferéncia filogenética em
Trypanosoma e seu uso ser amplamente aplicado até os dias atuais, analises filogenéticas
baseadas exclusivamente no gene SSU rDNA, tende a fornecer resultados ambiguos,
gerando arvores que apoiam ou rejeitam de forma robusta a monofilia ou parafilia dos
Trypanosomatidae dependendo da faixa de tdxons incluidas no alinhamento; desta forma,
0 mesmo tende a ndo ser confidvel para gerar arvores com topologias mais profundas (
LUKES et al., 1997;HAMILTON et al., 2004; VIOLA et al., 2008). Tal efeito pode ser
observado em estudo realizado por DARIO et al. (2017a), o qual estudando a diversidade
de Trypanosoma em morcegos e marsupiais brasileiros, identificaram uma infeccéo por
T. cascavelli em Monodelphis americana, agrupando-o no clado dos répteis, baseando
sua analise no gene SSU rDNA,; entretanto, a arvore montada a partir da analise do gene
gGAPDH identificou esse mesmo exemplar como pertencente a espécie T. dionisii,
pertencente ao clado Schizotrypanum, mesmo o qual faz parte o T. cruzi. Apesar do autor
assumir como verdadeiro o resultado apresentado pela anélise do gene SSU rDNA, o
mesmo autor ainda identificou uma melhor sensibilidade do gene gGAPDH em
identificar infecgbes mistas, uma vez que animais infectados com trés espécies de
Trypanosoma, T. c. cruzi Tclll/V, T. dionisii e T c. cruzi Tcl foram identificados como
sendo apenas T. dionisii, baseando-se em analise com sequéncias recuperadas apenas para
0 gene SSU rDNA.

A analise filogenética baseada nos genes gGAPDH e 18S fornece um forte suporte
para a diferenciacdo de clados dentro do género Trypanosoma, realizando agrupamentos
profundos e permitindo a identificacdo de diferentes espécies, sendo a soma de ambos
melhor que o uso isolado dos mesmos. Entretanto, quando usados de forma isolada, o
gene gGAPDH apresenta um maior poder de inferéncia, sendo capaz de identificar e
organizar as espécies de Trypanosoma, agrupando-as em clados suportados pela analise
conjunta dos genes, demonstrando uma superioridade frente ao uso isolado do gene 18S
( HAMILTON, GIBSON, STEVENS, 2007; HAMILTON et al., 2009;). Devido a um
sequenciamento do gene 18S com regifes pobres, ou seja, menos sequenciada,

apresentando um viés na analise comparada a outras sequéncias de Trypanosoma,
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optamos pela construcdo da arvore baseada apenas no gene gGAPDH, e na decodificacdo
de sua sequéncia de amino&cidos.

Em nosso estudo a montagem da arvore filogenética agrupou tanto o isolado
oriundo da Bahia quanto os isolados do estado de Sergipe, como pertencentes a um
mesmo espécie, formando um clado composto pelos Trypanosoma serpentis e
Trypanosoma cascavelli (Fig. 11). O T. serpentis foi descrito pela primeira vez por Viola
et al., (2009) em serpente da espécie Pseudoboa nigra. Apesar de estarem no mesmo
ramo, todos os isolados apresentaram uma sutil distin¢do entre si e, em relagédo ao isolado
1052 de T. serpentis, sugere-se a predisposicao para um futuro processo de divergéncia
ou subespeciacdo. A primeira descricdo de um clado Unico albergando lagartos e
serpentes foi realizado por Viola et al., (2008), o qual agrupou os isolados de T. serpentis
e T. cascavelli no mesmo ramo que os Trypanosoma varani, T. gecko e T. scelopori de
lagartos, entretanto em clados distintos (VIOLA et al., 2009b). Em nossa arvore, o
Trypanosoma freitasi agrupou-se no mesmo ramo que o clado dos isolados de serpentes;
esse compreende uma espécie isolada a partir do marsupial Monodelphis brevicaudata, e
recentemente teve a sequéncia dos genes gGAPDH e 18S analisadas filogeneticamente
por ORTIZ et al. (2018), o agrupando em um clado composto por lagarto/serpentes
proposto por Violaetal., (2009), O achado ndo é Unico, outro estudo filogenético agrupou
um isolado de Trypanosoma de morcego no clado lagarto/serpente, entretanto tal estudo
baseou-se apenas na analise do gene 18S (DARIO et al., 2017b). Votypka et al., (2015)
sugere que o0 uso concatenado de varios genes podem esclarecer a real intera¢do entre
essas espéceis de Trypanosoma de mamiferos e de répteis, uma vez que um nimero maior
de genes contem maiores informacdes filogenéticas, de forma a produzir arvores com
topologias mais precisas.

A relacdo entre os Trypanosoma de serpentes e de lagartos podem ser explicada
dada a proximidade evolutiva entre ambos, os quais agrupam-se como sendo da mesma
origem, Squamata, e mais distante dos crocodilianos e Testudines, sendo esses ultimos
acometidos por Trypanosoma que se agrupam no clado aquatico (DOUGLAS; JANKE;
ARNASON, 2006). Além disso, ha possibilidade de que os vetores tanto para 0s
Trypanosoma de serpentes quanto para os de lagartos sejam os mesmos, flebotomineos,
0s quais devido a seu habito promiscuo possam vir a parasitar ambos 0s grupos de
animais, a exemplo de acho anterior (SATO et al., 2009), onde um Trypanosoma

intimamente relacionado com T. varani foi isolado do sangue de Python reginus.
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Apesar de se ter o conhecimento que fleb6tomos podem ser fontes de infeccéo
para anuros, os Trypanosoma desse grupo de animais tem sido encontrados distantes dos
Trypanosoma de serpentes e lagartos, sendo esse hematozoérios de anuros agrupados no
clado pertencente aos Trypanosoma aquaticos (FERREIRA et al., 2015). Outros
mosquitos também sdo incriminados com transmissores de Trypanosoma em aves
(VOTYPKA et al., 2012). A transmissdo por essa classe de inseto pode explicar também
a grande taxa de infeccdo apresentada nos animais de Sergipe e observado em nosso
estudo, uma vez que a constante presenca do vetor possibilita a permanéncia e
transmissdo dos Trypanosoma na populacao de jiboias do zooldgico.

O presente estudo compreende a primeira identificacdo de Trypanosoma serpentis
em serpentes da espécie Boa constrictor por meio do diagndstico molecular, bem como a
segunda descricdo em literatura da ocorréncia do Trypanosoma serpentis e seu primeiro
relato em um hospedeiro da espécie diferente da qual o mesmo foi primeiramente isolado
e em bioma e regido diferentes. O presente trabalho também faz a primeira caracterizacao
morfolégica da forma tripomastigota sanguinea desse parasito. A escassez de estudos
envolvendo filogenia de Trypanosoma em serpentes dificulta uma melhor viséo sobre o
panorama de infeccdo, uma vez que apenas duas sequéncias de Trypanosoma em
serpentes brasileiras foram depositadas, sendo as demais espécies descritas por meio da
descricdo morfoldgica, de hospedeiro e regional. Nosso estudo estimula a realizacdo de
novos estudos sobre diversidade de Trypanosoma em serpentes, uma vez que todos os
exemplares isolados no estudo de estados diferentes da regido Nordeste pertenciam a uma
mesma espécie, além de ser espécie que inicialmente foi descrita para uma regido e bioma
distinto, e um hospedeiro diferente, levantando a questdo de qual é a real diversidade de

Trypanosoma de serpentes no pais.



55

6. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento do presente estudo foi possivel realizar o primeiro
diagndstico baseado em biologia molecular de Trypanosoma em jiboias (Boa
constrictor), bem como a segunda descricdo de um Trypanosoma parasitando essa espécie
de serpente e a primeira para a Regido Nordeste. Por meio da analise dos valores de
eritrograma e leucograma, foi possivel observar uma reducao significativa dos valores de
volume globular, VCM, Hb e HCM nos animais infectados pelo protozoario, apontando
uma possivel influéncia do mesmo sobre o estoque de hemoglobina celular. Os animais
parasitados por Trypanosoma exibiram um aumento nos perfis de heterdfilos e
eosindfilos, sendo esta relacdo de carater obscuro. Ndo foram observadas alteracoes
significativas nos valores de bioquimica clinica entre animais infectados e ndo infectados.
O sequenciamento dos genes SSU rRNA e gGAPDH, identificaram os isolados
encontrados no presente estudo como pertencente a espécie Trypanosoma serpentis, a
realizacdo da inferéncia filogenética para os residuos de aminoacidos da proteina
gGAPDH agruparam todos os isolados em um Unico clado, lagarto/serpente, ao lado do

T. cascavelli, também isolado de serpentes.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO 1: AUTORIZACAO SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 63053-3 ‘ Data da Emissao: 08/11/2019 18:29:17 Data da Revalidagao™: 01/09/2020

D
do
Sis

e acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagiao do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
bio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: GUSTAVO RODAMILANS DE MACEDO |CPF 011.928.475-80
Titulo do Projeto: DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA HEMATOLOGICOS E DE BIOQUIMICA SERICA DE

SERPENTES E ALTERACOES INDUZIDAS POR INFECCAO COM Hepatozoon sp.

Nome da Instituicéo: Universidade Federal da Bahia |CNF'J: 15.180.714/0001-04

Cronograma de atividades

# |Descrigdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | coleta das amostras de animais de domiciliados legalizados ou de plantel de 10/2018 06/2022
pesquisa

Observacgoes e ressalvas

1 Esta autorizagio NAQ exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, piblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgo gestor de terra indigena (FUNALI), da unidade de conservacdo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacio federal cujo processo de regularizagao
fundiaria encontra-se em curso.

2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, o pesquisador titular desta autoriza 3o devera contactar a administragfio da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
expedicfes, as condicbes para realizacdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade

3 O titular de autorizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislac3o vigente, ou quando da inadequacio, omisso ou
falsa descricio de informag@es relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decis3o motivada, ter a autorizac3o ou licenca suspensa ou revogada pelo
ICMBio, nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugde Normativa ICMBio n® 10/2010, no que especifica esta
Autorizacdo, ndo podendo ser utilizade para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégice coletade devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
ambito do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o ternténo nacional, que impliquem o deslocamento de recurses humanes e matenais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ao estudo, a difus3o ou & pesquisa, estio sujeitas a auterizacio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia

6 O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupes; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populacées do grupo
taxondmico de inferesse em condicdo in situ

7 Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territorio nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patiménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccio e desenvolvimento tecnolagico. Veja
maiores informacdes em www.mma.gov.bricgen.
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Locais onde as atividades de campo serao executadas

# | Descrigédo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Zoologico da Cidade Aracaju-SE Mata Atlantica Néo Fora de UC Federal
2 | Feira de Santana Feira de Santana-BA Caatinga N&ao Fora de UC Federal
3 | Salvador Salvador-BA Mata Atlantica N&o Fora de UC Federal

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadéo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio gov . br/sishio).

Cédigo de autenticacédo: 0630530320191108 Péagina 1/3
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8.2 ANEXO 2: AUTORIZACAO CEUA

Universidade Federal da Bahia

Escola de N!edicina Veterinaria e Zootecnia
Comité de Etica no Uso de Animais

Av. Ademar de Barros, 500 - Ondina-40170-110 Salvador-BA

Fone: (071) 3283-6704/6708/ - Fax: 3283-6718
E-mail: escmev@ufba.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Determinag¢do de valores de referéncia hematolégicos e de
bioquimica sérica de Jiboia ( Boa constrictor) e alterac6es induzidas por infeccdo com hepatozoon
sp.”, registrada com o n° 94/2018, sob a responsabilidade do (a) Prof. Ricardo Wagner Dias Portela, e
que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia, em reuniéo de 01.11.2018.

Finalidade ( )Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizago 01/01/2019 4 01/01/2020

N° da solicitagdo ou autorizagio | 63053

SISBIO

Atividade(s) Captura: Contencgéo fisica manual, com utilizag&o prévia de gancho especifico -
para manejo de serpentes.
Coleta de espécimes

Coleta de material biolégico: Sangue - Método - Venopungio do plexo venoso
paravertebral. Saliva - Método - Swab da cavidade oral.

Marcacéo

Outras

Espécies/Grupos taxonémicos Boideos em geral, com foco em Boa constrictor (Jiboia), podendo ser coletados
amostras do género Eunectes (Sucuri), Epicrates (Jiboia Arco-Iris, Jiboia
Vermelha) e do género Corallus (Jiboia Verde).

N° de animais 50

Sexo Ambos
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Origem

1 - Plantel do Laboratério de Animais Pegonhentos € Herpelogia (LAPH) da
UEFS .

2 — Aninais do Niicleo Regional de Ofidiologia e Animais Peconhentos da Bahia —
NOAP/UFBA

3 — Animais do Parque Zooboténico Getilio Vargas — Salvador/BA

4 — Animais em reabilitacio no CETASABAMA de Salvador/BA

5 — Animais resgatados pela Policia Ambiental de Salvador e RM e encaminhados
a0 AASE

6 — Animais criados legalmente como Pets.

Local (is) de realiza¢io das
atividades

As atividades serdo realizadas nos respectivos locais de origem dos animais.

Salvador, 01/11/2018.

" Prof. Claudio de Oliveira Romao
Coordenador CEUA/EMEVZ-UFBA
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8.3 ANEXO 3: Registro SisGen

i

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AT89ECS

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: ATB9ECH

Usudrio: UFBA

CPF/ICNPJ: 15.180.714/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Boa constrictor

Titulo da Atividade: Boa constrictor: patégenos associados pe padrdes de hematologia e
bioguimica clinica

Equipe

Ricardo Wagner Dias Portela UFBA

Gustavo Rodamilans de Macedo UFBA

Parceiras Nacionais
14.045.546/0001-73 / UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Parceiras no Exterior
Centro de Investigagio em Biodiversidade e Recursos G
University of Helsinki

Data do Cadastro: 07/08/2018 20:34:02
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 9:34 de 22/01/2020.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMOMNIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
PANIAN ASSOCIADO - SISGEN



