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RESUMO

MACHADO, Karoline Alves. Deteccao de Trypanosoma sp. em bovinos naturalmente
infectados em diferentes municipios de estado do Rio de Janeiro . 2025. 46p. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

As enfermidades causadas por hemoprotozoarios representam um importante desafio a pecuéria
brasileira, tanto pela dificuldade no diagnostico quanto pelos prejuizos econdmicos decorrentes
da redugdo da produtividade dos rebanhos. Entre esses agentes, destacam-se os protozoarios do
género Trypanosoma, responsaveis pela tripanossomose, uma doenga que pode se manifestar
com sinais clinicos inespecificos, como anemia, perda de peso, diminui¢do na producao de leite
e abortos. Essas caracteristicas clinicas favorecem o subdiagnéstico e a subnotificagdo da
enfermidade nos rebanhos. O presente estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de
Trypanosoma spp. em bovinos de diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro, utilizando
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) como principal ferramenta diagnostica. Foram
analisadas 398 amostras sanguineas de bovinos provenientes de propriedades rurais localizadas
nos municipios de Vassouras, Miguel Pereira, Seropédica, Teresopolis, Pirai e Volta Redonda,
entre 2022 e 2025. As amostras foram submetidas a PCR utilizando primers especificos para os
genes /85 rDNA e Catepsina L (CatL), marcadores amplamente empregados na triagem e
diferenciagdo de espécies do género Trypanosoma. Dos animais avaliados, 13 amostras (3,27%)
foram positivas para Trypanosoma spp., todas oriundas de uma tinica propriedade no municipio
de Volta Redonda. O sequenciamento genético das amostras confirmou a presenga de
Trypanosoma vivax, com 100% de similaridade em relacdo a cepas previamente descritas no
Brasil e na Africa Ocidental. A analise filogenética demonstrou que as sequéncias obtidas se
agruparam com linhagens j& circulantes na regido Sudeste do pais. Os achados reforcam a
importancia do uso da PCR como método sensivel e especifico para a detecgdo de
tripanossomose bovina, especialmente em infecgdes subclinicas ou de baixa parasitemia, nas
quais os métodos convencionais apresentam baixa eficiéncia. O estudo destaca ainda a
relevancia do monitoramento epidemiologico com base em ferramentas moleculares,
contribuindo para o diagnostico precoce, o controle sanitario e a prevencao da disseminagao da
doenca nos rebanhos do estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: tripanossomose bovina; Trypanosoma vivax, PCR; diagnostico molecular;
epidemiologia.



ABSTRACT

MACHADO, Karoline Alves. Detection of Trypanosoma sp. in naturally infected cattle
from different municipalities in the state of Rio de Janeiro. 2025. 46 p. Dissertation
(Master’s in Veterinary Sciences) — Institute of Veterinary Medicine, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brazil, 2025.

Hemoprotozoan diseases represent a significant challenge to Brazilian cattle farming, mainly
due to diagnostic difficulties and the economic losses associated with decreased herd
productivity. Among these pathogens, protozoa of the genus 7rypanosoma are noteworthy as
the causative agents of trypanosomosis, a disease that may present with nonspecific clinical
signs such as anemia, weight loss, reduced milk production, and abortions. These
manifestations often lead to underdiagnosis and underreporting of the disease in cattle herds.
This study aimed to investigate the occurrence of Trypanosoma spp. in cattle from different
municipalities in the state of Rio de Janeiro, using Polymerase Chain Reaction (PCR) as the
main diagnostic tool. A total of 398 blood samples were collected between 2022 and 2025 from
cattle raised on farms located in the municipalities of Vassouras, Miguel Pereira, Seropédica,
Teresopolis, Pirai and Volta Redonda. All samples were subjected to PCR using primers
targeting the /8S rDNA and cathepsin L (CatL) genes, both widely used markers for the
screening and differentiation of Trypanosoma species. Of the animals tested, 13 samples
(3.27%) were positive for Trypanosoma spp., all of which originated from a single farm in Volta
Redonda. Genetic sequencing confirmed 100% similarity with Trypanosoma vivax strains
previously described in Brazil and West Africa. Phylogenetic analysis showed that the
sequences clustered with lineages already circulating in the southeastern region of the country.
These findings highlight the relevance of PCR as a highly sensitive and specific technique for
the detection of bovine trypanosomosis, especially in subclinical infections or cases of low
parasitemia where conventional methods tend to fail. Furthermore, the study underscores the
importance of incorporating molecular-based epidemiological monitoring strategies to support
early diagnosis, sanitary control, and prevention of disease spread in cattle herds across the state
of Rio de Janeiro.

Keywords: bovine trypanosomiasis; Trypanosoma vivax; PCR; molecular diagnosis; epide-
miology.
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1 INTRODUCAO

Doengas causadas por parasitos sdo de grande desafio para a pecuaria mundial e
especialmente no Brasil, pais conhecido por possuir um dos maiores rebanhos do mundo, com
aproximadamente 234 milhdes de cabeca de gado em 2023, também possuindo o titulo de maior
exportador de carne bovina de todo o globo (IBGE, 2023). Muitos agentes parasitarios causam
problemas dentro da criagdo de gado e entre aqueles de maior importancia sanitdria e econdmica
estao os protozoarios da familia Trypanosomatidae, ocasionadores de patologias de diagnostico
e controle complicados, como a tripanossomose (Giordani et al., 2016; Castillo-Castafieda et
al., 2022).

Esses parasitos possuem ciclos complexos, com fase em hospedeiros vertebrados e
invertebrados, com mais de um tipo de vetor e forma de transmissao, o que dificulta muito a
erradicacdo das doencas e facilita sua disseminagao (Riana et al., 2022; Pefia-Callejas et al.,
2022). Em bovinos, a infec¢do por tripanossomos de importancia como 7rypanosoma vivax,
Trypanosoma evansi ¢ Trypanosoma theileri sdo capazes de apresentar sintomatologia
inespecifica como febre, anemia, perda de peso, distirbios neurolégicos e abortos, acarretando
perdas significativas a pecudria bovina (Giordani et al., 2016; Bonilla et al., 2021; Kaliner,
1972). Outro grande desafio encontrado ¢ o subdiagnostico dessas doencas e falta da inclusao
delas como triagem para diagndstico diferencial de outras enfermidades comum em rebanhos
(Radostits et al., 2000; Caramori et al., 2022).

Algumas formas para realizar o diagnéstico laboratorial de tripanossomatideos podem
ser encontradas como métodos parasitologicos, sorologicos e principalmente moleculares. O
desafio maior ¢ na fase cronica da infec¢ao, onde ocorre uma queda da parasitemia, dificultando
a visualizacdo direta do agente. Diante disso, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem
sendo vastamente utilizada por sua alta sensibilidade e especificidade na detecgio de DNA
parasitario, sendo possivel sua realizagdo mesmo em estagios subclinicos (Silva, 2017;
Gonzalez et al., 2006).

A existéncia de surtos de tripanossomose registrados em estados do Brasil (Bastos et
al., 2017; Abrao et al., 2009) refor¢cam a necessidade de mais estudos voltados para a presenca
destes parasitos em rebanhos brasileiros. Neste trabalho, optou-se pela utilizagdo da biologia
molecular, por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), como ferramenta diagndstica.
Essa escolha se deve as limitagdes apresentadas pelos métodos parasitologicos e sorologicos,
que, embora amplamente utilizados, podem falhar na detec¢dao de infec¢des cronicas ou de
baixa parasitemia, além de ndo diferenciarem infecgdes ativas de exposi¢oes anteriores (Connor
& Bossche, 2004; Madruga et al., 2006; Silva et al., 2002; Osorio et al., 2008). A PCR, por sua
vez, oferece maior sensibilidade e especificidade, permitindo uma deteccdo mais precisa e
confiavel do agente (D’Avila etal., 1997; Cortez et al., 2009). Diante disso, o presente trabalho
teve como objetivo realizar a deteccao molecular de Trypanosoma spp. em amostras sanguineas
de bovinos em diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Criac¢ao de Gado no Brasil

A bovinocultura representa uma das mais importantes atividades do agronegocio
brasileiro, ndo apenas pelo seu expressivo valor econdmico, mas também pelo impacto social e
ambiental que exerce em diversos territorios do pais. O Brasil lidera o ranking mundial de
rebanho bovino comercial, com cerca de 234 milhdes de cabegas registradas em 2023, sendo
também o maior exportador global de carne bovina (IBGE, 2023). Essa atividade ocupa uma
significativa parcela do territorio nacional, estendendo-se por diferentes biomas e regides, com
maior destaque para o Centro-Oeste, Sudeste ¢ Norte (EMBRAPA, 2017).

A intensifica¢do da bovinocultura teve seu marco na segunda metade do século XX,
quando foram introduzidas tecnologias voltadas ao melhoramento genético, manejo de
pastagens, suplementacdo alimentar e estratégias sanitarias mais eficazes (IPEA, 2020).
Atualmente, a atividade se divide em dois segmentos principais: a pecudria de corte e a pecudria
leiteira. A primeira concentrada, sobretudo nas regides Centro-Oeste e Norte, ainda se baseia
em sistemas de producao extensivos, embora venha crescendo o uso de confinamentos e
modelos semi-intensivos (MAPA, 2023). Por sua vez, a pecuaria leiteira predomina no Sul e
Sudeste, principalmente em Minas Gerais, e caracteriza-se por maior tecnificagdo e controle
zootécnico (EMBRAPA, 2017).

Os sistemas de producdo bovina variam de acordo com fatores regionais, o produto final
desejado e o nivel tecnoldgico empregado pelos produtores. O modelo extensivo, ainda
hegemonico no pais, utiliza grandes areas de pastagem com baixa densidade animal. Ja os
sistemas semi-intensivo € intensivo incorporam praticas como o confinamento (feedlot),
suplementagdo nutricional estratégica, manejo reprodutivo controlado e programas de
melhoramento genético (Cezar et al., 2005). Em paralelo, destaca-se a expansao dos sistemas
de Integracdo Lavoura-Pecuaria-Floresta (ILPF), que promovem ganhos em produtividade e
sustentabilidade por meio do uso diversificado da terra e da sinergia entre atividades agricolas
e pecuarias (Bungenstab et al., 2019; EMBRAPA, 2022).

A modernizagdo da pecudria tem sido impulsionada por inovacdes tecnologicas que
resultam em maior produtividade, melhor bem-estar animal e menor impacto ambiental. Entre
as principais inovagdes, destacam-se os softwares de gestdo, ferramentas de rastreabilidade
animal, sensores fisiologicos e ambientais e a adogdo de praticas de manejo racional (MAPA,
2023). No entanto, persistem desafios importantes, como os efeitos ambientais da pecuaria
extensiva — que incluem o desmatamento, a degradacao de pastagens e a emissao de gases de
efeito estufa (Neto & Orlandini, 2020; Silva et al., 2020).

Adicionalmente, a sanidade dos rebanhos continua sendo uma preocupagdo constante,
dada a presenca de enfermidades infecciosas como a Tristeza Parasitaria Bovina, brucelose,
tuberculose e tripanossomose, que comprometem a produtividade e a qualidade dos produtos
de origem animal (Alfieri & Alfieri, 2017; Germano et al., 2018; Oliveira et al., 2019; MAPA,
2023).

Nesse contexto, a adog¢do de praticas sustentdveis de manejo, associadas ao
monitoramento constante das hemoparasitoses, verminoses € demais doengas infecciosas, bem
como ao controle eficaz de ectoparasitos como moscas e carrapatos, torna-se essencial para
garantir a sanidade dos rebanhos e a qualidade dos produtos pecuarios. A integracdo entre
inovagao tecnoldgica, vigilancia sanitaria e responsabilidade ambiental €, portanto, o caminho
para o fortalecimento da bovinocultura brasileira frente as exigéncias dos mercados nacional e
internacional (EMBRAPA, 2017; Silva et al., 2020; MAPA, 2023).



2.2. Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae compreende um grupo de protozoarios flagelados
unicelulares, pertencentes a ordem Kinetoplastida, de subordem Trypanosomatida (Kostygov;
Yurchenko, 2017). E caracterizada por um unico flagelo e um cinetoplasto proeminente, uma
organela que contém DNA mitocondrial especializada.

Essa familia engloba diversos géneros, dos quais sao de grande importancia para a saude
publica devido a sua alta capacidade de causar doengas em humanos, animais e plantas. Onde
principalmente estao os géneros Trypanosoma e Leishmania (Castillo-Castafieda ef al., 2022).

Devido a ampla diversidade bioldgica dos tripanossomatideos, suas formas evolutivas
variam entre as diferentes espécies e se desenvolvem ao longo do ciclo biologico tanto no
hospedeiro vertebrado quanto no invertebrado. Essas formas sdo classificadas com base na
morfologia celular, levando em consideracao o formato do corpo, a posi¢ao do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo e o ponto de inser¢do do flagelo (Hoare, 1972; Vickerman, 1976), como
ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Imagem mostrando a diversidade morfologica das diferentes fases evolutivas dos
tripanossomatideos. Fonte: Souza & Vidal, 2017.

Os tripanossomatideos compreendem, em sua maioria, protozodrios que apresentam
ciclos de vida distintos: monoxénos, que completam seu desenvolvimento em um tUnico
hospedeiro invertebrado, e heteroxénos, que requerem dois hospedeiros distintos, geralmente
um vertebrado e um invertebrado, para completar seu ciclo bioldgico (Votypka ef al., 2015).
Dentre os representantes heteroxénos de relevancia para a Medicina Veterinaria destacam-se os
géneros Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum, cujas espécies sao associadas a doengas
de importancia médica veterinaria (Hoare & Wallace, 1966; Merzlyak et al., 2001; Svobodova
et al., 2007; Wallace et al., 1983; Wallace, 1966).

Devido aos elevados prejuizos e a dificuldade no manejo, a presenca de
Trypanosomatidae em animais de rebanho ¢ um desafio significativo dentro do sistema da
pecuaria mundial. Consequentemente, estudos sobre métodos de diagndstico precisos e
desenvolvimento de controle dessas enfermidades se tornam cada vez mais necessario
(Giordani et al., 2016).



2.2.1 Posicao taxonémica

A familia Trypanosomatidae pertence ao reino Animalia, filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastea ¢ ordem Trypanosomatida. Dentro dessa familia, destacam-se os géneros
Trypanosoma e Leishmania, ambos com importdncia médico-veterindria. O género
Trypanosoma, em especial, abriga espécies de relevancia para a pecuaria brasileira, como
Trypanosoma evansi, Trypanosoma theileri e principalmente Trypanosoma vivax. (Hoare,
1972).

O género Trypanosoma Gruby, 1843 (Euglenozoa: Kinetoplastea: Trypanosomatidae)
¢ capaz de infectar todas as classes de vertebrados. Esses protozoarios apresentam um ciclo de
vida heteroxénico, ou seja, requerem a participagao obrigatoria de pelo menos dois hospedeiros
distintos — um vertebrado e um invertebrado — para completar seu desenvolvimento (Riana
et al., 2022). Uma excecdo notavel é Trypanosoma equiperdum, cuja transmissao ocorre
diretamente por via sexual, dispensando o vetor (Fisher et al., 2013).

Durante a infec¢do de hospedeiros vertebrados, como os bovinos, os tripanossomas
podem ser encontrados no sangue e em diversos tecidos. Ja4 nos hospedeiros invertebrados,
ocorre a conclusdo das fases de desenvolvimento do parasito, o que torna o controle e a
prevengdo dessas infec¢des particularmente desafiadores (Pefa-callejas et al., 2022).

O género Trypanosoma pode ser classificado de acordo com o tipo de contaminagdo em
que estao envolvidos, que ocorre por meio da saliva ou das fezes do artropode vetor. Quando o
hemoflagelado é encontrado na saliva, ele ¢ classificado na Secc¢do Salivaria; por outro lado,
quando a contaminagao ocorre pelas fezes do vetor, a classificagao € na Secgao Stercoraria. Os
hemoflagelados da Sec¢do Salivaria s3o os que mais apresentam carater patogénico, enquanto
os da Seccdo Stercoraria sdo, em sua maioria, ndo patogénicos, com exce¢do do Trypanosoma
cruzi, responsavel pela “doenca de Chagas” em humanos (Matthews, 2005; Roque & Jasen,
2014).

Algumas espécies sdo altamente patogénicas para seus hospedeiros vertebrados, os
quais podem incluir o ser humano, como na doenca de Chagas causada pelo parasito 7. cruzi e
Trypanosoma brucei, causador da “Doenga do sono” (HOARE, 1972). Outras sdo apatogénicas,
pouco patogénicas ou ainda de patogenicidade desconhecida como no caso de 7. theileri,
Trypanosoma cervi, Trypanosoma melophagium, Trypanosoma stefanskii e Trypanosoma
theodori e outras espécies (membros do subgénero Megatrypanum) (HOARE, 1972).

Dentre as espécies mais relevantes associados a tripanossomose bovina no Brasil,
podemos destacar trés principais espécies: 7. evansi, T. vivax e T. theileri (Silva et al., 2002).

2.3. Tripanosomatideos de importancia para o gado bovino brasileiro

No cenario da pecudria brasileira, a presenca de tripanossomatideos em rebanhos
simboliza um risco significativo tanto no aspecto sanitario quanto econdmico (Abraao et al.,
2009; Caramori et al., 2022).

As infecgdes causadas por espécies do género Trypanosoma comprometem a
produtividade dos rebanhos, podendo ocasionar anemia, perda de peso, abortos, diminui¢ao na
producao de leite e carne e, em casos mais graves, surtos severos com mortalidade de animais.
(Giordani et al., 2016).

Grande parte dessas doengas ¢ subnotificada em diversas regides do pais, devido a
auséncia da tripanossomose como hipdtese no diagnostico diferencial de outras enfermidades,
0 que compromete significativamente os rebanhos (Radostits et al., 2000). Além disso, o
impacto da tripanossomose ndo se restringe aos prejuizos individuais de um animal, mas afeta
todo o rebanho, podendo acarretar problemas sanitarios relevantes. (Guerra ef al., 2013).



Nesse contexto, o reconhecimento dos tripanossomastideos como agentes de relevancia
pecuaria nacional ¢ essencial para a reducao de perdas econdmicas e a melhoria da satde dos
rebanhos (Caramori et al., 2022).

2.3.1 Trypanosoma evansi

Trypanosoma evansi ¢ um hemoparasito protozoario flagelado (Shorba et al., 2024).
Agente etiologico da “surra” ou “mal as cadeiras”, uma enfermidade de grande impacto
econdmico e sanitario em diversas regides do mundo (Rodrigues et al., 2016). Inicialmente
descrito em 1880 na India, 7. evansi se disseminou para diversas regides tropicais e subtropicais
da Asia, Africa, América do Sul e Oriente Médio (Hoare, 1972), e no Brasil se tornou endémico
em areas como o Pantanal Mato-grossense (Desquesnes ef al., 2013). Afeta principalmente
equinos, bovinos e outros mamiferos, incluindo humanos (Desquesnes et al., 2013; Brandao et
al., 2002). Diferindo de outros tripanosomas, 7. evansi ndo possui um vetor biologico e ciclo
complexo, ndo apresenta fase epimastigota, permanecendo apenas em sua forma tripomastigota
tanto na fase de multiplicacdo quando infectante. Sua transmissao acontece de forma mecanica
através de vetores hematofagos como morcegos (Rodrigues et al., 2005), moscas Tabanideos e
Stomoxys, ou até por fomites contaminados (Fiorin et al., 2023).

Figura 2. Ciclo bioldgico de Trypanosoma evansi. Fonte: Elaborado pela autora (2025) com
elementos graficos da imagem obtidos no Canva.com, conforme licenciamento em 2025.

A infecgdo por 7. evansi pode se apresentar de forma aguda ou cronica, dependendo da
espécie hospedeira e da carga parasitaria. No Brasil Herrera et al. (2004) descreveu a doenga
em sua forma aguda, responsavel por causar morte em equinos; onde os sintomas se manifestam
em forma de elevagdo da temperatura corporal, desenvolvimento de anemia progressiva, edema
de regido posterior do corpo ocasionando perda da condigao fisica e levando os animais a morte
em meses ou semamas (Silva et al., 2003; Neves et al., 2011). Herrera et al (2004) também
descreve a doenga em sua forma cronica que acomete principalmente capivaras, sendo estas
uma espécie de sentinela para infecgdes posteriores em equinos. Um estudo realizado por Silva
et al. (2009) investigou os efeitos de infegdo por 7. evansi em gatos domésticos infectados de
forma experimental. Os animais apresentaram mucosas hipocoradas, hidropericardio,

5



hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenomegalia e alteragdes histoldgicas nos orgaos
mencionados. Apos as analises clinicas, 0s animais apresentaram anemia regenerativa, redugao
dos niveis de ferro, atividade da AChE (acetilcolinesterase) no sangue e aumento de TBARS
(Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico), que sdo subprodutos da peroxidacio lipidica e
indicam o grau de estresse oxidativo, estabilizando-se apos os sete primeiros dias de infecgao.

O trabalho concluiu que os sintomas causados dos pela infec¢do por 7. evansi podem
estar relacionados a combinagdo de fatores, podendo ser explicados por diversos mecanismos,
que incluem a destruicao das células vermelhas pelos agentes, efeitos imunologicos e a
peroxidacdo lipidica.

Dentro do cenario brasileiro, a prevaléncia do 7. evansi varia entre as regides. Um
estudo realizado por Silva et al. (2007) detectaram através de esfregagco sanguineo periférico
pela primeira vez a presenca de 7. evansi em bovino da regidao Sul do Brasil. Silva relata que
dez bovinos de uma propriedade em Videira, RS, apresentaram sintomas como anorexia, apatia,
emagrecimento progressivo, entre outros. Todos os animais doentes foram tratados para
anaplasmose e babesiose, apds a morte de quatro animais, uma novilha que estava prenha de
oito meses, foi recolhida para a realizacdo do esfregaco sanguineo. Foi possivel visualizar a
presenga do parasito.

Também no Rio grande do Sul, foi relatado um surto em uma propriedade de equinos,
onde dos 125 animais doentes, 52 vieram a ébito. Os animais apresentavam os sinais classicos
e também sinais neurologicos. O diagndstico foi obtido por meio de observagao do parasito em
lamina de esfregago sanguineo e imunohistoquimica (Rodrigues et al, 2005).

Na regido de Pantanal mato-grossense o 7. evansi ¢ bastante disseminado, a regido
apresenta alta diversidade de hospedeiros, incluindo mamiferos domésticos e silvestres, como
cavalos, caes, capivaras, quatis, jaguatiricas e oncas-pintadas (Martins, 2010).

2.3.2. Trypanosoma vivax

Trata-se de um protozoario hemoparasito origindrio do continente africano capaz de
infectar ruminantes em geral e causador da tripanossomose bovina (Souza; Pereira; Silenciato,
2024). E uma das mais importantes espécies, conhecida por infectar animais domésticos e
selvagens (Bezerra et al., 2008).

Acredita-se que sua chegada as Américas do Sul e Central aconteceu por volta de 1830
por meio de um rebanho bovino trazido do Senegal (Wells, 1984). No Brasil, o primeiro relato
veio de bovinos no estado do Pard em 1946 e posteriormente em bufalos do mesmo estado
(Shaw; Lainson, 1972). Nas Américas, sua transmissdo ocorre principalmente de forma
mecanica pela picada de dipteros hematofagos dos géneros Tabanus sp. e Stomoxys sp. (Lopes
et al., 2018). Também fo1 detectada a presenca do parasita na prosboscide e torax-abdomen da
mosca Haematobia irritans (Sales et al., 2017). Outras formas de transmissdo descritas forma
através de fomites contaminados e compartilhados entre os animais do rebanho (Bezerra et
al.,2023) e por via transplacentaria (Silva ef al., 2013).

No continente africano, seu ciclo bioldgico comega com o vetor (Glossina sp.) ingerindo
a forma tripomastigota do parasito (Jones; Davila, 2001; Batista et al, 2007.). No esdfago e
faringe da mosca, o parasito assume a forma de epimastigota, retorna para o aparelho bucal
multiplicando-se de maneira vigorosa. Apds a multiplicagdo, transforma-se em tripomastigota
e torna-se infectante. Ao se alimentar, a mosca inocula o parasito na pele do hospedeiro
definitivo (vertebrado) que se multiplica por divisdo bindria na corrente sanguinea desses
animais, invade os tecidos e causam dano tecidual em varios 6rgaos (Silva ef al., 2002; Jansen
et al., 2024). Mesmo com a produ¢do de anticorpos do bovino, o parasito possui a alta
capacidade genética de codificar diferentes proteinas de superficie. Tal processo € denominado
“variagdo antigénica”, ou seja, ele substitui a sua proteina de superficie por uma nova que o
hospedeiro nao tenha anticorpos, o que auxilia na prote¢ao e permanéncia do parasito dentro
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do organismo do hospedeiro vertebrado. Esse processo persiste até que ndo seja mais possivel
que aconteca essa troca de proteina ou que o hospedeiro ndo resista (Cavalcanti et al.,2021;
Pereira et al., 2020).

No Brasil, como ndo ha a presenga da mosca tsé tsé (Glossina sp.) o parasito €
transmitido de forma mecanica entre os animais. O hospedeiro invertebrado (tabanideos,
comumente moscas dos géneros Stomoxys € Haematobia) se alimenta do sangue de animais
que possuam alta parasitemia e transmitem o parasito a outros animais sadios sem que haja
multiplicagdo desses parasitos dentro do hospedeiro invertebrado. Sua multiplicagdo também
ocorre por fissdo bindria, porém o parasito se mantém na forma de tripomastigota durante todo
o processo (Bastos et al., 2017).

A transmissdo iatrogénica do parasito acontece de forma parecida com a forma
mecanica, mas ao invés de estar relacionada com um hospedeiro invertebrado, ela ocorre com
a inocula¢do do parasito em sua forma tripomastigota através de superficies perfuro cortantes,
como seringas e agulhas, contaminados e compartilhados entre os animais do rebanho (Silva et
al., 2002; Caramori, 2022). Uma pratica frequente em propriedades leiteiras, como a aplica¢ao
de ocitocina por via intravenosa antes da ordenha, pode favorecer essa via de disseminagao,
especialmente quando agulhas e seringas sdo reutilizadas entre animais. Em um surto
documentado por Bastos et al. (2017) no estado de Goias, a transmissdao do 7. vivax foi
associada ao uso de uma unica seringa ¢ agulha para aplicagdo diaria de ocitocina em vacas
lactantes. Além disso, observou-se a presenca de seringas contendo ocitocina misturada com
sangue nos locais de manejo, evidenciando o risco da contaminagdo cruzada e reforgando a
importancia das boas praticas sanitarias na prevengao da tripanossomose.

Um estudo de Silva et al. (2013) mostrou um experimento onde ocorreu a infecao de
ovelhas prenhes de forma iatrogénica para a observacdo do desenvolvimento gestacional e
avaliagdo sobre a influéncia do Trypanosoma vivax durante a gestagdo. O estudo teve como
resultado além da morte de algumas ovelhas, a morte de todos os fetos onde alguns foram
abortados e outros nasceram e morreram apods alguns dias. Durante a necropsia dos fetos, foi
possivel observar a presenca de 7. vivax em tecidos, o que confirma a contaminacdo via
transplacentaria, além de apresentar comprometimento reprodutivo significativo.



Figura 3: Ciclo bioldgico de Trypanosoma vivax. Fonte: Elaborado pela autora (2025) com
elementos graficos da imagem obtidos no Canva.com, conforme licenciamento em 2025.

Existe uma variancia de sinais clinicos de acordo com diversos fatores, como fase da
doenga, por exemplo. Porém, os sinais e sintomas sdo semelhantes a variadas patologias comuns
em rebanhos, como febre, apatia, hiporexia, anorexia, perda de peso, queda no ganho de peso,
aborto, mucosas hipocoradas, linfadenomegalia, anemia e em casos mais graves, disturbios
neuroldgicos (Pandolfi et al., 2024; Bonilla ef al., 2021).

A infecgdo por 7. vivax em bovinos ¢ endémica em diversas regides do mundo,
especialmente na América do Sul e Africa. No Brasil, a prevaléncia de 7. vivax tem sido
amplamente documentada por estudos sorologicos e moleculares, evidenciando a disseminagao
da tripanossomose em diversas regioes do pais. Por exemplo, no estado do Rio Grande do Sul,
44,5% dos bovinos examinados apresentaram soropositividade para 7. vivax, evidenciando a
disseminagdo do parasito na regido (Pereira et al., 2020). Além disso, na Baixada Maranhense,
79,3% dos bufalos testados apresentaram anticorpos contra 7. vivax, embora a parasitemia tenha
sido baixa (Silva et al., 2023).

Um levantamento realizado entre 2020 e 2021, envolvendo 5.114 amostras de soro de
287 municipios de 14 estados brasileiros, incluindo o estado do Rio de Janeiro revelou uma
soroprevaléncia de 56,5%, com 2.886 amostras positivas para 7. vivax (Donadon, 2023).
Estudos moleculares realizados em diversos municipios do estado do Rio de Janeiro detectaram
o agente em focos/surtos da doenca (Costa ef al., 2020; Abreu et al., 2024).

2.3.3. Trypanosoma theileri

Trypanosoma theileri ¢ um protozodrio flagelado da espécie-tipo do subgénero
Megatrypanum, um parasito relativamente grande (30-70 um de comprimento), apresenta uma
membrana ondulante bem definida (Hoare, 1964) extensivamente distribuido entre bovinos em
todo o mundo (Villa et al., 2008). Amplamente conhecido por infectar bovinos, este protozoario
também ¢ encontrado em outros animais como caprinos e ovinos (Chavez-Larrea et al., 2023).

Na transmissdo, os tabanideos sdo considerados os principais vetores biologicos. A
forma metaciclicas do parasito ¢ desenvolvida no intestino dos insetos e posteriormente serdo
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eliminadas nas fezes desses vetores por via estercordria (pelas fezes) durante o repasto
sanguineo no hospedeiro. Os animais sdo infectados pela contaminacdo pelas fezes dos
parasitos ou pela ingestao desses invertebrados (Bose, 1987; Bose & Heister, 1993). No entanto,
alguns estudos apontam outros possiveis vetores de 7. theileri, como descrevem Martins et al.
(2008), onde o estudo relata a presenca de formas epimastigota de um Trypanosomatideo
morfologicamente compativel com 7. theileri na hemolinfa do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O estudo de Brotankova et al.
(2022) também mostrou outro possivel vetor para o 7. theileri, onde teve como objetivo
investigar a capacidade vetorial de mosquitos e outros dipteros. A partir de 4051 mosquitos
capturados na Republica Tcheca entra 2017 e 2019, ou autores descreveram a prevaléncia de 7.
theileri em espécies do género Aedes por meio de andlise molecular. Além disso, foi possivel
confirmar a capacidade vetorial por infe¢des experimentais em Aedes aegypti usando isolados
de mosquito, sendo observada a forma metaciclicas do 7. theileri no intestino e urina dos
vetores infectados.

Figura 4. Ciclo biologico de Trypanosoma theileri. Fonte: Elaborado pela autora (2025) com
elementos graficos da imagem obtidos no Canva.com, conforme licenciamento em 2025.

Embora em muitos artigos seja considerado um parasito de baixo risco ¢ de baixa
patogenicidade, evidéncias atuais apontam que principalmente os animais coinfectados com
outros agentes e parasitos gastrointestinais podem apresentar sinais clinicos inespecificos como
febre, anemia e perda de peso (Hajihassani ef al.,2020; Villa et al., 2008). A infeccao também
pode ocorrer de forma subclinica, onde os sintomas podem levar anos para se apresentar. Nesses
casos também pode ocorrer a queda de peso (Amato et al., 2019). Casos de sintomas mais
graves ja foram descritos e incluem os sintomas de infeccdo cerebral, testicular,
esplenomegalia, anemia hemolitica, febre, mucosas hipocoradas, linfadenomegalia e aborto
(Kaliner, 1972; Mitchell & Long, 1980; Braun et al., 2002; Hajihassani et al., 2020). Tais
achados confirmam que a negligéncia frente a presenca de 7. theileri nos rebanhos pode
acarretar riscos sanitarios consideraveis.

Em estudo realizado por Lee et al. (2010) revelam uma prevaléncia de 7. theileri em
bovinos variando de 10 a 90%. No entanto, estudo recente no estado do Rio de Janeiro,
apresentou prevaléncia baixa de 0,88% (dados em fase de publicagdo), a qual pode estar
relacionada a auséncia de vetores biologicos, apesar de haver relatos de detecgao deste agente
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em carrapatos (Morzaria et al., 1986; Latif et al., 2004; Martins et al., 2008; Burgdorfer et al.,
1973), e a baixa endemicidade do agente no estado do Rio de Janeiro (Abreu et al, 2024). Em
outros paises como no México e Siri Lanka, a prevaléncia para este parasito foi de 26,6% e
7,6%, respectivamente (Flores, 2021; Yokoyama et al., 2014). Pacheco ef al. (2014) analisando
sangue de bovinos da regido amazodnica ocidental do Brasil, encontraram um percentual de
42,9% entre os rebanhos.

2.4. Diagnéstico de Trypanosoma spp.

Para a realizagdo de um diagnostico definitivo das diferentes espécies de Trypanosoma
se faz necessario uma analise laboratorial envolvendo técnicas de detec¢ao molecular ou
sorologica, demonstrando a presenca do agente na amostra avaliada. Quando se trata de um
hospedeiro na fase aguda, a qual se tem um alto nivel de parasitemia, ¢ possivel realizar,
inclusive, a detec¢dao do agente por meio de métodos parasitoldgicos diretos (Silva, 2017). Por
outro lado, na fase cronica da doenga ocorre a reducdo da parasitemia, dificultando o
diagnéstico direto do agente. Neste caso, opta-se por métodos soroldgicos indiretos baseados
na deteccao de anticorpos especificos. No entanto, essa técnica ndo permite diferenciar
infeccOes ativas daquelas ja tratadas (Gonzalez et al., 2006; Cury et al., 2010), o que torna
essencial a avaliagdo do historico clinico do paciente para a obtencdo de um diagndstico
assertivo.

2.4.1. Diagnostico Parasitologico

O diagnéstico direto, também denominado exame parasitologico de visualizagdo,
permite a observa¢do do protozoario diretamente em amostras bioldgicas por meio da
microscopia oOptica. Este exame pode ser realizado a partir de materiais como sangue fresco,
fluidos linfaticos, liquor, secre¢des genitais ou amostras de 6rgaos, obtidas por pun¢do ou coleta
convencional (Radostits ef al., 2000; Silva et al., 2003; Desquesnes, 2004).

A identificagdao do parasito baseia-se na analise de suas caracteristicas morfologicas
e dimensionais, que variam conforme o género, o que auxilia tanto no reconhecimento quanto
na diferenciacdo entre espécies (Radostits et al., 2000; Silva et al., 2003; Desquesnes, 2004).

Dentre as amostras disponiveis, o sangue ¢ o material mais frequentemente utilizado
devido a facilidade de obtencdo, seja por puncdo de veias calibrosas como a jugular, ou por
capilares periféricos, como os da extremidade da orelha (Desquesnes, 2004; Connor; Bossche,
2005). Entre as técnicas diretas mais empregadas estdo: a gota espessa, que consiste na analise
de uma amostra de sangue colocada entre 1amina e laminula e visualizada sob objetiva de 100x;
o esfregaco sanguineo, corado com Giemsa, que proporciona uma camada fina ideal para leitura
em grande aumento (Silva ef al., 2003; Desquesnes, 2004); e o método do micro-hematdcrito
(ou técnica de Woo), no qual a amostra € centrifugada para isolar a camada leucocitaria, que
posteriormente ¢ utilizada para preparacao de esfregaco, coloragdo e observagdao microscopica
(Hoare, 1972; Silva et al., 2003).

Além disso, o aspirado de linfonodo também € uma abordagem eficaz, assim como o
exame da camada leucocitaria, o qual se destaca por sua maior sensibilidade e confiabilidade,
sendo amplamente recomendado para o diagnostico em campo (Hoare, 1972; Silva et al., 2003;
madruga, 2006; Abrao et al., 2009).

Embora os exames parasitologicos sejam altamente especificos, estes apresentam
limitagdes quanto a sensibilidade, especialmente em fases cronicas ou subclinicas da doenga,
nas quais a quantidade de parasitos circulantes no sangue ¢ reduzida (Connor; Bossche, 2004;
Madruga et al., 2006), sendo mais indicados durante a fase aguda da enfermidade, periodo no
qual ocorrem picos de parasitemia, geralmente coincidentes com episodios febris. A medida
que a doenga progride, esses picos tornam-se mais espacados e menos intensos, dificultando a
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detec¢do direta do agente e exigindo a complementagdo diagndstica com outras técnicas
(Radostits et al., 2000).

2.4.2. Diagnostico Sorologico

Os testes sorologicos tém como principal fun¢do a deteccdo de anticorpos contra
tripanossomatideos no soro sanguineo ou em outros fluidos biologicos (Radostits et al., 2000).
Sao métodos de execucao relativamente simples e rapida, com custo acessivel e sensibilidade
superior a dos exames parasitologicos tradicionais (Madrid, 2017). Entre os testes soroldgicos
mais utilizados destacam-se o ELISA indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ou
Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica) e a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
(Germano et al., 2018). O ELISA, por utilizar anticorpos monoclonais para identificagao de
antigenos circulantes do parasito, permite a detec¢do precoce da infec¢do, sendo mais sensivel
nas fases iniciais da doenca em comparagao a RIFI (Radostits ez al., 2000; Sampaio, 2013).

Apesar de sua eficdcia, uma limitagdo importante das técnicas soroldgicas indiretas esta
relacionada a sua incapacidade de diferenciar infec¢des ativas de exposi¢des anteriores, uma
vez que os anticorpos podem permanecer detectaveis mesmo apos a resolu¢dao da infecgdo.
Além disso, em fases muito iniciais, a soroconversao pode nao ter ocorrido de forma suficiente
para ser detectada, o que reduz a sensibilidade nesses casos (Radostits et al., 2000; Madrid,
2017). Por essa razdo, a aplicacdo desses testes € mais recomendada nas fases cronica e
subclinica da tripanossomose, onde a parasitemia geralmente ¢ baixa.

Além disso, esses testes possuem baixa especificidade, devido a semelhanca antigénica
entre diferentes espécies do género Trypanosoma, o que dificulta a identificacdo exata do agente
envolvido (Silva et al.,, 2002; Desquesnes, 2004). A ocorréncia de reagdes cruzadas,
especialmente em regides endémicas com presenga de 7. evansi, compromete a acuracia do
diagnostico (Osorio ef al., 2008), uma vez que a deteccdo de anticorpos contra outras espécies
de Trypanosoma pode nao ser diferenciada.

Apesar dessas limitagdes, os testes sorologicos sdo ferramentas valiosas para estudos
epidemioldgicos, pois permitem a estimativa da prevaléncia da infecgdo em rebanhos e regides
afetadas (Desquesnes, 2004). Também sao indicados como testes de triagem em areas onde a
doencga nao € enzootica, auxiliando na deteccao precoce de focos (Desquesnes, 2004).

2.4.3. Diagnostico Molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) destaca-se como a técnica de maior
sensibilidade para a deteccao de tripanossomatideos, especialmente eficaz em fases cronicas da
infecc¢do, quando a parasitemia € baixa e os parasitos estdo distribuidos em tecidos (D’avila et
al., 1997; Madruga, 2004). Devido a significativa diferenca de sensibilidade entre métodos
convencionais, como o exame direto, e as abordagens moleculares, diversos protocolos de PCR
foram desenvolvidos para diagnostico de hemoprotozodrios ao longo dos tltimos anos. Dentre
esses, a técnica de Nested-PCR tem sido amplamente aplicada por apresentar ainda maior
sensibilidade, ampliando a deteccdo de DNA parasitirio mesmo em cargas extremamente
baixas (Madruga et al., 2004).

Além da elevada sensibilidade, a PCR apresenta alta especificidade, permitindo a
identificacdo de espécies patogénicas de Trypanosoma com base na amplificagdo de regides
especificas do DNA genomico, o que favorece o diagndstico diferencial entre espécies
(Desquesnes, 2004). No entanto, apesar dessas vantagens, a PCR convencional ndo fornece
informacdes sobre o estagio clinico ou a evolucao da infeccdo, sendo mais adequada para
confirmacdo da presenca do agente. Para esse tipo de informagao, a PCR em tempo real (qPCR)
¢ preferida, pois permite quantificar a carga parasitaria nas amostras analisadas, contribuindo
para estimativas prognodsticas (Sampaio, 2013).
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Outra técnica promissora ¢ a amplificacdo isotérmica mediada por alga (LAMP), que
possibilita a amplificagao do material genético em temperatura constante, dispensando o uso de
termocicladores. Essa metodologia se destaca pela execucdo simples, rapidez e baixo custo,
sendo ideal para aplicagdo em laboratérios com recursos limitados ou em diagnosticos
realizados diretamente no campo. Por essas razdes, a LAMP tem sido explorada como
ferramenta alternativa eficaz na deteccao de 7. vivax (Cadiole et al., 2015).

Geysen e colaboradores (2003) desenvolveram oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos para o gene que codifica a subunidade ribossomal 18S, capazes de amplificar
sequéncias presentes em diversas espécies de Trypanosoma. A partir do produto amplificado,
¢ possivel diferenciar as espécies por meio de analises de restri¢gdo enzimatica ou pela aplicacao
de outras ferramentas moleculares complementares.

Para o diagnéstico especifico de 7. vivax, tem sido utilizado primers direcionados ao
gene responsavel pela codificagdo da proteina transportadora de glicose (GTP), que se mostrou
conservado em diferentes isolados da espécie, incluindo aqueles circulantes no Brasil (Madruga
et al., 2006; Masake et al., 1997).

Adicionalmente, as técnicas moleculares t€ém potencial ndo apenas para identificar a
presenga do parasita, mas também para caracterizar a diversidade genética entre cepas,
permitindo o estudo da interagdo parasita-hospedeiro. Marcadores moleculares como TVW1 &
TVW2, ILO1264 & 1LO1265 ¢ TV80 & TV322.24, baseados em DNA satélite, tém sido
empregados na detecgdo de tripanossomatideos pertencentes a secdo Salivaria. Outros alvos
genéticos, como regides de miniciculos e o gene do mini-exdon, também tém sido utilizados para
aumentar a especificidade e robustez do diagnostico molecular (Silva et al., 2002; Ventura et
al.,2001).

As enzimas do tipo catepsina L, conhecidas como cisteinoproteases CatL-like,
desempenham fungdes essenciais no metabolismo, na diferenciacao celular, na infectividade,
na evasdo da resposta imune e na patogenicidade dos tripanossomatideos. Devido a sua
relevancia biologica, essas enzimas tém sido estudadas como potenciais alvos no
desenvolvimento de farmacos, vacinas e métodos diagndsticos (Sajid et al., 2002; Lalmanach
et al.,2002). A andlise filogenética das cisteinoproteases tem contribuido para o entendimento
das relacdes evolutivas entre diferentes espécies de Trypanosoma, além de permitir a
identificagdo de sequéncias especificas que podem elucidar o papel funcional dessas enzimas
nos ciclos bioldgicos e mecanismos de patogenicidade dos parasitos.

As cisteinoproteases foram amplamente investigadas em 7. cruzi, T. congolense e T.
brucei brucei, utilizando abordagens bioquimicas, moleculares e imunoldgicas. Um dos
aspectos relevantes ¢ a presenca de multiplas copias dos genes CatL-like e a combinagdo entre
regides conservadas e divergentes dentro e entre as espécies de Trypanosoma, o que reforca seu
potencial como marcador molecular para diagnostico e estudos de diversidade genética
populacional. De fato, polimorfismos nessas regides t€ém sido empregados com sucesso para
diferenciar 7. cruzi de T. rangeli, além de permitir a caracterizacdo de genotipos de 7. cruzi
(Sajid et al., 2002; Lalmanach et al., 2002).

Em um estudo especifico voltado ao diagnostico de 7. vivax, foi desenvolvida a técnica
TviCatL-PCR, baseada na amplificagdo de uma sequéncia do gene CatL-like. Essa abordagem
demonstrou alta sensibilidade e especificidade, sendo eficaz mesmo quando aplicada a amostras
de sangue armazenadas a temperatura ambiente e extraidas por métodos simples, o que a torna
especialmente 1til para condi¢cdes de campo (Cortez et al., 2009). A especificidade da técnica
foi validada mediante testes com diferentes isolados de 7. brucei, T. evansi, T. congolense e T.
theileri, todas espécies que infectam ruminantes, confirmando que a TviCatL-PCR ¢
direcionada exclusivamente a 7. vivax (Rodrigues ef al., 2006).

Entretanto, a diversidade genética entre isolados de 7. vivax provenientes das regides
oeste e leste da Africa representa um desafio adicional para o diagndstico molecular preciso,
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devido a variacdo significativa nas sequéncias-alvo (Desquesnes et al., 2001; Malele Craske 11
et al., 2003). Nesse contexto, a TviCatL-PCR constitui uma ferramenta promissora em estudos
epidemioldgicos, pois permite ndo apenas a detec¢ao da infeccao, mas também a discriminacgao
entre diferentes gendtipos de 7. vivax, contribuindo para o monitoramento da diversidade
genética e da distribuicdo geografica desse parasito.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Local do estudo e coleta das amostras

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob n°. 1051220524, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ (Anexo I). As
amostras foram coletadas de fazendas de gados bovinos de seis municipios do estado do Rio de
Janeiro: Vassouras, Miguel Pereira, Seropédica, Teresopolis, Pirai e Volta Redonda. A selecao
das propriedades foi realizada por conveniéncia, considerando-se a disponibilidade dos
proprietarios, acesso as areas e viabilidade logistica das coletas. O rebanho-alvo foi composto
por bovinos de aptidao leiteira e de corte, e ndo foi utilizado bando amostral definido
previamente.

Tabela 1 - Caracterizagdo dos municipios amostrados no estado do Rio de Janeiro (IBGE,

2022).
Municipio Regido Area total | Altitude (m) | Populacio Clima
(km?) (2022)
Vassouras Sul 536,073 434 33.976 Tropical de
Fluminense altitude
Miguel Sul 287,933 618 26.582 Tropical de
Pereira Fluminense altitude
Pirai Vale do 490,255 387 27.474 Tropical de
Paraiba altitude
Fluminense
Seropédica Baixada 283,634 26 80.596 Tropical
Fluminense atlantico
Teresopolis Serra 773,338 869 165.123 Tropical de
Fluminense (urbana: altitude
64,318)
Volta Sul 182,105 390 261.563 Tropical de
Redonda Fluminense altitude
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1. Volta Redonda 1 5
2. Vassouras

3. Teresopolis
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5. Miguel Pereira
6. Seropédica

Figura 5. Mapa das cidades fonte de coleta do experimento. Fonte: IBGE, 2022.

No total, foram coletadas 398 amostras sanguineas de sete fazendas entre novembro de
2022 e janeiro de 2025. A amostragem dentro das propriedades foi aleatéria simples,
respeitando critérios como a presenga de animais adultos clinicamente saudaveis e a
possibilidade de contengdo segura. A propriedade situada no municipio de Vassouras foi
visitada em dois momentos distintos (2022 e 2024), com o objetivo de avaliar a persisténcia de
possiveis infec¢des e a dindmica de circulagdo do parasito no mesmo plantel, justificando o
maior numero de amostras provenientes dessa localidade.

Para a coleta, os animais foram contidos em tronco, e realizou-se antissepsia da regido
ventral da base da cauda com algoddao embebido em alcool 70%. A seguir, efetuou-se a
venopuncdo coccigea com agulha 21G, colhendo-se aproximadamente 2 mL de sangue por
animal. O volume foi suficiente para a realizagdo das andlises moleculares e permitir a
separacdo em aliquotas de 1 mL, facilitando o armazenamento e reduzindo a necessidade de
descongelamentos repetidos. O sangue foi coletado em tubos a vacuo com EDTA, que foram
refrigerados imediatamente e, posteriormente, armazenados a -80°C no Laboratorio de
Doengas Parasitarias (LDP/UFRRJ) até o processamento.
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3.2. Extracio de DNA e verificacdo de gene endogéno

A extragdo do DNA genomico foi realizada pelo método de fenol-cloroférmio,
conforme descrito por Sambrook (1989). Apds a extragdo, as amostras foram acondicionadas
em tubos de polipropileno de 1,5 mL, devidamente identificadas e armazenadas a -20 °C até a
realizacdo das analises moleculares. Embora ndo tenha sido realizada uma quantificagdo e
padronizacao formal da concentragdo do DNA, as amostras foram diretamente utilizadas nas
reacdes de PCR. A obtengdo de amplificagdes bem-sucedidas sugere que a qualidade do
material genético foi adequada para os procedimentos propostos.

3.3. Verificacdo do gene endogeno

Ap0s a extracdo de DNA, para verificagdo da viabilidade do DNA extraido, as amostras
foram processadas por meio de uma reacao de PCR convencional visando o gene enddgeno de
mamiferos, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gapdh), amplificando um fragmento de 400
pares de base (pb). Foram utilizados os oligoiniciadores GAPDH-F (5’
CCTTCATTGACCTCAACTACAT 3’) e GAPDH-R (5 CCAAAGTTGTCATGGATGACC
3’) (Birkenheuer; Levy; Breitschwerdt, 2003). Os seguintes reagentes foram utilizados para
amplificacdo (volume final: 25 pul): 0.8 uM de cada primer; 1.5 mM de MgCl; tampao de PCR
1x (5x Colorless, Promega®); 0.2 mM de dNTPs; 1 U de Taqg DNA polimerase (Promega®) e
2 uL. de DNA. A reagdo foi realizada em um termociclador T100 (Bio-Rad Laboratérios do
Brasil®) com desnaturagdo inicial (95 °C, 5 min), seguida por 35 ciclos (95 °C, 30 s),
anelamento (55 °C, 30 s) e extensdo (72 °C, 25 s), com um ciclo de extensdo final (72 °C, 5
min). Agua ultrapura sem DNase foi utilizada como controle negativo.

3.4 Detec¢ao molecular de Trypanosoma spp.

As amostras de DNA extraidas do sangue bovino foram submetidas a amplificagio
do fragmento /8S do DNA ribossomal de Trypanosoma sp. por PCR convencional, visando a
triagem das amostras. As reagdes direcionadas ao 18S rDNA foram conduzidas utilizando os
iniciadores 18STnF2 (5'-CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA-3") e 18STnR3 (5'-
TGCTCGACCATATATTGCATATAC-3"), responsaveis por amplificar um fragmento de
aproximadamente 700 a 800 pb (Geysen ef al., 2003). Os seguintes reagentes foram utilizados
para amplificagdo (volume final: 25 pl): 0.5 uM de cada primer; 3 mM de MgCl,; tampao de
PCR 1x (5x Colorless, Promega®); 0.2 mM de dNTPs; 1 U de Taq DNA polimerase
(Promega®) e 3 uL de DNA. A rea¢do foi realizada em um termociclador T100 (Bio-Rad
Laboratorios do Brasil®) com desnaturacao inicial (95 °C, 5 min), seguida por 40 ciclos (94
°C, 30 s), anelamento (58 °C, 45 s) e extensdo (72 °C, 40 s), com um ciclo de extensdo final
(72 °C, 5 min). Agua ultrapura sem DNase foi utilizada como controle negativo ¢ DNA de
Trypanosoma amblyommi foi utilizado como controle positivo.

Na reagao de Trypanosoma spp. correspondente ao dominio catalitico de enzimas do
tipo CatL-like (tipo cdCatl), 0s primers DTO 154 (5'-
ACAGAATTCCAGGGCCAATGCGGCTCGTGCTGG-3") e DTO155 (5'-
TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA-3") foram utilizados, amplificando
internamente 500 pb (Cortez et al., 2009). Os seguintes reagentes foram utilizados para
amplificacdo (volume final: 25 pl): 0.4 uM de cada primer; 2 mM de MgCl,; tampao de PCR
Ix (5x Colorless, Promega®); 0.2 mM de dNTPs; 1 U de Taq DNA polimerase (Promega®) e
3 uL de DNA. A reagdo foi realizada em um termociclador T100 (Bio-Rad Laboratérios do
Brasil®) com desnaturagdo inicial (95 °C, 5 min), seguida por 40 ciclos (94 °C, 30 s),
anelamento (56 °C, 30 s) e extensao (72 °C, 35 s), com um ciclo de extensao final (72 °C, 5
min). Agua ultrapura sem DNase foi utilizada como controle negativo.
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3.5. Eletroforese e Analise dos Resultados

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1,5% (UltraPureTM
LMP Agarose, Invitrogen®) sob uma corrente de 75V (5V/cm) por 45 minutos em TAE (Tris,
acetato e EDTA). Em seguida, foram corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizados
através de transiluminador com luz ultravioleta (L-PIX Sti, Loccus). A fim de determinar o
tamanho dos fragmentos amplificados, eles foram comparados a um padrao de peso molecular
de 100pb (100bp Ladder Plus, Ready-To-Use, M1071, Sinapse Inc®).

3.6. Sequenciamento genético e analise filogenética

O material para sequenciamento foi purificado a partir de 5 pLL do produto de PCR das
amostras positivas no gene CatL, sendo tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®), seguindo
o protocolo indicado pelo fabricante. Os fragmentos foram sequenciados em ambas as dire¢des
em um analisador genético automatizado (ABI 3500 Genetic Analyzer - Applied Biosystems®)
no Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular PPGCV/ UFRRJ.

As sequéncias de Trypanosoma, baseadas no gene CatL, obtidas neste estudo foram
montadas e editadas utilizando o programa CLC Genomics WorkBench v5.1 e, posteriormente,
alinhadas com sequéncias similares disponiveis no GenBank por meio da ferramenta Clustal
W, com ajustes manuais realizados no programa MEGA 11.0 (Tamura ef al., 2021). As
sequéncias utilizadas para o alinhamento comparativo foram selecionadas com base na
similaridade por meio da ferramenta BLASTn e na relevancia cientifica, sendo previamente
publicadas em artigos revisados por pares.

A escolha do modelo evolutivo mais adequado para as andlises filogenéticas foi
realizada no programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021), com base na comparagao de diferentes
modelos de substituicdo nucleotidica e sele¢ao do modelo com o menor valor do Critério de
Informacdo de Akaike (AIC), que indica o melhor ajuste aos dados com penalizagdo por
complexidade. As andlises filogenéticas com o gene CatL foram conduzidas pelo método da
Maxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood, ML), utilizando o modelo de substitui¢ao
Kimura de dois parametros (Kimura 2-parameter, K2P), previamente identificado como o mais
apropriado. O alinhamento incluiu 35 sequéncias de nucleotideos, e a espécie Trypanosoma
congolense (acesso GenBank: KF414042.1) foi utilizada como grupo externo (outgroup) para
enraizamento da arvore. O suporte estatistico dos agrupamentos (clados) foi avaliado por meio
de uma andlise de bootstrap com 1000 réplicas, utilizando uma busca heuristica que permite
estimar a confiabilidade dos ramos da arvore filogenética.
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4 RESULTADOS

Foram coletadas, ao todo, 398 amostras sanguineas de bovinos de fazendas de criagdo
dentro de seis cidades do Rio de Janeiro: Vassouras, Miguel Pereira, Seropédica, Teresopolis e
Volta Redonda (tabela 1).

Tabela 2 — Distribui¢do das amostras por municipio, ano de coleta, nimero de positivos e
percentual de positividade para Trypanosoma vivax no estado do Rio de Janeiro (2022-2025).

Amostra

Municibio Amostras Ameostras S Total de N° de % de
P 2022 2024 2025 amostras positivos positivos
Vassouras 124 135 - 259 0,00% 0,00%
Pirai 15 41 - 41 0,00% 0,00%
lf\,fri‘ff; 41 20 i 20 0.00%  0.00%
Seropédica 20 33 - 33 0,00% 0,00%
Teresopolis 33 15 - 15 0,00% 0,00%
Rzii(z)lflila 30 - 30 30 13 43,33%
Total 398 244 30 398 13 3,27%

A qualidade da extragdo foi confirmada com a amplificacao do gene endogeno GAPDH,
através de andlises moleculares, em todas as amostras utilizadas para o estudo. Dentre as 398
amostras de sangue analisadas neste estudo, 3,27% (13/398) das amostras amplificaram para
Trypanosoma spp. com alvo nos marcadores /8S rDNA e CatL. Analisando por municipios,
nao houve deteccdo nos municipios de Vassouras, Miguel Pereira, Seropédica, Pirai e
Teresopolis, tendo positividade somente na propriedade do municipio de Volta Redonda,
representando 43,3% (13/30) das amostras estudadas da propriedade e 3,27% (13/398) do total
de amostras do presente estudo.

Das 13 amostras positivas identificadas no estudo, foram escolhidas aleatoriamente seis
amostras para o sequenciamento (gene Catl), uma vez que eram animais da mesma
propriedade, revelando 100% de similaridade entre si. A anélise por BLASTn demonstrou
100% de identidade, com cobertura de sequéncia (Query coverage) de 100%, em relacdo a 7.
vivax previamente descrito em bovinos do Brasil (PP261306 — PP261311) e da Africa Ocidental
(EU753800; AB781078; EU753795).
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Na andlise filogenética do gene CatL de T. vivax, as linhagens bovinas recém-
identificadas no estado do Rio de Janeiro agruparam-se com sequéncias provenientes de gado
doméstico da Africa Ocidental, especificamente dos paises Burkina Faso, Gana e Nigéria, além
de sequéncias previamente descritas no Brasil (Rio de Janeiro) (Figura 6).

Trypanosoma vivax isolado 369 (presente estudo)
Trypanosoma vivax isolado 370 (presente estudo)
Trypanosoma vivax isolado 371 (presente estudo)
Trypanosoma vivax isolado 372 (presente estudo)
Trypanosoma vivax isolado 373 (presente estudo)
Trypanosoma vivax isolado 374 (presente estudo)
PP261311 Trypanosoma vivax - bovino (Brasif)
87 EU753800 Trypanosoma vivax - bovino (Burkina Faso)
AB781078 Trypanosoma vivax - bovino (Gana)
EU753795 Trypanosoma vivax - bovino (Nigeria)
PP261306 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
PP261307 Trypanosoma vivax - bovino (Brasilf)
PP261308 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
PP261309 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
PP261310 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
PP261311 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
1 EUT53789 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
98' EU753788 Trypanosoma vivax - bovino (Brasil)
93[ EU753808 Trypanosoma vivax - bovino (Mocambique)
EU753809 Trypanosoma vivax - bovino (Mocambique)
99 5; EUT753794 Trypanosoma vivax - bovino (Nigeria)
EU753797 Trypanosoma vivax - bovino (Nigeria)
99| EU753796 Trypanosoma vivax - bovino (Nigeria)
EU753791 Trypanosoma vivax - bovino (Venezuela)
_[AB?«ST 076 Trypanosoma vivax - bovino (Zambia)

|

EU753805 Trypanosoma vivax - bovino (Quenia)
EU753803 Trypanosoma vivax - bovino (Quenia)
| GU299349 Trypanosoma theileri - Brasil
991 [ GU299345 Trypanosoma theileri - Brasil
92" GU299347 Trypanosoma theileri - Brasil
KF414042 Trypanosoma congolense

0.050

Figura 6. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene catL de Trypanosoma de bovinos
com a probabilidade mais alta, inferida usando o método de Méaxima Verossimilhanca e o
modelo Tamura 3 pardmetros com distribuicdo Gama (G). Esta andlise envolveu 31 sequéncias
de nucleotideos, com um dataset final de 449 posi¢des. As analises evolutivas foram realizadas
no MEGA X.

A estimativa da distdncia evolutiva geral (overall mean distance) considerando apenas as
sequéncias de 7. vivax foi de 0.03, indicando um baixo nivel de divergéncia genética entre os
isolados da espécie. Quando incluidas as sequéncias dos outgroups 7. theileri e T. congolense,
a distancia evolutiva média aumentou para 0.15, refletindo a maior divergéncia genética
esperada entre diferentes espécies do género Trypanosoma.

Foram analisadas 27 sequéncias do gene catL de T. vivax, agrupadas conforme a origem
geografica. Entre os grupos analisados, a menor divergéncia evolutiva foi observada entre
Burkina Faso e Gana (0,0000), indicando alta similaridade entre as sequéncias desses paises. O
grupo Brasil apresentou baixa divergéncia em relagdo a Burkina Faso e Gana (0,0015), e valores
moderados em relagao a Mogambique (0,0349) e Nigéria (0,0476). As maiores distancias foram
registradas entre Venezuela e Quénia (0,1084) e entre Zambia e Venezuela (0,1067), refletindo
os maiores niveis de variagdo entre os grupos geograficos (Tabela 3).
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Tabela 3 — Distancia Evolutiva Média entre grupos geograficos de T. vivax (catL)

Grupo 1 Grupo 2 Distancia Evolutiva Média
Brasil Burkina Faso 0,0015
Brasil Gana 0,0015
Brasil Mogambique 0,0349
Brasil Nigéria 0,0476
Brasil Zambia 0,0571
Brasil Venezuela 0,0614
Brasil Quénia 0,0585

Burkina Faso Gana 0,0000
Burkina Faso ~ Mogambique 0,0336
Burkina Faso Nigéria 0,0459
Burkina Faso Zambia 0,0574
Burkina Faso Venezuela 0,0597
Burkina Faso Quénia 0,0589
Gana Mogambique 0,0336
Gana Nigéria 0,0459
Gana Zambia 0,0574
Gana Venezuela 0,0597
Gana Quénia 0,0589
Mocambique Nigéria 0,0535
Mocambique Zambia 0,0614
Mogcambique Venezuela 0,0585
Mogambique Quénia 0,0629

Nigéria Zambia 0,0944

Nigéria Venezuela 0,0161

Nigéria Quénia 0,0973

Zambia Venezuela 0,1067

Zambia Quénia 0,0056

Venezuela Quénia 0,1084
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5 DISCUSSAO

A escolha do gene gapdh como controle enddgeno nas reagdoes de PCR foi fundamental
para a verificacao da eficiéncia do processo de extracdo do material genético, bem como para a
validagdo da qualidade e integridade das amostras analisadas. Tal abordagem, também adotada
por Birkenheuer et al. (2003), refor¢a a confiabilidade dos dados obtidos neste estudo.

O gene CatL, que codifica a enzima catepsina L, ¢ amplamente utilizado como marcador
molecular para a deteccdo de 7. vivax, devido a sua alta especificidade e sensibilidade em
diferentes contextos geograficos (Cortez et al., 2009). Contudo, é importante destacar que,
apesar de sua eficiéncia, a amplificacdo de fragmentos do gene CatL pode ocorrer também em
outras espécies do género Trypanosoma, exigindo cautela na interpretacdo dos resultados
apenas com base na PCR convencional (Cortez et al., 2009).

No presente estudo, ndo foi utilizado o primer especifico para 7. vivax, que amplifica
um fragmento de aproximadamente 177 pares de base (pb) do gene CatL (Cortez et al., 2009).
Em vez disso, optou-se por um primer que amplifica um fragmento mais longo, de
aproximadamente 500 pb, comumente utilizado para triagem ampla, permitindo a detec¢ao de
diferentes espécies do género Trypanosoma (Chavez-Larrea et al., 2023). Por essa razdo, foi
realizado o sequenciamento das amostras positivas, a fim de confirmar a identidade das espécies
detectadas. A adogdo dessa abordagem ¢ essencial, uma vez que somente a analise de sequéncia
permite a diferenciacdo precisa entre espécies, especialmente diante da possibilidade de
amplificacdo cruzada. O sequenciamento de todas as amostras positivas €, portanto, necessario
para avaliar se ha, além de 7. vivax, a presenga de outras espécies no conjunto analisado.

Adicionalmente, o gene CatL apresenta polimorfismo genético, o que possibilita a
analise da diversidade genética nas amostras estudadas (Cortez et al., 2009). No presente
estudo, as amostras sequenciadas apresentaram elevada similaridade, agrupando-se no mesmo
clado, com cepas de Trypanosoma vivax ja detectadas anteriormente no estado do Rio de
Janeiro, em estudo realizado entre 2016 e 2018 por Abreu et al. (2024), demonstrando que a
cepa em questdo continua circulando pelo estado.

A propriedade onde foi detectada a presenca de DNA de Trypanosoma possui um
rebanho total de 270 animais. Embora a alta prevaléncia observada nesta amostragem sugira a
ocorréncia de um foco ativo ou possivel surto, € importante ressaltar que a testagem de todo o
rebanho seria necessaria para se obter uma estimativa mais precisa da taxa de infec¢do na
propriedade. Durante contato com os responsaveis, foi relatada a ocorréncia de sinais clinicos
sugestivos de tripanossomose, incluindo abortos, o que corrobora os achados laboratoriais e
fortalece a hipotese de infecgdo ativa. Nos Ultimos anos, diversos surtos de tripanossomose
bovina causada por 7. vivax tém sido registrados em diferentes estados brasileiros,
frequentemente associados a altas taxas de morbidade, mortalidade e prejuizos econdmicos
expressivos. Esses impactos incluem redugdo no ganho de peso, abortos, distirbios
reprodutivos, queda na produ¢do de leite e carne, além do aumento dos custos com manejo
sanitario e tratamentos medicamentosos, comprometendo a sustentabilidade da atividade
pecuaria no pais.

Apesar da auséncia de confirmacao do vetor biologico classico (Glossina spp.) no
Brasil, a alta taxa de infecg¢do observada na propriedade levanta a possibilidade de transmissao
mecanica, especialmente por vetores hematdfagos como Tabanus spp., Stomoxys calcitrans ou
Haematobia irritans (Cadioli et al., 2012), que podem facilitar a disseminacao do parasito entre
os animais do rebanho. Além disso, praticas iatrogénicas, como a reutilizagdo de agulhas e
seringas contaminadas (Bastos et al., 2017), luvas de palpagao retal (Leal ef al., 2025), ou ainda
a administragdo de ocitocina com instrumentos compartilhados, também representam
potenciais vias de disseminacdo da infec¢do, especialmente em rebanhos leiteiros (Bastos et al.,
2017).
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A anélise filogenética das sequéncias de Trypanosoma vivax revelou agrupamentos
geograficos distintos, refletindo padroes de dispersao e possivelmente modos de transmissao
diferenciados. Em regides da América do Sul, como Brasil e Venezuela, onde ndo ocorre a
presenca da mosca tsé-tsé (Glossina spp.), a transmissdo de 7. vivax ocorre exclusivamente de
forma mecanica, o que parece favorecer a expansao clonal de cepas com baixa variabilidade
genética (Cortez et al., 2006; Garcia et al., 2024). Em contrapartida, nas regides africanas onde
ha prevaléncia do vetor biologico (tsé-tsé), especialmente na Africa Oriental, a manutengdo do
ciclo de vida completo do parasito dentro do vetor pode proporcionar oportunidades de
recombinagdo genética, refletidas na maior diversidade dos isolados africanos (Autheman et
al., 2021; Rodrigues et al., 2008). Além disso, evidéncias de delecdes e degradacao de genes
mitocondriais em cepas sul-americanas, como ND7 e COIII, sugerem uma adaptagdo ao modo
de transmissao mecanico e a perda funcional de etapas do ciclo vetorial dependente da Glossina
(Garcia et al., 2024). Esses achados reforcam a hipotese de que o modo de transmissdo
influencia diretamente a diversidade genética do parasito, sendo a transmissdo mecanica um
fator limitante da variabilidade evolutiva de 7. vivax.

Estudos anteriores descreveram a presenga de 7. vivax em diversas regidoes do Brasil,
incluindo areas com caracteristicas ambientais semelhantes as observadas nos municipios aqui
investigados (Bastos et al., 2017; Caramori et al., 2022). A infecgdo por Trypanosoma spp. em
bovinos no Brasil, especialmente nas regides Sudeste e no estado do Rio de Janeiro, tem sido
objeto de diversos estudos recentes. Um levantamento soroepidemioldgico realizado entre 2020
e 2021, com amostras de 14 estados brasileiros, incluindo o Rio de Janeiro, revelou uma taxa de
soroprevaléncia de 56,5% para T. vivax em bovinos, indicando ampla dissemina¢ao da doenga
no pais (Donadon, 2023). No estado do Rio de Janeiro, entre 2016 e 2018, foram diagnosticados,
12 focos/surtos de infecg¢ao por 7. vivax em 11 municipios, com sinais clinico-patoldgicos como
anemia, emagrecimento progressivo e¢ diminui¢do na producdo de leite, além de alteracdes
reprodutivas e neurologicas em alguns casos (Costa et al., 2020). Em estudo realizado em 15
propriedades leiteiras do Estado, a deteccdo molecular revelou 12,8% de positividade para 7.
vivax e 3,6% para T. theileri, com sequenciamento genético indicando baixa diversidade entre
as sequéncias de 7. vivax, sugerindo possivel segregagdo por hospedeiro (Abreu ef al., 2024).
Esses dados ressaltam a importancia de estratégias de controle € monitoramento da
tripanossomose bovina, considerando a prevaléncia e os impactos econdomicos associados a
doenga.

Outros estados do Sudeste, como o estado de Minas Gerais, a tripanossomose bovina,
causada por 7. vivax, apresenta variabilidade na prevaléncia, conforme evidenciado por estudos
moleculares. Uma pesquisa realizada entre 2015 e 2017 em diferentes mesorregidoes de Minas
Gerais identificou a presenca de 7. vivax em 11 rebanhos, com diagnéstico confirmado por PCR
e sequenciamento das amostras (Reis, 2017). Estudos soroldgicos demonstraram
soroprevaléncia variavel de 7. vivax em bovinos, com indices que podem ultrapassar 80% em
rebanhos afetados, enquanto exames parasitologicos diretos, como o esfregago sanguineo,
confirmaram a presen¢a do parasito em surtos clinicos, evidenciando a circulagdo ativa do
agente em diferentes regides do estado (Reis, 2017; Cuglovici ef al., 2010). Vale ressaltar, que
muitas propriedades realizam a compra de animais de leildes de gado leiteiro nos estados de
Minas Gerais ou Sao Paulo. A movimentacao de animais infectados representa um importante
fator de risco para a introducdo e disseminacdo de Trypanosoma vivax em areas livres da
enfermidade, contribuindo significativamente para a expansdo geografica do parasito,
especialmente quando associada a transmissao mecanica por insetos hematofagos (Silva et al.,
2003).

A confirmagdo molecular da presenca de 7. vivax em propriedades rurais do estado do
Rio de Janeiro, especialmente naquelas onde foram relatados sinais clinicos compativeis com a
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infeccdo, evidencia a relevancia epidemiologica desse agente no rebanho fluminense. Esses
achados reforcam a necessidade de considerar a tripanossomiase bovina no diagndstico
diferencial de doengas infecciosas de apresentagcdo clinica inespecifica, frequentemente
confundidas com outras enfermidades endémicas (Pandolfi et al., 2024; Bonilla et al, 2021).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a presenga de parasitos do género Trypanosoma em
rebanhos bovinos no municipio de Volta Redonda, onde, até o momento, nao foram encontrados
relatos anteriores de infec¢do por 7. vivax. A deteccdo do parasito foi confirmada por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento direcionado ao gene CatL,
evidenciando baixa variabilidade genética entre os isolados do estado do Rio de Janeiro. Os
achados reforcam a necessidade de vigilancia epidemiolédgica e de medidas de biosseguranca
rigorosas, especialmente no controle de praticas iatrogénicas como o uso compartilhado de
seringas e agulhas, a fim de prevenir a disseminagdo da infeccdo nos rebanhos bovinos do
estado do Rio de Janeiro.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo da diversidade genética de Babesia bovis e Babesia bigemina das
diferentes regiées do Brasil", protocolada sob o CEUA n? 1051220524 (b 002821), Sob a responsabilidade de Bruna de
Azevedo Baéta e equipe; Maiara Vasconcelos Monteiro; Matheus Dias Cordeiro ; Juliano Martins Santiago; Claudia
Bezerra da Silva - que envolve a producao, manutencdo e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR])
na reuniao de 15/07/2024.

We certify that the proposal "Study of the genetic diversity of Babesia bovis and Babesia bigemina f.r.o.m different
regions of Brazil", utilizing 1920 Bovines (males or females), protocol number CEUA 1051220524 (b 002821), under the
responsibility of Bruna de Azevedo Baéta and team; Maiara Vasconcelos Monteiro; Matheus Dias Cordeiro ; Juliano
Martins Santiago; Claudia Bezerra da Silva - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the
rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the
Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ)
in the meeting of 07/15/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 07/2024 a 06/2028  Area: Parasitologia Animal

Origem:  Animais de proprietarios
Espécie:  Bovinos sexo: Machos ou Fémeas idade: 4 a 240 meses Quantidade: 1920
Linhagem: todas as ragas Peso: 100 a 600 kg
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