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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do sexo, da sazonalidade e de infecgdes por Trypanosoma
cruzi e Trypanosoma evansi nos valores hematologicos de lobinhos (Cerdocyon thous) que habitam
o Pantanal Sul-Mato-Grossense. Entre novembro de 2015 e outubro de 2016, foram amostrados
48 lobinhos. Os valores hematoldgicos mensurados foram as contagens de eritrocitos e leucocitos,
volume globular e volume corpuscular médio. Consideramos como parasitados os animais positivos
para T.cruzi e T. evansi em qualquer um dos testes diagnosticos utilizados. Observamos que sete
(14.5%) lobinhos encontraram-se parasitados somente por 7.cruzi, sete por 1. evansi, € nove (19%)
estavam coinfectados. Os animais parasitados por 7.cruzi mostraram um aumento significativo das
contagens de leucocitos (14.7 x 10°) em relacao aos animais nao parasitados (10.4 x 10?), parasitados
por 1. evansi (12.4 x 10°) e coinfectados (12.9 x 10°). Observamos diferenca significativa em relagao
aos valores médios de eritrocitos e volume corpuscular médio entre os periodos de cheia e seca: 2.6
x 10 e 165, e 3.4 x 10° e 132, respectivamente. Todos apresentaram macrocitose ndo confirmada
morfologicamente.

Palavras-chave: lobinho, hematologia, silvestres, Trypanosoma

Abstract

The aim of this work was to evaluate the influence of sex, seasonality and infections by Trypanosoma
cruzi and Trypanosoma evansi on the hematological values of crab-eating foxes (Cerdocyon thous)
that inhabit the Pantanal from Mato Grosso do Sul. Between November of 2015 and October of
2016, 48 animals were sampled. The hematological values measured were erythrocyte and leukocyte
counts, globular volume and mean corpuscular volume. We considered as parasitized the positive
animals for 7.cruzi and 7. evansi in any of diagnostic tests used. We observed that seven (14.5%)
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of the crab-eating foxes were parasitized only by 7 cruzi, seven by 7. evansi, and nine (19%) were
coinfected. The parasitized animals by 7.cruzi showed a significant increase in leukocyte counts (14.7
x 103) compared to non-parasitized animals (10.4 x 10%), parasitized by 7. evansi (12.4 x 10°) and
coinfected (12.9 x 10%). We observed a significant difference in relation to mean erythrocyte and mean
corpuscular volume values between wet and dry periods: 2.6 x 10° and 165, and 3.4 x 10° and 132,
respectively. All presented morphologically unconfirmed macrocytosis.

Keywords: Crab-eating Fox, Hematology, Sylvan, Trypanosoma
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Introducao

Os lobinhos (Cerdocyon thous) sio mamiferos de porte médio pertencentes a ordem Carnivora,
familia Canidae e subfamilia Caninae. Sdo animais de habitos crepusculares-noturnos e generalistas
em relagdo a sua dieta, alimentando-se de frutos, insetos, crustaceos, pequenos mamiferos, aves,
répteis, anfibios e ovos de diversas espécies. Atuam como dispersores de sementes, tanto de frutas
nativas como cultivadas!'-.

Ainda, vivem isoladamente ou em casais, cagam separadamente, de forma ndo cooperativa.

Sao amplamente distribuidos no continente sul-americano (Colombia, Venezuela, Guiana,
Suriname, sudeste da Bolivia, Paraguai, Uruguai, nordeste da Argentina e em quase todos os biomas
brasileiros), tendo uma grande capacidade de adaptagdo em ambientes modificados®”. Contudo, a
facil adaptabilidade em ambientes variados promove efeitos negativos para a espécie, principalmente
quando o habitat ¢ compartilhado com seres humanos e animais domésticos, de companhia e de
producao. Como resultado desse compartilhamento, diversos parasitas comuns a outras espécies
tém sido relatados em lobinhos, como bactérias®!?, virus!''"'¥ e protozoarios gastrintestinais ¢
sanguineos!'+!%),

Tanto em ambientes compartilhados por humanos e animais domésticos como nos ambientes naturais,
a mensura¢do de valores hematologicos de animais de vida livre tem sido cada vez mais utilizada
como uma ferramenta para a avaliacdo da satide. De acordo com Fairbrother ¢ O’loughlin'®, os
valores hematoldgicos sdo necessarios na avaliagdo de efeitos ambientais, de intoxicacdes e das
doencas infecciosas e parasitarias sobre a condi¢do sanitaria desses animais. A contagem de globulos
brancos pode fornecer informagdes sobre a resposta imune a um agente infeccioso ou parasitario, ao
passo que a série vermelha indica principalmente a presen¢a e o grau de anemia’®.

Alguns grupos de parasitas, como os tripanosomatideos, podem provocar alteragdes consideraveis nos
parametros hematoldgicos tanto de animais domésticos quanto de animais de vida livre. Alteragdes na
série vermelha e branca ja foram descritas em caes e quatis, natural e experimentalmente infectados
por Trypanosoma cruzi € Trypanosoma evansi®®*¥. Por outro lado, alguns estudos demonstram que

ientai j influenci a 0gicos uanto as
fatores ambientais e de manejo podem influenciar os parametros hematoloégicos tanto quanto a
infec¢des parasitarias®).

O Pantanal ¢ uma grande area umida de savana continental (147,574 km? no Brasil), tocando a
Bolivia ao norte ¢ o Paraguai ao sul®. Caracteriza-se pelo solo arenoso, por uma vegetagdo em
mosaico de floresta semidecidua dispersa e campos inundados sazonalmente, de acordo com as trés
estacdes distintas: periodo seco (agosto a novembro), periodo cheio (dezembro a margo) e periodo de
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vazante (abril a junho)@”. Com uma densidade populacional humana de <2 pessoas por km?, e tendo
a pecudria extensiva como principal atividade econdmica, o Pantanal abriga uma fauna abundante
e densa, a qual inclui também os lobinhos, com uma densidade para o Pantanal de Nhecolandia de
0,24 (planicies inundaveis), 0,41 (floresta) ¢ 0,55 (cerrado) ind/km>®®, em censos no periodo diurno
apenas. Outra estimativa para o Pantanal, utilizando areas de uso obtidas através de radiotelemetria,
foi de 0,8 ind/km?®”,

Apesar dos diversos estudos voltados para a biologia e parasitas que infectam os lobinhos, pouco se
sabe sobre a influéncia de fatores biologicos, ambientais ou parasitarios nos parametros hematologicos
desses animais que habitam o ambiente natural. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar
se 0 sexo, a estacdo do ano e a infec¢do por 7T.cruzi ou T. evansi poderiam influenciar nos resultados
hematoldgicos de lobinhos (C. thous) que habitam o Pantanal Sul-Mato-Grossense.

Materiais e métodos

O estudo foi realizado na regido sul do Pantanal (18°59 ‘15’ ‘S, 56° 37° 03”°0). A area, localizada na
regido da Nhecolandia, apresenta uma fitofisiologia caracterizada por corddes arenosos de florestas
deciduas ou semideciduas, conhecidas como “cordilheiras” ou “capdes” (manchas de floresta cercadas
por campos de inundacgdo). As areas florestadas se caracterizam por porc¢des elevadas do relevo nao
sujeitas a inundagdes regulares, entremeadas pela planicie de inundagdo e por lagoas permanentes ou
temporarias. O periodo de amostragem foi de novembro de 2015 a outubro de 2016.

Foram capturados 48 lobinhos em armadilhas do tipo box-trap (90cm x 45cm x 50cm — Equipos
Fauna®), utilizando-se bacon e sardinha enlatada como iscas. Posteriormente a captura, os animais
foram sedados através de inje¢@o intramuscular de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepan
(Zoletil, Virbac®), respeitando-se a dose estabelecida para a espécie. De cada animal, foram coletados
4 ml de sangue por meio da venopungao jugular, sendo a amostra sanguinea dividida em duas por¢des:
(1) por¢ao depositada em um tubo de 4 ml (Vacuplast®) contendo 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA K3) para a realizacdo de andlises hematoldgicas, testes parasitologicos e moleculares; (ii)
por¢do depositada em tubo de 4 ml (Vacuplast®) sem anticoagulante para a realizagdo de testes
sorologicos. Os animais foram monitorados durante a sedacdo quanto aos parametros fisiologicos
(frequéncia cardiaca, frequénciarespiratoria, temperatura retal, reflexos podais, pupilares) e parametros
clinicos (hidratagdo, tempo de preenchimento capilar, avaliagdo de mucosas, presenca de lesdes e
fraturas, condi¢do do pelo, condi¢do dentéria). Todos os procedimentos de campo e laboratoriais
foram realizados de acordo com licengas concedidas pelo Sistema de Informagao e Autorizacao de
Biodiversidade do Instituto Chico Mendes para Conservagao da Biodiversidade (ICMBio — 49662-5)
e pelo Comité de Etica para Uso Animal da Universidade Catolica Dom Bosco, Campo Grande, MS
(CEUA - 19/2015).

Para o diagnostico parasitologico de 7' evansi, foi realizada a técnica do micro-hematdcerito (MHCT),
descrita por Woo®?. Para o diagnostico parasitologico de T.cruzi, foi realizado o hemocultivo (HC)
de cerca de 200-400ul de sangue total em meio de cultura bifasico NNN (Neal, Novy, Nicolle)
LIT (triptose de infusdo de figado), mais 10% de soro bovino fetal. As semeaduras foram feitas em
duplicata e as culturas incubadas a 27°C por 30 dias, sendo monitoradas uma vez por semana.

Para a deteccao de IgGs anti-T. evansi e anti-7.cruzi, foram realizadas a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFT) e o ensaio imunoabsorvente enzimatico (ELISA, Biomanguinhos, Rio de Janeiro-RJ,
Brasil), segundo Rocha et al.(15) e Alves et al.(31), respectivamente.
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O DNA genomico foi extraido a partir de 200 pl de sangue total de cada amostra, utilizando-se
o QIAamp Blood DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instru¢des do
fabricante. O DNA total foi diluido com 50 pl de tampao de elui¢do e armazenado a -20°C até a
realizacdo dos testes moleculares.

A fim de se detectar o DNA dos protozoarios 7. evansi e T. cruzi nas amostras sanguineas dos lobinhos,
foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), dividida em duas etapas. Inicialmente, todas as
48 amostras foram submetidas a PCR, utilizando-se como alvo uma regido variavel do gene do 18S
rRNA da familia Trypanosomatidae, de acordo com Smith et al.®?. A partir das amostras positivas,
foram realizadas PCRs, utilizando-se como alvos os genes 24Sa rRNA (especifico para T.cruzi) e uma
sequéncia do DNA satélite (especifico para T. evansi), de acordo com Souto e Zingales®? e Masiga et
al.(%, respectivamente. Os primers utilizados estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Genes-alvo e primers utilizados para deteccdo de sequéncias de DNA da familia
Trypanosomatidae e das espécies T. cruzi e T. evansi em amostras de sangue de lobinhos (Cerdocyon
thous) do Pantanal Sul-Mato-Grossense, capturados entre novembro de 2015 e outubro de 2016
Gene-alvo  Especificidade Primers Sequéncia Amplicon
TRY927F 5-GAAACAAGAAACACGGGAG-3'
TRY927R 5-CTACTGGGCAGCTTGGA-3'
S SSUS6IF 5-TGGGATAACAAAGGAGCA-3 600

Trypanosomatidae SSUS61R 5'-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-3'

D71 5 AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3'
. .
A eeRtia £ oruet D72 S TTTTCAG-AATGGCCGAACAGT-3' 100PP
. TBRlI  5-GAATATTAAACAATGCGCAG-3'
DNA satélite T. evansi 164 pb

TBR2 5'-CCACCAGAACACCAACCTGA-3'

Foram determinadas as contagens de eritrocitos e de leucocitos, o volume globular (VG) e o volume
corpuscular médio (VCM). As contagens de hemadcias e leucocitos foram realizadas em Camara de
Neubauer, enquanto a anélise do volume globular foi realizada em microcentrifuga para capilares. O
VCM foi calculado dividindo-se o VG pelo numero de eritrocitos (apenas a unidade da poténcia de
10°) e multiplicando-se por 10.

No presente estudo, um animal foi considerado infectado quando positivo em no minimo um dos testes
diagndsticos utilizados: parasitoldgico, soroldgico e molecular. Foi aplicada uma estatistica descritiva
(média = DP) para obtencdo dos parametros médios hematoldgicos. O teste de Shapiro-Wilk foi
aplicado aos dados para verificar a distribui¢ao normal. Finalmente, o teste Kruskal-Wallis (KW)
foi aplicado para determinar se houve diferenga nos valores hematoldgicos (variavel dependente),
entre os diferentes grupos de infecgdo, estagdes e sexo (varidveis independentes). O Post hoc Mann-
Whitney (MW) teste foi utilizado para avaliar resultados pareados do teste de Kruskal-Wallis. As
variaveis foram consideradas estatisticamente significativas quando os valores de p foram <0.05.
Todas as analises foram realizadas no programa R (35).

Resultados

Dos 48 lobinhos coletados (22 fémeas e 26 machos), sete apresentaram infec¢ao somente para 7.
evansi, sete somente para 7. cruzi e nove coinfectados. Nos testes soroldgicos, quatro (8%) lobinhos
foram positivos para 7. evansi, 13 (27%) para T. cruzi, e trés (6%) mostraram-se coinfectados. Em
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relacdo ao teste molecular, 10 (21%) animais apresentaram positividade para 7. evansi, sendo um
individuo positivo na PCR e na sorologia para 7. evansi. Além disso, seis lobinhos positivos na PCR
para 7. evansi apresentaram IgGs anti-7. cruzi, sendo estes considerados coinfectados (Tabela 2). Nao
houve positividade em nenhum dos testes parasitologicos (MHCT e HC).

Tabela 2. Numero de amostras positivas para testes moleculares e/ou sorolégicos
realizados para Trypanosoma cruzi e Trypanosoma evansi em lobinhos (Cerdocyon
thous) capturados entre novembro de 2015 e outubro de 2016 no Pantanal Sul-Mato-
Grossense

PCR T. evansi e

Parasita Nl;C:;)) S;::l(:f:)a Sorol. T.cruzi
No. (%)

Trypanosoma cruczi 13 (27)

Trypanosoma evansi 10 (21) 04 (08)

Coinfeccao 03 (06) 6(12,5)

Com relagdo as analises hematologicas, a média da contagem de hemadcias foi de 3.1 = 0.9 (x10%
mm?), a média da contagem global de leucécitos foi de 12.6 + 5.1 (x10*/mm?), a média do volume
globular de 40,3 + 8,6 (%) e uma média de VCM de 142 + 52.8 (FL). Nenhuma diferenca estatistica
foi encontrada nos valores médios de hemécias (x10%/mm?) - (3> =0.3187, df = 03, p > 0.05), VG (%)
-(¥*=2.552,df=03,p>0.05) e VCM (FL) - (¢>*=0.5056, df = 03, p > 0.05) entre lobinhos infectados
e ndo infectados. Entretanto, nossos dados indicam uma leve diminuicao desses valores em animais
infectados por 7. evansi (Tabela 3), embora, segundo os valores médios de referéncia publicados,
ndo caracterizem anemia®® ou apenas anemia discreta®” . Além disso, foi observado um aumento
significativo nos valores médios de leucdcitos (x*=6.036, df = 03, p < 0.05) em animais infectados
por T. cruzi (Tabela 3).

Tabela 3. Valores hematologicos médios de lobinhos (Cerdocyon thous) ndo infectados e
infectados por Trypanosoma evansi (TE), Trypanosoma cruzi (TC) e coinfectados (TE / TC)
na sub-regido da Nhecolandia, Pantanal, entre novembro de 2015 e outubro 2016

Nao infectados Positivo TE Positivo TC Positivo TE/TC

C.thons (0=25) (n=07) (n=07) (n=09)
HEM 3.1+1.3a 3+0.4a 32+1a 3tla
VG 38.1+7.9a 37.7+3,7a 45.6+19.3a 40+3 6a
VCM 1434+66,1a 127142692  154.4+732a 144,945 1a
LEU 10.424+4.491a 12.428+6.897a 14.764+5.528b  12.905+3.563a

Letras diferentes indicam significancia estatistica (p<0.05). HEM: Contagem de Hemécias (x10¢/mm?),
VG: Volume Globular (%), VCM: Volume Corpuscular Médio (FL) e LEU: Contagem Global de
Leucdcitos (x103/mm3).

Quando categorizamos os animais de acordo com o sexo, observamos que as fémeas apresentaram
valores hematologicos ligeiramente acima dos valores encontrados para machos, porém sem
significancia (p > 0,05) (Tabela 4). Em relagdo ao periodo de captura, os animais capturados no
periodo de cheia apresentaram diferencga significativa nos valores de hemadcias (menores) e VCM
(maior) quando comparado ao periodo de seca (p < 0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores hematologicos de lobinhos (Cerdocyon thous) capturados na sub-
regido da Nhecolandia, Pantanal, entre novembro de 2015 e outubro 2016 em relagdo as
variaveis sexo e estacdo, sem influéncia do parasitismo

Sexo Eritrocitos Leucacitos VG VCM
Fémea 33142 125+ 5.42 41 + 142 143 + 682
Macho 3.0-+£0.92 11:2 4.6 39+3* 143 + 5072
Estacao Eritrocitos Leucdcitos VG VCM
Cheia 2.6 +0.82 117558 39+ 32 165 + 512

Seca 3.4+1.2° 11.8+4.72 40112 132+ 59b

Letras diferentes indicam significancia estatistica (p<0.05). HEM: Contagem de Hemacias (x10%/mm?),
VG: Volume Globular (%), VCM: Volume Corpuscular Médio (FL) e LEU: Contagem Global de
Leucdcitos (x103/mm?).

Nossos resultados indicam que os lobinhos no Pantanal t€ém contato com 7. cruzi e desenvolvem
anticorpos, uma vez que foi encontrada apenas positividade no teste sorologico. De fato, as infecgdes
por T. cruzi se caracterizam por curtos periodos iniciais de parasitemias (30 a 40 dias p6s-infec¢ao),
seguidos pela evasao dos parasitas da circulagdo®'®. Por outro lado, a parasitemia patente, expressa
pela positividade na PCR observada nos lobinhos parasitados por 7. evansi, é esperada devido ao
curso da infec¢@o por 7. evansi se caracterizar por periodos sucessivos de remissdo de parasitemia,
além da varia¢do antigénica do parasita durante o curso da infecgao®?. Porém, como nao foram
registrados sinais clinicos fisiopatogénicos, ndo se podem caracterizar esses animais como doentes
ou nao.

Embora nossos resultados ndo mostrem diferenca significativa para as contagens de hemaécias, VG e
VCM na infecgdo por 7. evansi em lobinhos no Pantanal, diferentes graus de anemia ocasionada por
infecg¢do de 7. evansi vém sendo registrados em varias espécies de mamiferos na regiao®-#-49, Assim
como caes domésticos experimentalmente e naturalmente infectados com 7. evansi apresentaram
anemia, caquexia e 0 0bito“* 4", Porém, nenhum dos resultados dos lobinhos capturados neste estudo
caracterizou anemia, moderada ou acentuada. Embora os calculos indiquem macrocitose, esta deveria
ter sido confirmada nas analises microscopicas, como descrito por Weiss e Wardrop™®.

As andlises estatisticas mostraram que os menores valores de hemadcias e os maiores valores de
VCM nos lobinhos estdo diretamente associados ao periodo da cheia. No entanto, a falta da analise
microscopica dos esfregagos sanguineos ndo permitiu essa confirmagao, principalmente na auséncia
do valor do Contetdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), imprescindivel na correlagao
microscopia, para definir a morfologia eritrocitaria. Principalmente nesse caso, em que a macrocitose
calculada é muito superior aos valores de referéncias publicados**%*? ¢ poderiam caracterizar intensa
regeneragdo eritrocitaria, ainda que os menores valores eritrocitarios indicassem apenas anemia
discreta, segundo os valores de referéncia®.

Apesar de ndo termos observado influéncia do sexo nos indices hematologicos avaliados, outros
estudos relacionados a diferengas hematoldgicas entre machos e fémeas de lobinhos foram reportados,
mostrando que os valores de hemdacias para as fémeas sdo ligeiramente maiores, igualmente ao
encontrado no presente estudo. De fato, Silva et al.“” encontraram, no Pantanal, valores de hemacias
para fémeas e machos de 3,6 ¢ 2,8 (x10%mm?), respectivamente, bem como Mattoso et al.®%, em
lobinhos cativos, 4,4 (x10%/mm?) para fémeas e 4,3 (x10%mm?®) para os machos. Esses numeros
mostram que animais que habitam a natureza apresentam valores médios de hemacias bem menores
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que aqueles reportados como referéncia para caes domésticos®” e lobinhos cativos®® ou encontraram-
se anémicos e os valores elevados de VCM podem indicar regeneragao eritropoiética ou ndo, mas nao
foram confirmados pela auséncia dos esfregacos sanguineos.

Além disso, a influéncia observada no aumento de leucécitos dos lobinhos infectados por 7. cruzi
e coinfectados, comparados aos ndo infectados, se assemelha a relatos em caes infectados pelo 7.
cruzi®. Os maiores valores médios da leucometria global nesses animais, quando comparados aos
ndo infectados ou positivos apenas para 7. evansi, podem ser consequéncia da imunossupressao
transitoria observada durante esses periodos®'*?, De fato, o aumento de leucdcitos durante a infecgao
pelo T. cruzi em mamiferos silvestres vem sendo reportado em condigdes experimentais e naturais em
Thrychomis pachyurus e quatis, respectivamente®*>%,

Emboraseja esperado que o parasitismo resulte em uma situacao desfavoravel ao hospedeiro parasitado,
nem sempre isso acontece. De fato, as relagdes simbiodticas ndo sao estaticas, mas dindmicas no tempo
e no espago™39. Dependendo de fatores inerentes ao parasita (quantidade de inoculo, diferentes
cepas com diferentes graus de viruléncia e/ou patogenicidade e coinfecgdes), ao hospedeiro (idade,
sexo, estado nutricional/imunolégico, condig¢do reprodutiva e raga) e ao meio (escassez de alimentos,
condig¢des climaticas severas, fragmentagao/diminuicao do hébitat original e aquecimento global), o
parasitismo pode ndo resultar em um dano as condi¢des organicas e de homeostase de individuos®”.

Conclusao

O sexo e a infecgdo por 7. evansi ndo influenciaram nos dados hematolédgicos de lobinhos do Pantanal.
Contudo, observamos que os lobinhos soropositivos para infec¢do por 7. cruzi apresentaram valores
maiores na contagem global de leucdcitos quando comparados aos ndo infectados ou positivos
apenas para 7. evansi. Adicionalmente, observamos que os lobinhos na esta¢ao da cheia apresentaram
contagem de hemacias menores ¢ VCM elevado, quando comparados com a estacao da seca, além de
uma macrocitose ndo confirmada morfologicamente.
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