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UTILIZAGAO DA LAMP PARA DIAGNOSTICO E AVALIACAO DA EFICACIA
TERAPEUTICA DO CLORIDRATO DE ISOMETAMIDIUM EM BOVINOS
NATURALMENTE INFECTADOS COM Trypanosoma vivax

RESUMO - Tripanossomiases sao doencgas causadas por agentes do género
Trypanosoma, que infectam humanos, animais domésticos e silvestres nos
continentes Africano, Asiatico, Américas do Sul e Central. Os sinais clinicos da
enfermidade, como anemia e emagrecimento, sdo genéricos e também devido a
presenca de intervalos aparasitémicos, o diagndstico da doenca torna-se desafiador.
Quimioterapicos como aceturato de diminazeno (AD) e cloridrato de isometamidium
(ISM) estao disponiveis para o tratamento da doenga no Brasil, muito embora
existam relatos e indicios de resisténcia aos principios. Este trabalho teve como
objetivo utilizar a amplificagao circular isotérmica do DNA (LAMP) no diagnéstico e
avaliar a cura parasitolégica de bovinos naturalmente infectados por Trypanosoma
vivax apdés o tratamento com ISM. Foram utilizados 30 bovinos naturalmente
infectados com T. vivax, que foram tratados com duas aplicagdes de ISM, na
dosagem de 1,0 mg/Kg por via intramuscular profunda nos dias 0 e 150. Amostras
de sangue e soro colhidas nos 0, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias
apds o tratamento, foram submetidas ao diagndstico de T. vivax pelas técnicas da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) objetivando o gene alvo CatL-Like, LAMP
visando o gene alvo DNA satélite e ensaio de imunoabsorcdo enzimatico (ELISA)
com antigeno bruto solavel de T. vivax. Também, foi realizada uma PCR adicional
para diagnéstico de infeccdo por T. theileri direcionado ao gene CATL. Houve
persisténcia na deteccao de DNA de T. vivax na PCR e LAMP bem como detecgao
continua de anticorpos anti-T. vivax pelo método de ELISA apés o tratamento
instituido, sugerindo a presenca de resisténcia do parasita ao ISM. Todas as
amostras testadas para o diagnostico de T. theileri pela PCR foram negativas. A
LAMP se mostrou de grande utilidade no diagnéstico de animais naturalmente
infectados, porém a combinacdo dos testes LAMP e ELISA podem evitar falsos
diagnésticos, contribuindo para um melhor controle da doenca. Os dados indicam
que a PCR néao é indicada para diagnéstico de T. vivax em animais apresentando
baixa parasitemia, sendo, portanto ndo recomendada para promover o
acompanhamento de animais apds o tratamento com drogas tripanocidas.

Palavras-Chave
ELISA, métodos moleculares, tratamento, tripanossomiases



USE OF LAMP FOR DIAGNOSIS AND EVALUATION OF THE THERAPEUTIC
EFFICACY OF ISOMETAMIDIUM HYDROCHLORIDE IN BOVINES NATURALLY
INFECTED WITH Trypanosoma vivax

ABSTRACT - Trypanosomiasis is disease caused by agents of the
Trypanosoma genus, which infect humans, domestic and wild animals on the African,
Asian, South and Central Americans continents. The clinical signs of the disease,
such as anemia and weight loss, are generic and also due to the presence of
parasitic intervals, the diagnosis of the disease becomes challenging.
Chemotherapics such as diminazine aceturate (AD) and isomethemidum
hydrochloride (ISM) are available for the treatment of the disease in Brazil, although
there are reports and indications of resistance to the principles. This work aimed to
use loop-mediated isothermal amplification (LAMP) in the diagnosis and to evaluate
the parasitological cure of cattle naturally infected by Trypanosoma vivax after
treatment with ISM. Thirty bovines naturally infected with T. vivax were treated with
two ISM applications at a dose of 1.0 mg / kg intramuscularly on days 0 and 150.
Blood and serum samples were collected on 0, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210
and 240 days after treatment and were submitted to T. vivax diagnosis by
polymerase chain reaction (PCR) targeting the CatL-Like, LAMP targeting the
satellite DNA gene and enzyme immunoabsorption assay (ELISA) with soluble T.
vivax antigen. Also, an additional PCR for diagnosis of T. theileri infection directed to
the CATL gene was performed. There was persistence in the detection of T. vivax
DNA in PCR and LAMP as well as continuous detection of anti-T. vivax antibodies by
the ELISA method after the treatment, suggesting the presence of resistance of the
parasite to the ISM. All samples tested for the diagnosis of T. theileri by PCR were
negative. LAMP proved to be very useful in the diagnosis of naturally infected
animals, but the combination of the LAMP and ELISA tests can avoid false
diagnoses, contributing to a better control of the disease. The data indicate that PCR
is not indicated for diagnosis in animals with low parasitemia, therefore is not
recommended to promote the follow-up of animals after treatment with trypanocidal
drugs.

Keywords
ELISA, molecular methods, treatment, trypanosomiasis



LISTA DE ABREVIATURAS

AD — Aceturato de diminazene

BIP — Oligonucleotideo interno anti-sense

B3 - Oligonucleotideo externo anti-sense
CatL-Like — Catepsina L-like

CEUA — Comissao de ética no uso de animais
DNA — Acido Desoxirribonucleico

DO - Densidade 6ptica

DP — Desvio Padrao

DT0155 — Oligonucleotideo anti-sense

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA - Ensaio de imunoabsor¢cao enzimatico
FIP — Oligonucleotideo interno sense

F3 — Oligonucleotideo externo sense

GAPDH - Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
GVS — Glicoproteinas variantes de superficie
IgG — Imunoglobulina G

ISM — Cloridrato de isometamidium

kDNA — Acido Desoxirribonucleico do cinetoplasto
Kg - quilograma

LAMP — Amplificacao circular isotérmica do DNA
LB — Oligonucleotideo circular anti-sense

LF — Oligonucleotideo circular sense

mg — Miligrama

M — Molar

mM — milimolar

MAPA — Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
ng - Nanograma

PC — Ponto de Corte

PCR — Reacado em cadeia da polimerase

SP — Séao Paulo
TM — Temperatura de melting
UL - Microlitro

UNESP — Universidade Estadual Paulista
USA — Estados Unidos da América

USP — Universidade de Sao Paulo
TviCatL — Oligonucleotideo sense
TthCatL1 — Oligonucleotideo sense



CAPITULO 1 - Consideragées gerais

1. Introducao

Tripanossomiases sao enfermidades causadas por agentes do género
Trypanosoma, afetando humanos, animais domeésticos e silvestres. Trypanosoma
congolense, T. vivax, T. evansi, T. theileri, T. b. brucei e T. b. rhodesiense sé&o as
espécies responsaveis pela tripanossomiase animal na Africa, Asia e Américas
Central e do Sul (Davila et al., 2003; Haji et al., 2015; Ogbaje et al., 2015). T. vivax
infecta um grande numero de espécies unguladas domésticas e silvestres, e na
América do Sul é o principal agente etiolégico da tripanossomiase em bovinos,
sendo responsavel por grandes perdas econdmicas na bovinocultura (Seidl et al.,
1999; Jones e Davila, 2001).

No Brasil, o primeiro relato publicado de tripanossomiase por T. vivax ocorreu
em 1972 (Shaw e Lainson, 1972). Posteriormente, o parasita foi diagnosticado em
varias regioes do pais e com frequéncia cada vez maior (Serra-Freire, 1981; Silva et
al., 1996; Paiva et al., 1997; Barbosa Junior et al., 2001), sendo que somente em um
periodo de 10 anos houveram relatos de ruminantes infectados em Minas Gerais
(Carvalho et al., 2008), Rio Grande do Sul (Silva et al., 2009), Pernambuco (Pimentel
et al., 2012), Sao Paulo (Cadioli et al., 2012), Alagoas (Andrade Neto et al., 2015),
Santa Catarina (Favero et al., 2016), Goias (Bastos et al., 2017), Sergipe (Vieira et
al., 2017) e Piaui (Lopes et al., 2018) .

O diagnostico da doenca pode ser realizado por métodos parasitolégicos,
sorolégicos e moleculares, mas ¢é dificultado pela nao especificidade da
sintomatologia clinica e pela presenca de periodos de baixa parasitemia ou
aparasitémicos (Batista et al., 2007; Fidelis Junior et al., 2016). O método
parasitolgico é o mais utilizado para diagnéstico na América Latina e Africa (Osério
et al., 2008; Dagnachew e Bezie, 2015), porém apresenta baixa sensibilidade em
animais com baixa parasitemia, principalmente na fase crénica da infeccao
(Nantulya, 1990; Fidelis Junior et al., 2016). Desta forma, métodos soroldgicos,
como o ensaio de imunoabsorcdo enzimatico (ELISA), tornam-se uma ferramenta
importante nas investigacdes de rebanhos infectados (Cuglovici et al., 2010), porém

nao permitem segregar animais com infeccdo ativa dos que foram tratados e



curados (Nantulya, 1990), além de nao detectarem animais infectados no periodo
inicial da infecgao (Fidelis Junior et al., 2016; Sampaio, 2017). Deste modo, métodos
moleculares, como a amplificacao circular isotérmica do DNA (LAMP), apresenta alta
capacidade de deteccao de DNA de T. vivax (Njiru et al., 2011; Sampaio, 2017),
mesmo em periodos supostamente aparasitémicos (Cadioli et al., 2015); contudo, no
Brasil, até o0 momento ndo ha existéncia de relatos sobre a utilizacdo da LAMP no
diagnéstico em bovinos naturalmente infectados com T. vivax .

No Brasil, aceturato de diminazene (AD) e cloridrato de isometamidiium (ISM)
sdo os dois farmacos tripanocidas licenciados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o tratamento de animais parasitados por T.
vivax. Porém ha relatos de cepas Sul Americanas de T. vivax refratarias ao
tratamento com AD na Guiana Francesa (Desquesnes et al., 1995) e evidéncias de
resisténcia no Brasil (Cadioli et al., 2012; Bastos et al., 2017; Sampaio, 2017). Muito
embora muitos relatos sobre a resisténcia ao ISM existam na Africa (Giordani et al.,
2016), no Brasil apenas Sampaio (2017) sugere a presenca de T. vivax refratario ao
ISM em caprinos experimentalmente infectados, n&do havendo estudos sobre
susceptibilidade de T. vivax ao ISM em bovinos naturalmente infectados e mantidos
no sistema de producgado. Deste modo, o presente estudo tem como objetivos: utilizar
a LAMP como uma ferramenta para diagnostico e avaliar a cura parasitolégica de

bovinos naturalmente infectados por T. vivax apés o tratamento com ISM.
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4. Conclusoes

Embora os testes LAMP e ELISA apresentaram-se como técnicas de grande
utilidade para promover o diagnéstico e monitoramento de bovinos naturalmente
infectados com T. vivax, é necessaria a combinacao destes testes em rebanhos
apos o tratamento. Por outro lado, a PCR nao é indicada para o diagnostico de T.
vivax em bovinos apresentando baixas parasitemias. O tratamento de bovinos
naturalmente infectados com a dose profilatica de ISM evidenciou possivel presencga
de T. vivax resistentes ao quimioterapico no Brasil, informag¢do muito importante na
estruturacdo de futuras estratégias de contencao da doenca em rebanhos bovinos

brasileiros.
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