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RESUMO

O cavalo Campeiro é uma raca localmente adaptada a regido do planalto catarinense e
tem como sua principal caracteristica a marcha, por isso é conhecida como “Marchador
das Araucarias”. E uma raga considerada em risco de extingo, sendo fundamental a busca
por preservacao desse importante recurso genético. Entre as doencas que afetam equinos,
esta a tripanossomose, conhecida também como “surra”, ou “mal das cadeiras”, causada
pelo protozoario Trypanosoma evansi. Porém, ndo existem dados epidemioldgicos sobre
a prevaléncia da infeccdo em equinos da raca Campeiro. O objetivo desse trabalho foi
determinar a prevaléncia de T. evansi em equinos da raca Campeiro clinicamente
saudaveis, e associar a achados hematoldgicos e bioquimicos, bem como identificar
possiveis fatores de risco. Foram realizadas colheitas de sangue por venopungdo da veia
jugular de 214 equinos da raga Campeiro, 50 machos e 164 fémeas, de idades entre trés
meses e 27 anos, de 16 propriedades localizadas no estado de Santa Catarina, Rio Grande
do Sul e Parana. Para analise dos fatores associados foi realizado um questionario
epidemioldgico com os proprietarios. As amostras de sangue foram submetidas a PCR,
RIFI, hemograma e bioquimica sérica. A prevaléncia foi de 14% de animais positivos na
PCR, e 59% na RIFI. Observou-se aumento no hematdcrito, aumento no nidmero de
basofilose diminuicdo do fibrinogénio plasmatico, reducdo da atividade enzimatica da
ALT, AST e ureia, e aumento da CK e creatinina nos animais positivos, o que
possivelmente ndo possui relagdo com a infeccdo. Os dados obtidos por meio dos
questionarios epidemiolégicos ndo apresentaram diferenca. Conclui-se que o T. evansi

esta presente na regido Sul do pais, com alta prevaléncia em equinos da raca Campeiro.

Palavras chave: raca localmente adaptada, tripanossomose, surra, hemoparasita.



ABSTRACT

The Campeiro horse is a breed locally adapted to the Santa Catarina plateau region and
its main characteristic is the gait, which is why it is known as “Marchador das araucarias”.
It is a breed considered to be at risk of extinction, and the search for preservation of this
important genetic resource is essential. Among the diseases that affect horses is
trypanosomiasis, also known as “surra”, or “mal of the chairs”, caused by the protozoan
Trypanosoma evansi. However, there are no epidemiological data on the prevalence of
infection in Campeiro horses. The objective of this study was to determine the prevalence
of T. evansi in clinically healthy Campeiro horses, and to associate it with hematological
and biochemical findings, as well as to identify possible risk factors. Blood samples were
collected by jugular vein venipuncture from 214 Campeiro horses, 50 males and 164
females, aged between three months and 27 years, from 16 properties located in the state
of Santa Catarina, Rio Grande do Sul and Parana. To analyze the associated factors, an
epidemiological questionnaire was carried out with the owners. Blood samples were
submitted to PCR, IFAT, blood count and serum biochemistry. The prevalence was 14%
of positive animals in PCR, and 59% in RIFI. There was an increase in hematocrit, an
increase in the number of basophilosis, a decrease in plasma fibrinogen, a reduction in
the enzymatic activity of ALT, AST and urea, and an increase in CK and creatinine in the
positive animals, which is possibly not related to the infection. The data obtained through
the epidemiological questionnaires showed no difference. It is concluded that T. evansi
is present in the southern region of the country, with a high prevalence in Campeiro

horses.

Key words: locally adapted breed, trypanosomosis, spanking, hemoparasite.
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1 INTRODUCAO

O cavalo Campeiro, raca localmente adaptada a regido do planalto catarinense,
chegou ao Brasil por meio das expedigdes espanholas, como a de Alvar Nufies, conhecido
como “Cabec¢a de Vaca”, em marco de 1541 (SOUZA, FONTEQUE & COSTA, 2018).
A raca, conhecida como “Marchador das Araucarias”, adquiriu caracteristicas de
andamento em marcha, rusticidade, destreza, docilidade e boa adaptacdo as condicdes
locais, 0 que despertou o interesse de criadores locais, utilizando em esportes como
rodeios de tiro de lago, cavalgadas e no dia a dia no trabalho com o gado (SOUZA,
FONTEQUE & COSTA, 2018). Em 1976, foi criada a Associacdo Brasileira dos
Criadores de Cavalo Campeiro (ABRACCC) (SOUZA, FONTEQUE & COSTA, 2018).
O cavalo Campeiro hoje encontra-se em risco de exting¢ao, atualmente existem menos de
50 criadores distribuidos nos trés estados da regido Sul do Brasil, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parand, e a cada ano o nimero de registros € menor, fato preocupante
para a raca (SOUZA, FONTEQUE & COSTA, 2018).

Existem muitas doengas de grande importancia na equinocultura, que muitas
vezes sdo subdiagnosticadas, e pouco notificadas. Um exemplo € a tripanossomose,
conhecida também como “mal das cadeiras” ou “surra”. A enfermidade é causada por
protozoarios flagelados unicelulares do género Trypanosoma. Varias espécies podem
afetar equinos, incluindo T. brucei e T. congolense, restritas a algumas regides da Africa;
T. cruzi, de ocorréncia rara em equinos; T. equiperdum, doenca reprodutiva conhecida
como “durina”; e as de maior importancia clinica, T. evansi e T. vivax, amplamente
distribuidas na Africa, Oriente Médio, Asia e América Latina (BUSCHER et al., 2019).

InfecgBes naturais por T. evansi foram relatadas em 48 paises, em diversas
espécies (AREGAWI et al., 2019), podendo parasitar, além de equinos, camelos, bovinos,
caprinos, ovinos, suinos, caninos, felinos, bubalinos, elefantes, capivaras, quatis, antas,
veados, pequenos roedores silvestres e humanos (SILVA et al., 2010). A transmissdo
ocorre mecanicamente, via morcegos e insetos hematdfagos, das familias Tabanidae e
Stomoxidae, havendo relatos da possibilidade de transmissdo via carrapatos
(RODRIGUES et al., 2005).

A ocorréncia mais comum é em locais e épocas de temperaturas mais altas, onde
h& aumento no ndmero de insetos hemat6fagos. Alguns animais podem atuar como
reservatorios de T. evansi, como caninos, bovinos e capivaras. Outro fator de risco € a

circulacdo de equinos entre as propriedades, principalmente em estacdes de monta
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(SILVA et al., 2010). No Pantanal Mato-grossense a tripanossomose é considerada
enzodtica, enquanto nos estados do Sul ocorre na forma de surtos (SILVA et al., 2010).

Os sinais clinicos podem variar conforme o estagio da doenca e estado imune do
animal, podendo ser assintomatico ou apresentar emagrecimento progressivo apesar de
apetite voraz, febre intermitente, anemia, edema de membros e regido ventral, letargia,
placas de urticaria, conjuntivite e ceratite, abortamento, ataxia e paralisia de membros
posteriores e labios, podendo evoluir para 6bito (SILVA et al., 2010; BUSCHER et al,
2019). AlteracBes hematologicas podem ocorrer, incluindo anemia, neutropenia ou
neutrofilia, monocitose, linfopenia ou linfocitose (SILVA et al., 2010).

O diagndstico de T. evansi pode ser realizado a partir de amostras de sangue, linfa
e liquido cefalorraquidiano, e outras tripanossomoses como T. equiperdum pode-se
utilizar descargas vaginais ou prepuciais (BUSCHER et al., 2019). Varios testes podem
ser utilizados, incluindo inoculagdo em camundongos, observacdo em esfregaco de
sangue periférico em microscopia Optica, testes moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), e soroldgicos, como imunofluorescéncia indireta (RIFI), Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA), fixacdo do complemento, aglutinagdo em cartdo
(CATT) (AREGAWI et al., 2019). Diagnostico diferencial envolve doencas como
mieloencefalite protozoaria equina (EPM), mieloencefalopatia por herpesvirus equino
tipo 1, encefalomielites virais dos equinos (Leste, Oeste e Venezuelana), raiva,
leucoencefalomalécia e babesiose, nos casos cronicos (RODRIGUES et al., 2005).

N&o foram encontrados estudos de prevaléncia de T. evansi na regido Sul do
Brasil, apenas relatos de surtos, dessa forma, o objetivo deste trabalho é identificar a
prevaléncia de T. evansi, e possiveis fatores de risco associados a infec¢do em equinos da

raca Campeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a prevaléncia da infeccdo natural por Trypanosoma evansi em equinos da raga
Campeiro clinicamente saudaveis, determinar os fatores associados a infeccdo e

correlacionar a taxa obtida com as variaveis hematoldgicas e bioquimicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a prevaléncia de Trypanosoma evansi por meio da Rea¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em equinos da raca
Campeiro clinicamente saudaveis.

- Relacionar os achados de prevaléncia com os dados de hemograma e bioquimica
sérica.

- Identificar os fatores associados a infeccdo por Trypanosoma evansi em equinos da

raca Campeiro, por meio de questionarios e correlagdo com achados de prevaléncia.
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3 HIPOTESES

- A tripanossomose pode estar presente em criatorios de equinos da raca Campeiro,

mesmo em animais assintomaticos.

- Alguns fatores podem estar associados a infeccdo pelo protozoario, como a presenca
de vetores e de outros animais que atuam como reservatorios, além do manejo e sistema

de criacdo extensiva.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CAVALO CAMPEIRO

A criacdo de cavalos nas Américas iniciou a partir da segunda viagem de
Cristovao Colombo, que desembarcou dez equinos, incluindo garanhdes e eguas, na llha
de Sdo Domingos, no Caribe. No Brasil, os primeiros registros sdo de 1534, quando 0s
primeiros cavalos portugueses foram trazidos, em S&o Vicente — S&o Paulo (TORRES &
JARDIM, 1992). As racas importadas eram de origem hispanica, inglesa, berbere, arabe
e turca, das quais iniciaram-se cruzamentos que, associados a diversidade de ecossistemas
e condicOes brasileiras, fizeram surgir diversas racas naturalizadas, que foram sendo
selecionadas quanto a adaptacdo as condicfes geoclimaticas e fungbes desempenhadas
em cada regido do pais (SANTOS et al., 1992). Segundo Bianchini et al. (2006), a maioria
dos animais domeésticos criados em paises tropicais descendem de animais trazidos por
colonizadores europeus e passaram por longos periodos de selecdo natural, permitindo
sua sobrevivéncia em ambientes com diferentes condi¢fes climéticas, alimentacdo e
agentes patogénicos, e seus descendentes tornaram-se adaptados a essas condi¢oes.

Entre as racas localmente adaptadas estd o cavalo Campeiro. Sua origem esta
associada a expedicgédo espanhola de Alvar Nufies Cabeza de Vaca, em 1541, que chegou
ao litoral catarinense trazendo cavalos, homens e bovinos que seguiram por terra desde a
foz do rio Itapocu, no norte do estado, passando pela Serra do Mar e o Planalto
Catarinense, até chegar a Assun¢do, no Paraguai (SOUZA, FONTEQUE & COSTA,
2018; ARAUJO, 1990). Acredita-se que alguns animais tenham se perdido no percurso,
assim como de outras expedi¢des que seguiram a mesma rota. Além disso, muitos animais
foram abandonados ap6s ataques as reduc@es jesuiticas na Guerra Guaranitica (1753-
1756) (ARAUJO, 1990). Em 1728, Francisco de Souza e Farias saiu de Ararangua — Santa
Catarina transpondo as matas da Serra Geral, abrindo 0 Caminho dos Conventos, e acabou
deparando-se com grande quantidade de equinos e bovinos vivendo livremente. Apos
isso, Cristbvdo Pereira de Abreu registrou a domesticacdo inicial desses animais,
agregando-os a sua tropa (SOUZA, FONTEQUE & COSTA, 2018).

Esses equinos passaram a habitar a chamada “Regido dos Pinhais”, que inclui o
Planalto de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e os Campos Gerais do Parand, sendo
pouco a pouco capturados, domados e selecionados, até que, em 10 de fevereiro de 1976,

foi fundada a Associagéo Brasileira de Criadores de Cavalos Campeiros (ABRACCC),
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oficializada em 1985 no Ministério da Agricultura (SOUZA, FONTEQUE & COSTA,
2018).

A raca pode ser considerada de pequeno a médio porte, com altura de cernelha
padréo para registro entre 1,42 e 1,54 m para machos e 1,40 e 1,52 m para fémeas, e peso
médio de 420kg (McMANUS et al., 2005). Apresenta altura de garupa levemente superior
a cernelha, e indices corporais caracteristicos de cavalos de sela e tracdo leve
(McMANUS et al., 2005). O Campeiro faz parte de um grupo de sete racas brasileiras
que apresentam caracteristica de andamento marchado, em quatro tempos, com apoios
alternados dos bipedes laterais e diagonais, intercalados por momentos de triplice apoio,
que proporciona comodidade e conforto ao cavaleiro (PEREIRA, et al., 2020). Além
disso, apresenta rusticidade, resisténcia, adaptacao local e docilidade, possibilitando sua
utilizacdo em cavalgadas, manejo de gado, além de esportes como o tiro de lago (SOUZA,
FONTEQUE & COSTA, 2018).

Existem algumas particularidades fisioldgicas em equinos da raca Campeiro, em
comparagao a outras racas, com relacdo a perfil hematologico, proteina plasmatica total
e fibrinogénio (FONTEQUE et al., 2016), perfil bioquimico (SOUZA et al., 2016), e
proteinograma sérico (SOUZA et al., 2019), o que deve ser levado em conta como
referéncia na interpretacdo desses exames.

O numero de registros de animais foi grande no ano de cria¢do da associacéo,
porém sofreu declinio nos anos seguintes, 0 que preocupa pela perda da variabilidade
genética em virtude do aumento da consanguinidade (FALCAO, 2002). Os criadores da
raca possuem como base, em sua maioria, fatores culturais e familiares para a criagéo.
Além disso, a maioria dos proprietarios sdo usuarios, e ndo criadores, ndo investindo na
reproducéo da raca, o que configura um serio risco de extin¢cdo (SOUZA, FONTEQUE
& COSTA, 2018).

4.2 TRIPANOSSOMOSE

4.2.1. Etiologia

As tripanossomoses sdo doencas que afetam uma ampla gama de espécies
domésticas e selvagens, e sdo amplamente distribuidas. O Trypanosoma evansi, causador
de enfermidade conhecida como “surra” ou “mal das cadeiras” foi o primeiro

tripanossoma patogénico a mamiferos descrito em equinos e dromedarios na India, por
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Griffith Evans (DESQUESNES, et al., 2013b). Trata-se de um hemoprotozoéario
extracelular, que foi introduzido em diversos paises, incluindo o Brasil, através da
colonizacao e importagdo de animais contaminados (STOCO et al, 2017; YADAV et al.,
2019).

T. evansi pertence ao subgénero Trypanozoon (secdo Salivaria), Familia
Trypanosomatidae e Ordem Kinetoplastida, € biologicamente semelhante a T.
equiperdum, o agente causador da durina, e morfologicamente assemelha-se as formas
longas e delgadas de T. brucei brucei, T. b. gambiense e T. b. rhodesiense, inclusive ha
estudos sobre uma possivel derivag¢do do T. brucei como origem do T. evansi (STOCO et
al., 2017). Suas caracteristicas morfologicas incluem comprimento entre 15 e 34 um,
longo flagelo livre, movimentos ativos e membrana ondulante altamente visivel,
extremidade posterior fina com cinetoplasto subterminal pequeno (STOCO et al., 2017),
embora existam formas acinetoplasticas, como as cepas brasileiras (DESQUESNES et
al., 2013b).

4.2.2. Epidemiologia

Entre os tripanossomas salivares, T. evansi € o que possui maior diversidade de
espécies de hospedeiros, sendo os camelos originalmente os principais (DESQUESNES
etal., 2013b). Na Africa existe ampla distribuicio, da fronteira norte do deserto do Saara
para o leste, incluindo o Sudéo e o norte do Quénia, com relatos em camelos, equideos e
cdes (STOCO etal., 2017) com alta patogenicidade nessas espécies, e em bovinos, cabras,
ovelhas, suinos e bufalos, com menores importancias clinicas (DESQUESNES et al.,
2013b).

Na Asia, T. evansi é um dos principais parasitas de bdfalos e cavalos (STOCO et
al., 2017), sendo encontrado também em bovinos, porcos, cabras, elefantes, cervideos e
outras espécies silvestres (DESQUESNES et al., 2013b). Na Europa, ha relatos na
Espanha e Franca em cavalos e camelos (STOCO et al., 2017). Na América Latina é
encontrado em cavalos, bovinos, bufalos, ovelhas, e cabras, alem de uma gama de
reservatorios silvestres como capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), quatis (Nasua
nasua), cervos (Odocoileus virginianus chiriquensis), veados (Mazama temama), porcos
selvagens (Tayassu tajacu), caes selvagens (Canis azarae) e jaguatiricas (Felis pardalis)
(STOCO et al., 2017). Nas regides subtropicais da Argentina, o T. evansi apresenta
ocorréncia endémica (ZANETTE et al., 2008). No Brasil, ha relatos de ocorréncia em
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equinos em diversas regides, incluindo Pantanal mato-grossense, Minas Gerais (NUNES
et al., 2012), Rio Grande do Sul (RODRIGUES et al., 2005; ZANETTE et al., 2008;
CONRADO et al., 2005), em bovinos em Santa Catarina (SILVA et al., 2007), e em cées
(BILHEIRO et al., 2019).

A doenca possui grande importancia econémica, em virtude da mortalidade,
abortamentos, infertilidade, reducdo na producdo de leite e ganho de peso (YADAV et
al., 2019).

4.2.3. Transmissdo

A transmissdo pode ocorrer de diversas formas, entre elas, a mecéanica por meio
de vetores, vertical, horizontal, iatrogénica e por via oral, dependendo da estacéo, a
localizacdo e as espécies hospedeiras (DESQUESNES et al., 2013a). A transmissao
mecanica € a mais importante, e ocorre pela picada de insetos, principalmente moscas do
género Tabanus (Diptera: Tabanidae), e outros géneros, como Stomoxys, Haematobia e
Hippobosca também podem agir como vetores, que ao se alimentarem em animais
infectados, acabam se contaminando e transmitindo a doenca (STOCO et al., 2017).

No aparelho bucal dos insetos, o parasita ndo sobrevive por muito tempo, estima-
se que cerca de 30 minutos, conforme estudo em T. vivax, por isso geralmente as infeccdes
acontecem dentro de um mesmo rebanho, ou em espécies com convivio proximo, porém,
no estdmago dos insetos, esse periodo de vida € maior, e a transmissao pode se estender
quando ocorre regurgitacdo nas fases iniciais do repasto (DESQUESNES et al., 2013a).
Entretanto, tabanideos sdo persistentes na conclusdo de sua refeicdo, ao serem
interrompidos, logo buscam outros hospedeiros, e depois ficam por cerca de 5-7 dias sem
se alimentar (DESQUESNES et al., 2013a). T. evansi ndo resiste por tanto tempo, dessa
forma, a probabilidade de transmissdo por Stomoxys é maior, visto que os intervalos de
alimentagdo sdo menores (DESQUESNES et al., 2013a).

Outra possivel forma de transmissdo € a via iatrogénica, em programas de
vacinacao de rebanho por exemplo (REID S. A., 2002). Transmissao vertical foi descrita
em T. equiperdum, T. brucei, e T. evansi, via transplacentaria, e via sexual ou de mée para
0 bezerro/potro, quando existe lesdo nas mucosas, ou em contato préximo com secrecfes
parasitadas (muco, lacrimejamento, entre outras) (DESQUESNES et al., 2013a). A

contaminacdo via oral também pode ocorrer, principalmente quando existem lesdes na
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mucosa oral, e em espécies carnivoras que se alimentam de presas infectadas
(DESQUESNES et al., 2013a).

O morcego hematdfago da América Latina (Desmodus rotundus) possui papel
importante na transmissdo de T. evansi, pois além de agir como vetor, & também
hospedeiro e reservatorio do parasita, podendo apresentar ou ndo sinais clinicos
(DESQUESNES et al., 2013a).

4.2.4. Patogenia e sinais clinicos

Os efeitos patogénicos de T. evansi sdo variaveis, desde inaparentes até letais,
dependendo da espécie, fatores individuais, situacdo epidemioldgica e caracteristicas do
parasito (DESQUESNES et al., 2013b). Em equinos, a doenca geralmente se apresenta
mais grave, podendo atingir taxas de mortalidade de 90% (STOCO et al., 2017).

O periodo de incubacdo dura 1-4 semanas, podendo chegar a 8 semanas
(DESQUESNES et al., 2013b) e os sinais clinicos mais frequentes sdo febre recorrente
com hipertermia transitdria, anemia, fragueza, lacrimejamento, conjuntivite, erupcdes
cuténeas, linfadenopatia e, classicamente, edema da regido submandibular, membros e
abdémen (STOCO et al., 2017). Outros sinais incluem perda de apetite, emagrecimento
progressivo, e pode ocorrer também abortamento, hemorragia na cdmara anterior do olho
e ictericia (DESQUESNES et al., 2013b). Reacgéo cutanea no local da picada da mosca,
onde o parasita inicia sua multiplicacdo também pode estar presente (STOCO et al.,
2017).

Na fase aguda da doenga podem surgir ainda hemorragias em membranas
mucosas, urticaria e ceratite (STOCO et al., 2017). A fase crbnica é caracterizada pela
invasdo ao sistema nervoso central (SNC), que pode ocorrer dentro de 2 semanas pos
infeccdo, com diferentes manifestacfes neuroldgicas, dependendo de fatores como
espécie e susceptibilidade do hospedeiro e viruléncia do parasita, sendo 0 mais comum a
paralisia de membros pélvicos (STOCO et al., 2017). AlteracBes na locomocao sdo
classicamente descritos em equinos, iniciando com paresia que evolui para paralisia,
podendo ocorrer 6bito em 2 a 8 semanas (DESQUESNES et al., 2013b).

O T. evansi possui tropismo para o sistema neurolégico, levando a incoordenacao
motora, meningoencefalite e desmielinizacdo (FRACASSO et al., 2019). Existe relacdo
entre a tripanossomose congénita e lesdes neurodegenerativas irreversiveis no feto,
afetando o desenvolvimento cerebral (FRACASSO et al., 2019).
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Em bovinos, existe desde a apresentacdo subclinica, até animais apresentando
abortamento, infertilidade, baixa de produtividade e morte (SILVA et al., 2007). Em
ovelhas, cabras e suinos a infec¢do natural geralmente é leve ou assintomatica, mas pode
ocorrer febre, reducéo de apetite, anemia e alterages de comportamento (DESQUESNES
et al., 2013b). Os cées sdo altamente suscetiveis a infeccdo por T. evansi, tendo como
sinais clinicos fraqueza, febre, anemia, edema, uveite, hepatomegalia, esplenomegalia e
paralisia, podendo vir a 6bito (BILHEIRO et al., 2019).

Nas infeccOes por T. evansi, anemia é um sinal comum, devido a mecanismos
imunomediados na fase aguda, onde ocorre eritrofagocitose, e a eritropoiese deficiente na
fase cronica (CONRADO et al., 2005). O metabolismo energético do tripanossoma
depende inteiramente da glicolise, tendo a mitocdndria papel fundamental, e piruvato
como produto final, excretado no sangue do hospedeiro (HABILA et al., 2012). Embora
0 piruvato possa ser facilmente utilizado pelos tecidos do hospedeiro, a alta concentracéo,
decorrente de alta parasitemia, pode levar ao esgotamento das reservas alcalinas, acidose
e reducdo na afinidade da hemoglobina para o oxigénio (HABILA et al., 2012). Além
disso, existe a producao de radicais livres e enzimas, que atuam como agentes citotdxicos,
por meio de estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica que acabam causando lesdes
teciduais, em especial aos eritrécitos, ocorrendo alteracdes no transporte de oxigénio e
hemdlise (HABILA et al., 2012).

Outra caracteristica importante do T. evansi € 0 mecanismo de escapar da resposta
imune do hospedeiro, por meio da mudanca periodica da Glicoproteina de Superficie
Variante (VSG), sua principal proteina de superficie, representando 10% da proteina total
e 0 genoma contém 1000 genes capaz de codificar para genes VSG (HABILA et al.,
2012). Tal caracteristica interfere também em resultados de imunodiagnésticos (STOCO
etal., 2017).

4.2.5. Hematologia e bioquimica

Anemia macrocitica hipocrémica entre 20 e 40 dias ap6s infeccdo experimental
em coelhos com T. evansi, além de aumento na concentracdo de proteinas plasmaticas,
reducdo do nimero de leucacitos, neutrdfilos, linfocitos e basofilos (SILVA et al., 2008a).

Em cées, pode ser encontrado anemia normocitica normocrémica, ou microcitica
hipocrémica, trombocitopenia, agregacdo de eritrocitos, policromasia, anisocitose,

esquistocitos, esferocitos, hipocromia, linfopenia, leucopenia, linfopenia e mondcitos
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ativados, e na bioquimica sérica aumento da atividade de ALT e FA, aumento de
creatinina e hipoalbuminemia (ECHEVERRIA et al., 2019).

Em equinos, a anemia pode se apresentar com intensidade variavel, normocitica
normocrémica ou macrocitica hipocrémica, hiperproteinemia, pode ocorrer leucopenia
ou leucocitose, linfopenia ou linfocitose, neutropenia ou netrofilia, dependendo da fase
de evolucdo da doenca, além da presenca de leucdcitos atipicos (RODRIGUES et al.,
2005; MARQUES et al., 2005).

4.2.6. Diagnostico

Os exames parasitoldgicos geralmente sdo realizados utilizando sangue, mas
outros materiais bioldgicos podem ser usados, como liquido cefalorraquidiano (no caso
de sinais nervosos), fluidos articulares, ou fluido de nddulo linfatico (DESQUESNES et
al., 2013a).

O diagndstico pode ser realizado por meio da observacdo direta do parasita em
esfregacos de sangue fresco, porém em locais onde coexistem diferentes espécies de
tripanossoma, a identificacdo torna-se dificil (STOCO et al., 2017). O teste pode ser
realizado em coloragdo Giemsa ou panético rapido, com sensibilidade de ~10°
tripanossomas mL™* de sangue (REID, 2002).

Outro metodo € a inoculacdo em animais suscetiveis (ratos e camundongos),
porém também apresenta restricdes na discriminacdo diagndstica (STOCO et al, 2017).

Os testes soroldgicos recomendados pela OIE para detec¢do de T. evansi sdo
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), ensaio imunoenziméatico (ELISA), teste de
aglutinacdo em cartdo para Tripanossomose (CATT) e tripanolise imune (IT), sendo IT
com alta especificidade (BUSCHER et al., 2019). O CATT ¢ considerado um teste
bastante promissor no diagnéstico, porém ELISA com antigeno purificado se mostrou
mais preciso (REID, 2002). Porém, imunodiagndsticos de T. evansi se mostram dificeis
em razdo das VSGs e das reacOes cruzadas com outras espécies de tripanossoma (STOCO
etal, 2017).

Técnicas moleculares, como a PCR, tém mostrado bons resultados na deteccdo do
parasita, com boa reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade (STOCO et al, 2017).
A PCR apresenta alta sensibilidade, possibilitando a deteccdo do parasita em
concentracfes muito baixas, e em periodos pré-patentes da infeccao, antes dos testes de
visualizagdo do parasita (FERNANDEZ et al., 2009).
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E necessario o diagnostico diferencial de outras enfermidades que cursam com
quadros anémicos, como a babesiose e a anemia infecciosa equina, sendo que na
babesiose € possivel a visualizacdo dos parasitas em esfregaco sanguineo, e na anemia
infecciosa equina observam-se granulos de hemossiderina no citoplasma de neutrdfilos
(RODRIGUES et al., 2005). Doengas que cursam com sinais neurolégicos também
devem ser diferenciadas, incluindo a mieloencefalite protozoaria equina (MPE), que cursa
com sinais clinicos semelhantes, porém aspectos epidemioldgicos distintos; a
mieloencefalopatia por herpesvirus equino tipo I, que além dos sinais neurolégicos,
apresenta sinais respiratorios; as encefalomielites Leste e Oeste, que além dos sinais ja
citados, sdo acrescidas de ptose labial, protrusdo da lingua e paralisia esofagica; a raiva,
que apresenta curso agudo ou subagudo, com 100% de letalidade; e a
leucoencefalomalécia, que também apresenta curso clinico mais rapido que a
tripanossomose (RODRIGUES et al., 2005).

4.2.7. Tratamento

O diaceturato de diminazeno apresenta altos indices terapéuticos no combate a
tripanossomas, € uma diamidina com atividade tripanocida, babesicida e bactericida
(SILVA et al., 2008b). O dipropionato de imidocarb tem sido relatado no tratamento,
porém com menor eficacia (SILVA et al., 2008b).

O cloreto de isometamidium € utilizado principalmente na profilaxia, enquanto
fenantridinas, diaceturato de diminazeno e cloridrato de melarsamina séo utilizados como
agentes terapéuticos (MEKONNEN et al., 2018). Em testes realizados em camundongos,
melarsomina em uma dose de 2mg/kg foi eficaz no tratamento, bem como diaceturato de
diminazeno em dose de 20mg/kg, enquanto cloridrato de isometamidium a 1mg/kg teve
eficacia intermediaria (MEKONNEN et. al., 2018). Em equinos, ha relatos de resisténcia
de T. evansi a cloridrato de diamidina. O diaceturato de diminazeno tem baixa capacidade
de ultrapassar a barreira hematoencefalica, por isso doses maiores conseguem ter
melhores resultados (SILVA et al., 2010).
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6. PREVALENCIA E FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO NATURAL POR
Trypanosoma evansi EM EQUINOS DA RACA CAMPEIRO

RESUMO

O cavalo Campeiro é uma raca localmente adaptada a regido do planalto catarinense e
tem como sua principal caracteristica a marcha, por isso ¢ conhecida como “Marchador
das Araucérias”. E uma raca considerada em risco de extincao, sendo fundamental a busca
por preservacao desse importante recurso genético. Entre as doencas que afetam equinos,
estd a tripanossomose, conhecida também como “surra”, ou “mal das cadeiras”, causada
pelo protozoario Trypanosoma evansi. Porém, ndo existem dados epidemioldgicos sobre
a prevaléncia da infeccdo em equinos da raca Campeiro. O objetivo desse trabalho foi
determinar a prevaléncia de T. evansi em equinos da ragca Campeiro, e associar a achados
hematol6gicos e bioquimicos, bem como identificar possiveis fatores de risco. Foram
realizadas colheitas de sangue por venopuncéo da veia jugular de 214 equinos da raca
Campeiro, 50 machos e 164 fémeas, de idades entre trés meses e 27 anos, de 16
propriedades localizadas no estado de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parané. Para
analise dos fatores associados foi realizado um questionario epidemioldgico com 0s
proprietarios. As amostras de sangue foram submetidas a PCR, RIFI, hemograma e
bioquimica sérica. A prevaléncia foi de 14% de animais positivos na PCR, e 59% na RIFI.
Observou-se aumento no hematdécrito, aumento no nimero de basofilose diminuicdo do
fibrinogénio plasmatico, redugdo da atividade enzimatica da ALT, AST e ureia, e
aumento da CK e creatinina nos animais positivos, o que possivelmente ndo possui
relacdo com a infecgdo. Os dados obtidos por meio dos questionarios epidemioldgicos
ndo apresentaram diferenca. Conclui-se que o T. evansi esta presente na regido Sul do

pais, com alta prevaléncia em equinos da raca Campeiro.

Palavras chave: raca localmente adaptada, tripanossomose, surra, hemoparasita.
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6.1. INTRODUCAO

O cavalo Campeiro, conhecido como “Marchador das Araucarias”, € uma raga
localmente adaptada a regido do planalto catarinense, e encontra-se em risco de extingéo,
devido ao baixo numero de registros na associacdo (Associacao Brasileira de Criadores
de Cavalo Campeiro - ABRACCC). A raca passou por longo periodo de selecdo natural,
adquirindo caracteristicas de andamento em marcha, rusticidade, destreza, docilidade e
boa adaptacdo as condicGes locais (SOUZA, FONTEQUE & COSTA, 2018).

Existem muitas doengas de grande importancia na equinocultura, que muitas
vezes sdo subdiagnosticadas, e pouco notificadas. Entre elas estdo as tripanossomoses,
causadas por protozoarios flagelados unicelulares do género Trypanosoma. Varias
espécies podem afetar equinos, sendo as de maior importancia clinica, T. evansi, e T.
vivax, amplamente distribuidas na Africa, Oriente Médio, Asia e América Latina
(BUSCHER et al., 2019).

A doenca ocasionada por T. evansi, conhecida também como “mal das cadeiras”
ou “surra”, ja foi relatada em 48 paises, em diversas espécies (AREGAWI et al., 2019),
podendo parasitar, além de equinos, camelos, bovinos, caprinos, ovinos, suinos, caninos,
felinos, bubalinos, elefantes, capivaras, quatis, antas, veados, pequenos roedores
silvestres e humanos (SILVA et al., 2010). Os sinais clinicos podem variar conforme o
estagio da doenca e estado imune do animal, podendo ser assintomatico, ou apresentar
emagrecimento progressivo apesar de apetite voraz, febre intermitente, anemia, edema de
membros e regido ventral, letargia, placas de urticaria, conjuntivite e ceratite,
abortamento, ataxia e paralisia de membros posteriores e labios, podendo evoluir para
6bito (SILVA et al., 2010; BUSCHER et al, 2019).

A transmissao de T. evansi ocorre principalmente por via mecanica, via morcegos
e insetos hematdfagos, das familias Tabanidae e Stomoxidae, havendo relatos da
possibilidade de transmissdo via carrapatos (RODRIGUES et al., 2005). A ocorréncia
mais comum é em locais e épocas de temperaturas mais altas, onde ha aumento no nimero
de insetos hematdfagos. Alguns animais podem atuar como reservatérios de T. evansi,
como caninos, bovinos e capivaras. Outro fator de risco é a circulacdo de equinos entre
as propriedades, principalmente em estacGes de monta (SILVA et al., 2010).

O diagndstico pode ser realizado a partir de amostras de sangue, linfa, liquido
cefalorraquidiano, leite e descargas vaginais ou prepuciais (BUSCHER et al., 2019).

Varios testes podem ser utilizados, incluindo inoculagdo em camundongos, observacédo
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em esfregaco de sangue periférico em microscopia Optica, testes moleculares, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e soroldgicos, como imunofluorescéncia indireta
(RIFI), Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA), fixacdo do complemento,
aglutinagcéo em cartdo (CATT) (AREGAW!I et al., 2019).

Nado foram encontrados estudos de prevaléncia de T. evansi na regido Sul do
Brasil, apenas relatos de surtos, dessa forma, o objetivo deste trabalho é identificar a
prevaléncia de T. evansi, e possiveis fatores de risco associados a infeccdo em equinos da

raga Campeiro.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Determinacdo do Tamanho Amostral

Foram utilizadas as seguintes férmulas para a avaliacdo da prevaléncia de T.
evansi na populacédo de equinos da raca Campeiro, de acordo com a OPAS (1979):

_ 196%[p(1-p)]
(@)

Considera-se n0 o numero de amostras; p a prevaléncia esperada e d a margem de

0o

erro. Admitiu-se uma prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, um intervalo
de confiancga de 95% e uma margem de erro de 5%, o resultado obtido foi de 384 animais.

No entanto, por se tratar de uma populacdo finita, procedeu-se o seguinte célculo:

_Nxno
N+ no

Onde N é o nimero total de animais na populagéo, sendo que para a raca Campeiro esse
numero é de 446 animais, segundo dados da Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo
Campeiro (ABRACCC). A partir destes calculos, chegou-se ao numero final de 206
animais a serem amostrados.

A populagdo esta dividida nos trés estados do Sul do Brasil, onde existem 172
equinos no Rio Grande do Sul, 238 em Santa Catarina e 36 no Parana. Dessa forma, as

coletas foram distribuidas proporcionalmente entre os estados.

6.2.2 Obtencdo das Amostras

Foi realizada a coleta de sangue de 214 equinos da raca Campeiro, sendo 50

machos e 164 fémeas, com idades entre trés meses e 27 anos, todos registrados na
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Associacao Brasileira de Criadores de Cavalo Campeiro (ABRACCC). As coletas foram
realizadas em 16 propriedades, distribuidas nos seguintes municipios: Lages (SC),
Curitibanos (SC), Ponte Alta (SC), Brunopolis (SC), S&o José do Cerrito (SC), Séo
Cristdvéo (SC), Séo Francisco de Paula (RS), Caxias do Sul (RS) e Pranchita (PR).

As coletas foram realizadas por meio de venopuncdo da veia jugular, utilizando
tubos a vacuo sem anticoagulante para bioguimica sérica e analise sorologica (RIFI), e
tubos com EDTA a 10% para realizacdo de hemograma e PCR. As amostras destinadas a
PCR foram homogeneizadas e separado uma fragdo em microtubo, a qual foi adicionado
guanidina (Guanidine Hydrochloride 6M, EDTA 0,2M) na proporc¢éo 1:1, para melhor
conservacao do DNA até o momento da extracdo, que era realizada logo em seguida. As
amostras de soro foram congeladas a -20°C, para posterior realizacdo da analise

bioguimica e RIFI.

6.2.3 Fatores associados

Para identificacdo dos possiveis fatores associados a infeccdo pelo parasito, foi
realizado um questionario epidemioldgico com os proprietarios (ANEXO 1).

6.2.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

6.2.4.1 Extragdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras iniciava-se no mesmo dia da coleta. A extracao
foi realizada utilizado o kit comercial Mini Spin (KASVI®), seguindo instrucdes do
fabricante, e o protocolo fenol-cloroférmio (SAMBROOK & RUSSELL, 2001), com
modificagbes. As amostras foram inicialmente transferidas dos microtubos para tubos de
50 mL, onde acrescentou-se tampéo de lise (1 M TRIS HCI pH 7,4; 0,5M EDTA pH 8;
1M NaCl; 10% SDS), na proporcao de quatro vezes o volume da amostra, proteinase K
20mg/mL, na proporcao de 2,5 pL para cada 500 pL de tampéo, e incubado a 42°C
overnight.

No dia seguinte, foi adicionado igual volume de fenol tamponado, misturado por
inversdo por 10 minutos, centrifugado a 140009 por 10 minutos a 4°C, em equipamento
Centrifuge 5804 R (Eppendorf®, e transferido entdo o sobrenadante para um novo tubo.

A este, adicionado igual volume de fenol-cloroférmio (proporcéo 1:1), misturado por
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inversdo por 10 minutos, centrifugado a 14000 g por 10 minutos a 4°C, e novamente
transferido o sobrenadante para novo tubo. A seguir, foi adicionado igual volume de
cloroférmio, misturado por inversdo por 10 minutos e centrifugado a 14000 g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e adicionado etanol
100% na proporgdo de 2,5 vezes o volume da amostra, acetato de sddio 3M equivalente
a 10% do volume do etanol, e 2 pL de glicogénio a 20ng/uL. Em seguida, as amostras
foram mantidas em freezer a -80°C por uma hora, centrifugadas por 30 minutos a 14000
g a 4°C, e entdo o sobrenadante foi descartado, mantendo somente o pellet de DNA. A
seguir, foram realizadas trés lavagens com etanol 70%, adicionando 500 pL, centrifugado
a 14000 g por 10 minutos a 4°C e descartado o sobrenadante. Apds as lavagens, as
amostras foram colocadas em equipamento Concentrator plus (Eppendorf®) por 20
minutos a 40°C para eliminar qualquer residuo de etanol. Apés a secagem, foi adicionado
30 pL de tampéo de eluigdo a cada amostra, incubado por 10 minutos a 37°C, e logo em
seguida realizada a quantificacdo da concentracdo de DNA em espectrofotbmetro
NanoDrop® 2000 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific), e as amostras foram congeladas,

até a realizacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

6.2.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foi realizada amplificagdo do DNA extraido das amostras, bem como do controle
positivo, por meio de PCR, amplificando um fragmento da sequéncia intergénica do gene
VSG. O preparo da reacéo foi realizado utilizando 2,5 pLL de Tampao 10X Green GoTaq®
Flexi Buffer (Promega), 2 pL de cloreto de Magnésio (50mM); 0,5 uL de nucleotideos
(dNTPs) 10 mM; 1,25 puL de cada primer (10 uM) RoTat 1.2 Forward GCG GGG TGT
TTA AAG CAA TA e RoTat 1.2 Reverse ATT AGT GCT GCG TGT GTT CG; 0,125
pL enzima Taq Polimerase GoTaq® Hot Start Polymerase, (Promega) a SU/uL; o DNA
de cada amostra foi adicionado de maneira que ficasse na concentragcdo de 300 ng de
DNA e 4gua ultrapura para completar o volume de 25 puL e ajustar a concentragdo. Foi
utilizado controle negativo, substituindo o DNA por agua ultrapura livre de DNAse. A
seguir, foi realizada a etapa no termociclador (Biocycler), utilizando para desnaturacéo
inicial 95°C por 2 minutos; para desnaturagéo, 30 ciclos de 95°C por 20 segundos; para
anelamento 56° por 20 segundos; para extensdao 72°C por 20 segundos e para extensao

final 72°C por 5 minutos.
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Foi realizada eletroforese das amostras e controle positivo (DNA de T. evansi
purificado, a partir de rato inoculado) e negativo em gel de agarose 1%, em cuba
horizontal, utilizando 11,5 pL do produto da amplificagdo, 1,5 uLL de tampao de amostra
(azul de bromofenol e glicerol) e 2 pL de corante GelRed®. Foi utilizado marcador de
peso molecular de 100 pb (Ludwig) na primeira lacuna do gel, para determinar tamanho
das bandas. Foi realizada corrida de 100 Volts por 40 minutos e visualizacdo em luz
ultravioleta. Foram consideradas positivas amostras com marcacdo de banda de 205 pb
(CLAES et al., 2004).

6.2.5 Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

6.2.5.1. Obtencdo do antigeno

Foi realizada inoculacdo de T. evansi purificado por via intraperitoneal em ratos
Wistar (Rattus norvegicus), para cultivo do parasita. A partir de entdo, foram realizadas
avaliacOes periodicas de parasitemia, por meio de esfregaco de sangue da cauda, e
coloracdo com kit Pan6tipo Rapido® (Newprov), e quando e observou 30 parasitos por
campo, em objetiva 100x, cerca de cinco dias apds a inoculacéo, foi coletado, por meio
de puncdo cardiaca, 8mL de sangue com EDTA (0,5M). A coleta foi realizada apés
anestesia com cloridrato de xilazina 120 mg/kg e cloridrato de quetamina 16 mg/kg, e
apos eutanasia com deslocamento cervical (IACUCa, 2021). Foi realizada a centrifugagéo
da amostra por cinco minutos em centrifuga Celm®, em seguida retirado a papa
leucocitaria, e transferido o restante para tubo de 15 mL, a seguir adicionado solucao
fisioldgica para lavagem, por duas vezes. Em seguida, foi realizado esfregaco, utilizando
30uL de sangue, e fixado em acetona gelada por cinco minutos. As laminas foram
embaladas em papel toalha e papel aluminio e congeladas a -20°C, para posterior

utilizacdo.

6.2.5.2. Teste de Imunofluorescéncia Indireta

Os testes foram realizados segundo NADEEM (2011), com modificagdes. As
laminas foram inicialmente descongeladas e secas em temperatura ambiente, a seguir
foram realizadas as demarcag6es dos pocos circulares de 9mm de diametro utilizando

esmalte. A seguir foram realizadas dilui¢des seriadas, em PBS (pH 7,4), de controles
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positivos, nas proporgdes 1:40, 1:80, 1:160, padronizando-se 1:80 a diluicdo em que as
amostras equinas seriam consideradas positivas. Foram realizadas entdo as diluicdes das
amostras de soro equino coletadas, e de cada amostra adicionado 20 L em um dos po¢os
da lamina com o antigeno de T. evansi, devidamente identificadas. Em cada lamina foi
utilizado um controle positivo e um negativo. A lamina foi entdo incubada em camara
Umida (Incubadora BOD 411-TD, Ethik technology) a 37°C por 50 minutos, e em seguida
lavada por trés vezes em PBS 1X (pH 7,4), por cinco minutos cada, e seca em temperatura
ambiente. Em seguida, diluiu-se o anticorpo conjugado, calculando o volume conforme
0 nimero de amostras a serem processadas no dia. A partir de entdo todas as etapas foram
realizadas ao abrigo da luz. Foi adicionado 0,5% do volume de Tween; Azul de Evans na
proporcdo 1:50; conjugado anti-lIgG de rato (Sigma Aldrich, F6258®) marcado com
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) na proporcdo 1:32, e o volume foi completado
utilizando PBS. Foi adicionado 20 puL a cada amostra, e a lamina foi novamente incubada
em camara Umida a 37°C por 50 minutos, e novamente lavada trés vezes em PBS. Ap0s
a secagem em temperatura ambiente, foi realizada a leitura em microscépio de epi-

fluorescéncia Zeiss Axio Imager.A2, com o software ZEN 2.3 Pro®. da Metasystem.

6.2.6 Hematologia

Foi realizado hemograma de todos os animais avaliados, segundo JAIN (1993).
Foi utilizado contador automatico de células (SDH3 Labtest) para contagem de eritrocitos
e leucdcitos totais, volume globular, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular
médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Foram
utilizados esfregacos sanguineos corados com kit Panétipo Rapido® (Newprov) para
contagem diferencial de leucécitos. Foi utilizada refratometria (ATAGO) para

determinacdo de proteina total plasmética (PTP) e fibrinogénio plasmatico.

6.2.7 Bioquimica sérica

A analise do perfil bioquimico sérico foi realizado por meio de métodos cinético
e colorimétrico em analisador bioquimico automatico Labmax Plenno® (v2.09.05),
avaliando  atividade enzimatica da gamaglutamiltransferase (GGT), aspartato

aminotransferase (AST), alanino aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA),
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creatina fosfoquinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e concentracBes sericas de
ureia, creatinina, proteina total sérica, aloumina, globulina, colesterol, triglicerideos e

glicose.

6.2.8 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. A
comparacao das médias das varidveis hematoldgicas, bioquimicas e de prevaléncia foi
realizada por meio de teste t. A analise dos fatores de risco foi realizada por meio dos
testes qui-quadrado e analise de regressdo logistica. Para todos os testes admitiu-se

probabilidade de erro de 5%.

6.2.9 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob numero de protocolo
5285200720 (ANEXO 11); e no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEPSH) sob 0 CAE n° 48542021.4.0000.0118 (ANEXO I1I).

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Prevaléncia

Dos animais avaliados, 14% (31/214) foram positivos para T. evansi na Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), e 59% (126/214) na Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
As amostras positivas nos dois testes (PCR e RIFI) representaram 9% (19/214), e
37% (79/214) foram negativos em ambos os testes (Grafico 1). Em todas as propriedades
coletadas houveram animais positivos em pelo menos um dos testes. Os dados de
prevaléncia por estado estdo representados na Tabela 1. A distribuicdo da prevaléncia

conforme sexo esta representada na Tabela 2, e conforme idade na Tabela 3.
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Gréfico 1. Numero de casos positivos e negativos diagnosticados pelos métodos PCR e
RIFI para o agente T. evansi, equinos da raca Campeiro, nos estados de Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil.
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Tabela 1. Prevaléncia de T. evansi em equinos da raca Campeiro nos estados de Parana,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, pelas técnicas de PCR e RIFI.

PCR RIFI
Parana 0% (0/18) 94% (17/18)
Rio Grande do Sul 8% (7/86) 53% (46/86)
Santa Catarina 22% (24/110) 40% (44/110)

Tabela 2. Prevaléncia de T. evansi em equinos da raca Campeiro em machos e fémeas,
pelas técnicas de PCR e RIFI.

PCR RIFI
Machos 12% (6/50) 56% (28/50)
Fémeas 15% (25/164) 60% (98/164)
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Tabela 3. Prevaléncia de T. evansi em equinos da raca Campeiro conforme a idade,
divididos em jovens, adultos e idosos pelas técnicas de PCR e RIFI.

PCR RIFI
Jovens (0-4 anos) 15% (12/81) 56% (45/81)
Adultos (5-18 anos) 13% (16/119) 60% (72/119)
Idosos (>19 anos) 21% (3/14) 64% (9/14)

6.3.2. Hematologia e Bioquimica

Foi realizada comparacao na hematologia e bioquimica entre animais positivos e
negativos na técnica de PCR. Os animais ndo apresentavam sintomatologia. Foi
observada diferenca (p<0,05) no hematdcrito, na contagem de basofilos e no fibrinogénio,
que foi inferior nos animais positivos (Tabela 4). As variaveis encontraram-se dentro dos
valores de referéncia para a raca (FONTEQUE et. al., 2016), exceto a contagem de

basofilos de animais positivos, que ficou acima do valor de referéncia.

Tabela 4. Valores médios e desvios-padrdo do hemograma, concentracdo de proteina
total plasmatica e fibrinogénio plasmatico de 214 animais da raca Campeiro, positivos e
negativos para a infecgdo natural por Trypanosoma evansi nos estados do Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, Brasil.

Variaveis Positivos Negativos P
Eritrdcitos (x108/uL) 8,37+1,01 8,56+1,23 0,605
Hb (g/dL) 11,88+1,66 12,17+46,23 0,311
VG (%) 38,55+5,18 36,72+4,51 0,025**
VGM (fL) 46,4116,46 43,31+4,74 0,002*
CHGM (%) 30,87£2,35 33,50+20,83 0,173
Plaquetas (x103/ pL) 151,58+48,76 147,04+55,88 0,883
Leucdcitos Totais (/uL)  9657,10£2369,31 10526,70+2853,10 0,155
Bastonetes (/pL) 4,04+22,50 2,41+16,89 0,712
Segmentados (/pL) 4627,97£1524,09  4988,95+1752,16 0,207
Linfécitos (/uL) 4219,73+1602,01  4669,08+1933,24 0,290
Eosinofilos (/uL) 473,36+398,17 473,64+410,49 0,872
Basofilos (/uL) 126,13+182,19 60,32+162,34 0,003**
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Mondcitos (/uL) 300,43+217,52  331,21%287,09 0,899
PTP 7,40%0,75 7,2620,66 0,290
Fibrinogénio 27742417070  368,11+163,88 0,001**
RDW 18,98+0,87 18,88+1,73 0,979

*Indica diferenga significativa entre os grupos pelo Teste-t **Indica diferenca significativa entre os grupos
pelo teste de Mann-Whitney.

Na bioquimica sérica, ALT, AST e ureia, mostraram diferenca (p<0,05), sendo o0s
positivos com valores menores, e CK e creatinina, cujos valores de positivos foram
maiores (Tabela 5). Os valores da bioquimica sérica permaneceram dentro dos intervalos
de referéncia para a raca (SOUZA et. al., 2016), exceto ALT, que foi superior, tanto para

positivos quanto para negativos, e CK, que foi superior nos animais positivos.

Tabela 5. Valores médios e desvios-padrdo da bioquimica sérica de 214 animais da raca
Campeiro, positivos e negativos para a infeccdo natural por Trypanosoma evansi nos

estados do Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil.

Variaveis Positivos Negativos P
Proteina 6,79+1,09 7,21+1,16 0,060
Triglicerideos 15,55+13,08 16,46+11,50 0,567
Colesterol 82,74+19,81 87,55+21,03 0,24
Albumina 2,34+0,46 2,46+0,40 0,272
ALT 10,3945,59 11,47+4,25 0,038**
AST 180,77+50,23 252,05+105,53 <0,001**
GGT 16,19+6,69 19,74+20,34 0,124
CK 474,68+284,66 342,55+242,12 0,003**
FA 328,74+120,59 301,92+107,14 0,132
Creatinina 1,64+0,50 1,4340,31 0,020**
Uréia 35,42+9,86 42,40+12,99 0,020**

*Indica diferenga significativa entre os grupos pelo Teste-t **Indica diferenca significativa entre os grupos
pelo teste de Mann-Whitney.
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6.3.3 Fatores associados a infecgdo

Os questionarios realizados com o0s proprietarios dos animais continham

perguntas sobre o manejo, origem, e sanidade dos animais. Nenhum desses fatores

apresentou diferenca significativa em teste qui-quadrado (Tabela 6).

Tabela 6. Fatores avaliados nos questionarios epidemiologicos realizados com
proprietarios de equinos da raca Campeiro, positivos e negativos para infeccdo natural
por T. evansi, nos estados do Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil.

.. Trypanosoma
Questionario - -
positivos | negativos | p
< 10 animais 6 13
N° de an_imais na 11 - 20 animais 1 24 0.213
propriedade 21 - 30 animais 16 43 '
41 - 50 animais 0 20
Jovens < 4 anos 0 2
Categorias Adultos 5-15 anos 0 6 0.238
presentes Todas categorias 22 82 ’
Jovens + Adultos 1 10
Categoria Jovens < 4 anos 0 27 1
predominante Adultos 5-15 anos 23 74
Sexo predominante Femeas 18 % 1
N° equivalentes 5 4
Nasceu na propriedade 17 60
Veio de outras propriedades 0 2
Origem dos Todas ca_tegorias _ 4 2
animais Nasceu na propriedade + Veio de 1 30 035
outras propriedades
Nasceu na proprieo!aglg + Veio de 1 4
outros municipios
Pasto nativo 1 11
Pasto formado 1 5
Tipo de Todas categorias 4 2 0.324
alimentacéo Pasto nativo + formado 12 62 '
Racéo + pasto nativo 5 2
Racéo + feno + formado 0 18
Extensivo 19 54
Sistema de criacao Semi-intensivo 4 40 0,199
Extensivo + Semi-intensivo 0 6
N Trabalho 0 7
Uso dos animais Reproducao 1 c 0,279
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Todas categorias 4 2
Trabalho + Reproducéo 17 48
Lazer + Trabalho + Reproducéo 1 14
Lazer + Esporte + Reproducgéo 0 18
Esporte + Reproducéo 0 6
Participa de Sim 23 83 L
eventos Néao 0 17
Contato com Sim 11 43
equinos de outras . 1
qpropriedades Nao 12 57
) . N&o 17 53
Ha entrada e saida Sim, entra 0 6 0,199
para reproducao - -
Sim, entra e sai 6 41
Bois+Ovinos+Caes+Gatos 6 63
Bois+Caes+Gatos 0 23
Presenca de outros Asmlr!os N MP ares + 4 2
R Bois+Ovinos+Caes+Gatos
animais na ~ 0,263
propriedade _ Caes + Gatos 1 5
Bois + Ovinos + Caes 5 2
Bois+Ovinos+Caprinos+Céaes+G 7 5
atos
Ha silvestres na Sim 23 100 L
proximidade Nao 0 0
Todos 5 31
Capivara+Cervideos+Javali+Ga 4 7
mba+Zorrilho
Gamba+Zorrilho+Outros 1 14
Gamba + Zorrilho 1 5
Cervideos+Javali+Canideos+Ga 5 2
mba+Zorrilho
i imai Cervideos+Javalo+Felideos+Can
Qus?ll\s/eas?;g;als ideos+Gamba+Zorrilho 0 2 0,425
Capi_vara+Cervideo+Jav_aIi+Can 7 5
ideos+Gamba+Zorrilho
Capivara+Javali+Quati+Felideo 0 10
s+Gamba+Zorrilho+Outros
Capivara+Cervideos+Quati+Ga 0 6
mba+Zorrilho+Outros
Capivara+Cervideos+Quati+Feli 0 18
deos+Canideos+Gamba+Outros
Morcegos Sim 11 53 1
hematdfagos N3o 12 47
. Sim 23 100
Mosquitos NAo 0 0 1
Quais mosquitos Mosca doméstica 0 10 0,241
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Todas categorias 16 17
!\/Iutucas+Moscaldq 5 50
chifre+Mosca doméstica
Mutuca + Doméstica 0 18
Moscas do estabulo+Mosca
domeéstica 1 >
Sim 12 70
Carrapatos NAo 1 30 1
Faz uso de Sim 23 100
endoparasitarios Nao 0 0 1
Se usa Anual 0 25
endoparasitas, Semestral 7 17 0,199
qual frequéncia Trimestral 16 58
Avermectinas 11 55
Organofosforados 5 2
Outros 1 15
Quais ativos Avermectinas + Piperazinas 1 14 0,263
Avermectinas +Praziquantel 5) 8
Avermectinas + 0 5
Organofosforados
Faz controle de Sim 23 88
rr +
carrapaos Nio 0 12 1
Piretroides 11 27
Avermectinas 4 13
Quiais ativos Piretroides + Outros 1 5 0,22
Outros 7 43
N&o usa 0 12
Primavera 0 18
Verao 0 31
Outono 4 2
Em que época Todas categorias 4 7
realiza controle Verdo + Inverno 1 14 0,293
Primavera + Veréo + Outono 7 11
Verao + Outono 7 5
Nao realiza 0 12
Animais sao Sim 21 32 L
vacinados N3o 2 68
Raiva 9 4
. Leptospirose 7 5
Se vacina, com - -
quais Raiva+Leptospirose 4 7 0,273
Influenza + Tétano + 0 5

Encefalomielite
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Influenza+Tétano+Encefalomieli
: . 1 5
te+Rinopneumonite
Influenza+Garrotilho 0 6
N&o vacina 2 68
Ha Sim (encilhas + briddes) 8 81
compartilhamento Sim (agulhas + seringas) 0 5 0,199
de instrumentos Sim (tudo) 15 14
Sinais neuroldgicos Sim 0 20 1
J N&o 23 80
Incoordenac@o motora 0 2
Sinais neurolgicos Se_rr_l sinais neurologlc,os_ 23 80 0,223
Paralisia dos membros pélvicos
x 0 18
+ Incoordenac¢do morota
Outros sinais Sim 12 43 1
clinicos Nao 11 57
Lacrimejamento 12 23
Quais sinais Sem 5|r_1a|s neurologicos 11 57 0.199
Emagrecimento + Edema de
0 20
membros
7. DISCUSSAO

As prevaléncias encontradas nesse trabalho foram de 14% na PCR, e 59% na RIFI.
De acordo com nosso conhecimento ndo foram encontrados artigos determinando a
prevaléncia de T. evansi na regido Sul do Brasil, onde existem apenas relatos de surtos
em equinos e casos isolados, nos municipios de Cruz Alta, Sdo Sepé, Alegrete e Séo
Vicente do Sul, todos no Rio Grande do Sul (SILVA et. al., 2010).

Trabalhos realizados em outros locais encontraram prevaléncia de Trypanosoma
spp. 50,37% pelo método ELISA e 18,84% pelo método RIFI, em cavalos da raca
Baixadeiro, no Maranhao (FERREIRA et al., 2018); 5,24% de equinos soropositivos para
T. evansi via ELISA na india (YADAV et al., 2019). Na Palestina, 17% dos cavalos
avaliados por PCR para T. evansi se mostraram positivos (EREQAT et al., 2020). Na
Espanha, apos surto de T. evansi, os demais equinos de uma fazenda foram testados, e
2% apresentaram resultado positivo em CATT, PCR e microhematdcrito (TAMARIT, et
al., 2010).
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Entre as técnicas diretas para diagndstico de T. evansi, a observagdo em esfregaco,
apesar de ser mais simples e barata, € menos sensivel, funcionando apenas quando existe
alta parasitemia, geralmente na fase aguda da doenca, enquanto PCR detecta
concentra¢des minimas de DNA do parasita, mesmo em periodos pré-patente e cronico,
além de possuir alta especificidade (FERNANDEZ et al., 2009).

A RIFI € uma das técnicas mais utilizadas para deteccao de T. evansi, com alta
sensibilidade, chegando a 95%, semelhante a ELISA. A partir do oitavo dia ap6s infec¢éo,
via RIFI ja é possivel a deteccdo de anticorpos, que tem aumento significativo apds quatro
semanas, € se mantém em niveis elevados por um longo periodo (MARQUES et al.,
2001). Porém, tem sido observada baixa especificidade utilizando RIFI, devido ao alto
indice de reacbes cruzadas, com outros tripanossomideos, e outros géneros, como
Leishmania (LUCIANO et al, 2009). Essa diferenca de especificidade entre PCR e RIFI,
associada a diferenca no periodo de deteccdo entre as técnicas, explicam a minima
concordancia nos resultados das duas técnicas encontrados.

Os equinos avaliados nesse estudo eram aparentemente sadios, indicando
possivelmente infeccdes subclinicas. Os sinais clinicos observados nos casos do Rio
Grande do Sul foram emagrecimento progressivo, letargia, incoordenacdo motora,
instabilidade e atrofia dos membros pélvicos, dificuldade para levantar, fraqueza
muscular, palidez das mucosas, edema subcutaneo e abortamento, em alguns casos ataxia,
andar em circulos, hiperexcitabilidade, cabeca inclinada, pressdo da cabeca contra
obstaculos e movimentos de pedalagem (SILVA et al., 2010). MARQUES et al. (2000)
observaram também hipertermia, reducdo de apetite e paralisia.

Alteracdes hematoldgicas observadas em outros trabalhos, onde os animais
apresentavam sinais clinicos, incluiram anemia, sendo essa a alteragdo mais comum, e
alteracGes leucocitarias (neutropenia, neutrofilia, monocitose, linfopenia, linfocitose e
linfécitos atipicos) (SILVA et al., 2010; NUNES et al., 2012). MARQUES et al. (2000)
também encontraram anemia, reducdo de volume globular e concentragdo de
hemoglobina, aléem de neutrofilia e linfopenia. Nos animais avaliados nesse estudo isso
ndo ocorreu, sendo que o hematdcrito ficou acima do valor de referéncia, e foi encontrada
basofilia nos animais positivos para T. evansi, possivelmente sem relagdo com a infecgéo,
visto que 0s animais apresentavam-se assintomaticos, assim como a reducdo de ALT,
AST e uréia, e aumento de CK e creatinina.

A alta prevaléncia encontrada neste estudo em comparacdo a estudos de

prevaléncia de outras regides, associada a auséncia de sinais clinicos e alteracfes
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hematolGgicas, sugerem que os equinos da raga Campeiro sofrem infeccao por T. evansi,
porém sem desenvolver sintomatologia, por se tratar de uma ragca com alta rusticidade e
adaptacéo local.

N&o foi observada diferenga em nenhum dos parametros avaliados como possiveis
fatores de risco, porém outros trabalhos encontraram diferencas, com relacdo a presenca
de outras espécies que podem atuar como reservatorios, incluindo cdes, bovinos e
capivaras, o transito de equinos entre propriedades, principalmente no periodo de monta,
a época do ano, sendo que no verdo a incidéncia é maior, devido ao aumento no nimero
de insetos (SILVA et al., 2010).

Nas Filipinas, a infec¢do foi associada a importacdo de animais, e relacionadas ao
aumento das temperaturas, decorrente do aquecimento global, trard sérios riscos em
virtude do aumento de vetores tabanideos (REID, 2002). A infestacdo por carrapatos,
faixa etéria, area geogréafica também foram citados como fatores de risco (COSTA et al.,
2019). BENAISSA et al. (2020) citam ainda que sistemas intensivos e a alta concentracdo

de animais aumentam as chances de infeccao.

8 CONCLUSAO

Conclui-se que a prevaléncia de T. evansi € alta em equinos da raca Campeiro
presentes na regido Sul do Brasil, mesmo em animais sem sinais clinicos. Segundo nosso
conhecimento esse é o primeiro trabalho de prevaléncia de T. evansi em equinos da regiao
Sul, bem como em animais da raga Campeiro. Devido a auséncia de sintomatologia nos
animais avaliados, ndo foram encontradas alteracfes hematoldgicas e bioquimicas
relacionadas a infeccdo por T. evansi. Os fatores de risco avaliados ndo mostraram relacao

com a presenca de animais positivos para infeccdo natural por T. evansi.
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ANEXO |

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO - Prevaléncia e fatores associados & infecgdo por

Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax em equinos da raca Campeiro

Propriedade:
Nome:
Endereco:

Telefone:

1) Namero de equinos existentes: () menor que 10

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

) 11-20 animais

) 21-30 animais

) 31-40 animais

) 41-50 animais

) 51-60 animais

) 61-70 animais

) 71-80 animais

) 81-90 animais

) 91-100 animais

) mais que 100 animais

Categorias presentes na propriedade: () jovens menor que 4 anos
() adultos entre 5-15 anos
() velhos acima de 16 anos

Categoria predominante na propriedade: () jovens menor que 4 anos
() adultos entre 5-15 anos
() velhos acima de 16 anos

Sexo predominante na propriedade: () Machos () Fémeas
() Numero equivalente

Origem dos animais: () nascidos na propriedade
() adquiridos de outras propriedades proximas
() adquiridos de outros municipios

Sistema de criacdo: _( )intensivo ( ) extensivo ( ) semi-intensivo

Tipo de alimentagdo: ( )racdo ( )feno ( ) pastagem nativa ( ) pastagem
formada

Utilizagdo dos equinos: () Lazer
() Trabalho
() Esporte
() Reproducéo

Os animais da propriedade participam de eventos? ( ) Sim () Né&o
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10) Existe contato com equinos de outras propriedades? ( ) Sim () N&o

11) Existe entrada ou saida de animais durante temporadas reprodutivas? ( ) Nao
() Sim, entrada
() Sim, saida

12) Presenca de outros animais na propriedade:
) Asininos

) Muares

) Bovinos

) Ovinos

) Caprinos

) Caninos

) Felinos

) Outros

NN AN AN AN AN NN

13) Presenca de animais silvestres nas proximidades?( ) Sim ( ) N&o

14) Se sim, quais? () capivara
) cervideos

) javali

) quati

) felideos

) canideos

) gamba
)zorrilho

) outros

~—~7 A W N W W N

15) Presenca de morcegos hematofagos? () SIM () NAO
16) Presenca de mosquitos? () SIM () NAO

17) Quais espeécies sdo vistas na propriedade?
() Mutucas (Tabanideos)
(' ) Mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans)
() Mosca do chifre (Haematobia irritans)
() Mosca doméstica (Musca domestica)

18) Presenca de carrapatos? () SIM () NAO
19) Faz controle de endoparasitas? ( ) Sim () Nao
20) Se sim, qual a frequéncia? () Anual

() Semestral

() Trimestral
21) Quiais principios ativos utiliza?

() Avermectinas
() Benzoimidazois
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() Organofosforados
() Piperazinas
() Carbamatos
() Praziquantel

22) Utiliza algum produto para controle de moscas e carrapatos? ( ) Sim () Nao

23) Se sim, quais principios sdo utilizados? ( ) Organofosforados
( ) Piretroides
() Avermectinas

24) Em que época do ano sdo feitos os controles? () Primavera () Verdo
() Outono () Inverno

25) Vacinagéo dos animais? ( ) Sim () Néo

26) Se sim, quais? ( ) Raiva
() Influenza
() Tétano
() Encefalomielite
() Rinopneumonite
() Leptospirose
() Garrotilho
( ) Outra:

27) Ha compartilhamento de instrumentos entre 0s animais? () Néo
() Sim, encilhas, bridGes
() Sim, agulhas e seringas

28) Historico de animais com sinais neuroldgicos ( ) Sim () Nao

29) Se sim quais? () Ataxia
() Paralisia de membros posteriores
() Incoordenacdo motora

30) Historico de animais com outros sintomas? () Sim () Néo

31) Se sim, quais? () febre
() emagrecimento
() edema de membros
() letargia
() lacrimejamento
() abortamento
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ANEXO 11

L.‘ UNIVER&?A& CL;?REOSDE GENCIAS Comissdo de ftlca no
Canira ararua | AGROVETERINARIAS Uso de Animais
CERTIFICADO

Cortifcamos Que a propoaa NG “Prevalinga ¢ falores aseeciados & infocgio por Trypanosoma evars ¢ Trypandsema vivax
o aquings & raga Campans”, protocolada soi 0 CEUA oF 285200720 w0 mainy, 500 3 rsponsaiidase & joandes Hearique
Fomtaque ¢ equpe; Lisiane Godombiish) - que emvalve 2 produClio, manlendde ¢/ou utif2adde de animais penancentes as filka
hordata, scblio Vartebrata (Raceto © homem) para §ns de pesquisad CReclica ou ensng - ¢51d 9 00000 COmM O pracetes &3 L
11.704 de 8 de outuliro de 2008, com ¢ Decrato 6890 de 15 de julho de 2009, Bam como com a5 narmas editadas pele Consetha
Nacanal de Controle &3 Exparimentacdo Animal (CONCEA), « ol aprovada pela Comissho & Elica no Lso de Animais &
Univirsdacde 0 Estade dv Santa Cataning (CELAMUDESC) na reunido de 24/07/2020.

We cortlly that the peeposal “Prewilence and facters associaled with infection by Trypancsona evarsi and Trypantsoma vivax in
Campeire heeses®, utilizing 220 Equines (malis and females), protocol nueber CEUA S235200720 1o satswm, undér the
oty of joandes Henrique Fontegue and laam, Lisiaos Golombivsks - mhich imvelves the praduction, maistanance
andlor use of nimals belongng to the phytum Chardata, subghylum Vertebrata (except human heings|, for scentific reseanch
LPUIPOGES of Daaciung - 6 in S0Cordance mith Lam 1170 of Octoter 8 2008, Decres 6EDD of juty 15, 2000, ik well 3 mith e ndes
ssued by the Natienal Coundil for Contrd of Animal Experimentation (CONCEA), ang wis approved by the Echic Commilles on
Animal Use of e Usiversity of Santa Catadiea State |CELWUDESD) in the mosting of 07242020

Finaidade da Preposta: Pasguna (Acadimica)

Vigindia da Propoata: de OB2020 & 032021 Arex Madicing Vietarindra

Qogamn: Aoumais de roprietie e

Espdcia.  Equicess e Machos o Rlmeds dade: 12 360 medes k220
Uohagem: Campeiro Peso: 30 & 700 kg

Local 3o Quparimunts: AS colheitas das amaalras Serds alizadas nas propriedades mixieos &8 conservadio do cavale Camgeine
o estados de Santa Cataring @ Rio Geande do Sul

Lagas, 24 de o de 2010
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Utsrajara Madiel da Costa o dienio
Cosrdénader da Comisslo de Etica no Lso de Anmais Vice-Cosrdenader da Comissdo de Eica no Uso O Ammas
Universidade do Edtado de Sarta Catamna Uniansidade do Estad de Santa Catarina
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ANEXO 111

UDESC
w UNIVERSIDADE DO ESTADO Plataforma
DE SANTA CATARINA - UDESC
I B Pt L 1
Tipo Dooumnin AU Fogtagem Adnior Efuacan
Informaphes Bdsicas|PE INFORMADUEE ICAS DO F | Oe0Ean2d Angin
LTeE | _TApancas0ma | nmwam Joardes Henfgue | Ao |
Arordmenio _ coerigido i 155808 | Fonbequs
Jisircatie o
Lalllali
Projew Deadhass § |Propis Compedo_Tripanissoma oomg| 002021 | Joandes Henngu Angin
Brochurm ido pdr 155746  |Fonieque
i Cara_Respotias o pendencias projets) DROST021 |Joondes Henrgpas Angin
Iopancasoma el 155301 JFoniggus
Fodhia g Rosin | e oo ke s ndwda, petf BODE021 | boand Es Henrkgs Angin
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Tripancasom ol 1700011 JFonisgue
Situacdko do Pareoar:
Aprcriado
Meckssita Apreciagio da TONER:
Mo
FLORIAMOPOLES, 059 da Agosio di 2031
Aszinadoe po
Gasilani Jolia da Eilva Hondrio
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Encersca: Sy Wisdre Berreanuss, 30607
Bairre: fiacorubi CEF: 8.00e-0
U= 50 Wunicipic:  FLORIARCPDLS
TedaPors  EISI4-3734 Fan: [ Gk S0 E-nsll: cepsdsscffomei oo
e 5 e ET

55



