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““Bote fé” e a vida terd um sabor novo, terd uma biissola que indica a direcdo.
“Bote esperanca’ e todos os seus dias serdo iluminados e o seu
horizonte jd ndo serd escuro, mas luminoso.

“Bote amor” e a sua existéncia serd como uma casa construida sobre a
rocha, o seu caminho serd alegre, porque encontrard muitos amigos que caminham
comvocé.”

“A realidade pode mudar, o homem pode mudar. procurem ser vocés os primeiros a
praticar o bem, a ndo se acostumarem ao mal e sim, vencé-lo.”

>

“Deus dd as batalhas mais dificies aos seus melhores soldados.’

Papa Francisco — JMJ 2013
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Barros, JHS. Trypanosoma caninum, estudo com isolados de diferentes regioes
brasileiras: abordagem molecular e morfologica. Rio de Janeiro, 2013. 86 f. Tese
[Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencgas Infecciosas] Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

RESUMO

Trypanosoma caninum constitui uma nova espécie recentemente descrita na infeccao de
cdes domésticos. Apesar de ainda pouco conhecido e estudado, inimeros casos da
infeccao natural por esse agente tem sido registrado em diferentes regidoes do Brasil, fato
que tem despertado o interesse pelo seu estudo. Esta tese objetivou estudar amostras de
T. caninum empregando abordagens moleculares e morfolégicas. Foram realizados
ensaios da PCR utilizando iniciadores para diferentes regides do gene nuclear (18S
rDNA e 24Sa rDNA) e do gene mitocondrial (citocromo b e regido dos minicirculos)
cujos produtos foram sequenciados e analisados por programas especificos. Empregou-
se, também, testamos alvos direcionados para regiao ITS1 rDNA a partir da técnica de
RFLP-PCR. Adicionalmente, foram empregadas andlises por microscopia Optica e
eletronica (transmissdao e varredura). Das andlises moleculares foram obtidos os
seguintes resultados: a) foi confirmada a identidade de 7. caninum em isolados obtidos
nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goids e Rio de Janeiro; b) foi
verificado que o tamanho da regido dos minicirculos de kDNA de T. caninum é
diferente de outras espécies de tripanosomas e c¢) Andlises filogenéticas revelaram que
todos os isolados de 7. caninum aqui estudados foram agrupados no mesmo cluster,
independentemente da precedéncia geografica ou marcador genético utilizado. Andlises
por microscopia Optica mostraram caracteristicas morfologicas intrigantes, as quais
foram confirmadas por microscopia eletronica de transmissao e varredura, revelando a
presenca de formas epimastigotas atipicas, sem flagelo livre, nos cultivos axénicos. A
identificacdo de novos isolados € o conhecimento da sua distribuicdo geogréfica de T.
caninum sdo dados importantes para a compreensao desse novo cendrio epidemioldgico
que estd sendo descrito em diferentes regides do Brasil. Este estudo contribuiu com
dados inéditos sobre T. caninum, principalmente relacionados aos aspectos
morfolégicos e genéticos e, representam um avango no conhecimento bioldgico e
genético deste novo parasito.

Palavras-chave: Trypanosomatidae, cdo, PCR, sequenciamento, microscopia optica,

microscopia eletronica.
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Barros, JHS. Trypanosoma caninum, study with isolates from different Brazilian
regions: molecular and morphological approach. Rio de Janeiro, 2013. 86 f. Thesis
[PhD Thesis in Clinical Research in Infectious Diseases] Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

ABSTRACT

Trypanosoma caninum is a new species recently described from infected domestic dogs.
Although still little known and studied, numerous cases of natural infection by this
pathogen have been reported from different regions of Brazil, a fact that aroused our
interest. In this thesis, we describe the morphological and genetic characteristics of 7.
caninum. Specific regions of nuclear genes (18S rDNA and 24Sa rDNA) and
mitochondrial genes (cytochrome b and a minicircle region) were amplified using PCR,
and the resulting products were sequenced and analyzed using specific programs. It was
used also to test targets directed ITS1 rDNA from the RFLP-PCR. The morphology of
T. caninum was analyzed using light and electron microscopy (scanning and
transmission). The results of molecular analyses a) confirmed that the isolates from Sao
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goias, and Rio de Janeiro were indeed T. caninum,
b) it was showed that the size of the KDNA minicircle of T. caninum is different from
that of other trypanosome species and c¢) phylogenetic analysis revealed that all isolates
of T. caninum studied here belonged to the same cluster, regardless of precedence,
geographic distribution, and the genetic marker used. Light microscopy analysis of
axenic cultures revealed intriguing morphological features, such as atypical
epimastigotes without free flagella; these findings were confirmed by scanning and
transmission electron microscopy. Identification of 7. caninum from clinical isolates
and gathering data on its geographical distribution are important for understanding this
new epidemiological scenario in Brazil. Our findings provide original morphological
and genetic data on 7. caninum; these data could be useful for detailed biological and
genetic characterization of this newly discovered parasite, mainly related to
morphological and genetic aspects, and certainly represents an advance in
understanding of this new parasite.

Keywords: Trypanosomatidae, dog, PCR, sequencing, light microscopy, electron
microscopy
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Introdugdo

1. Introducao

1.1. Tripanosomatideos: conceitos biolégicos e taxonémicos

Os tripanosomatideos constituem um grupo distinto de protozodrios que possuem
caracteres particulares, entre os quais se destacam a presenca de um unico flagelo; a
existéncia de uma estrutura denominada cinetoplasto, contido numa mitocondria dnica
que se estende ao longo da célula; presenca de um citoesqueleto; e a alternancia de
diferentes estdgios evolutivos durante o seu ciclo de vida (Vickerman, 1976). Possuem
ampla distribui¢@o na natureza sendo organismos de vida livre ou parasitos de diferentes
ordens. De acordo com o nimero de hospedeiros que participam do seu ciclo bioldgico
sao classificados em monoxé&nicos ou dixénicos. As espécies monoxénicas, conhecidos
como “tripanosomatideos inferiores” sdo aquelas cujo ciclo evolutivo completa-se em
um Uunico hospedeiro, normalmente um artrépode, e englobam os géneros
Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas e Herpetomonas. Os representantes desses
géneros geralmente apresentam baixa especificidade aos seus hospedeiros. Apesar de
ndo apresentarem patogenicidade conhecida para o homem e animais, eventualmente
tém sido descritos em infec¢des associadas a imunodepressdo, atuando como agentes
oportunistas, colocando este grupo de protozodrios, também, no “rol” de interesse em
Sadde Publica (Pacheco et al., 1998).

Ja as espécies dixénicas, alternam seu ciclo biolégico entre dois hospedeiros, um
vertebrado e um invertebrado, funcionando este udltimo como vetor. Aqui estdo
classificados os géneros Trypanosoma e Leishmania que incluem parasitos de
importantes doencas tanto para o homem como para outros animais (Barret et al., 2003;
Ministerio da Satde, 2006) e os géneros Endotrypanum e Phytomonas que incluem,
respectivamente, parasitos de preguicas e de plantas (Camargo et al., 1999; Franco e

Grimaldi, 1999).



Introdugdo

Apesar dos tripanosomatideos compartilharem caracteristicas celulares tnicas que
os diferenciam de outros protozodrios, morfologicamente sdo muito heterogéneos. De
acordo com o ciclo evolutivo, esses organismos passam por processos de diferencia¢do
com modificagdes na forma e tamanho do corpo celular, variando de formas ovais a
formas piriformes. Estas ultimas formas s@o caracterizadas pela posicdo e emergéncia
do flagelo em relacdo ao nucleo e extremidade da célula. A disposi¢cdo do complexo
cinetoplasto/corpo basal/bolsa flagelar e o local de emergéncia do flagelo desses
organismos constitui um dado importante para classificacdo das diferentes formas
evolutivas e consequentemente para classificacdo de determinados géneros (Vickerman,
1976).

Considerando essas caracteristicas, os estdgios evolutivos presentes nas
diferentes fases do ciclo de vida dos tripanosomatideos sao definidos como (Hoare,
1972):

e amastigota: forma oval ou arredondada, flagelo curto (ndo visivel ao microscépio
optico) que emerge da bolsa flagelar. Esta forma pode ser encontrada no interior das
células de hospedeiros infectados, bem como em cultivo axénico;

e cpimastigota: forma piriforme, com cinetoplasto localizado na por¢ao anterior do
corpo do parasito e proximo ao nucleo. O flagelo emerge lateralmente com a
formacdo de uma pequena membrana ondulante que se exterioriza na regido
anterior;

e tripomastigota: forma piriforme, alongada com cinetoplasto localizado na por¢ao
posterior da célula, local de onde emerge o flagelo que percorre aderido lateralmente
a membrana plasmadtica formando extensa membrana ondulante, tornando-se livre

na regido anterior;
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e promastigota: forma alongada, cinetoplasto localizado na por¢do anterior do corpo e
o flagelo emerge pela extremidade anterior, na porcao terminal da célula;

e opistomastigota: forma alongada cujo cinetoplasto estd localizado na por¢do

posterior de onde emerge o flagelo, o qual percorre o interior da célula e se

exterioriza na porcao terminal;

e csferomastigota: forma arredondada cujo flagelo conserva-se parcialmente aderido a
c€lula; constitui uma forma de transi¢ido de epimastigota para tripomastigota;

e coanomastigota: forma pequena apresentando corpo curto com extremidade anterior

truncada e o flagelo emerge pela extremidade anterior do corpo.

Com excecdo da forma coanomastigota e opistomastigota que abrangem
parasitos de ciclos monoxenos, todas as outras formas estdo presentes em parasitos que
necessitam de dois diferentes hospedeiros, isto €, realizam um ciclo dixénico (Hoare,
1972).

Os tripanosomatideos sdo organismos complexos, cuja classificacdo taxondmica
sempre foi um desafio. Um fator complicador nesse contexto ¢ a ampla diversidade
morfoldgica, representada pelas diferentes fases evolutivas e ampla diversidade
genética, caracteristica que resulta numa considerdvel plasticidade inter e intra-espécies.
Até os anos 60, os estudos taxondmicos baseavam-se quase que exclusivamente na
andlise das caracteristicas bioldgicas e morfoldgicas, o que retratava caracteres
extrinsecos desses organismos (Noble, 1955; Quadri, 1955). A partir dessa abordagem
muitas espécies foram descritas, mas frequentemente eram mudadas de posi¢ao
taxondmica, tanto porque havia imprecisdo na definicdo dos gé€neros, quanto porque
outras particularidades morfoldgicas e/ou bioldgicas iam sendo conhecidas (Baker e
Thompson, 1971). Apesar das caracteristicas morfolégicas serem importantes nos

processos de identificacdo, ndo devem ser utilizadas isoladamente devido a alta
3
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variabilidade, em funcdo dos fatores do meio ambiente “in vitro” e “in vivo” a que esses
parasitos sdo expostos, os quais podem ter influéncia nesses caracteres.

O século XX foi marcado por diversas descobertas cientificas e tecnoldgicas nas
diferentes dreas da ciéncia e aqui destacamos a descricio do DNA, fato que
revolucionou o dominio e conceitos da biologia. Essa descoberta representou um
importante passo para o estudo do genoma de diferentes organismos e, nesse contexto
estdo os tripanosomatideos, especialmente os agentes causadores de doencas para o
homem e para outros animais. Pelo progressivo conhecimento do DNA, intimeras
técnicas baseadas nos conceitos da biologia molecular foram estabelecidas, gerando
uma gama de publicacdes acerca desses extraordindrios parasitos. Tal conhecimento foi
importante em indmeros aspectos, sobretudo os relacionados ao campo dos estudos de
identificacdo taxondOmica e filogenéticos (Sturn et al., 1990; Briones et al., 1992;
Tibayrenc et al., 1993; Souto e Zingales, 1993).

Pela classificacdo cientifica cldssica, utilizada até entdo, ficou estabelecido que
os tripanosomatideos estdo inseridos no Filo Sarcomastigophora, Classe Mastigophora,
Ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (Levine et al., 1980), incluindo nela
diferentes géneros. Recentemente, a partir de andlises filogenéticas baseadas em
comparacdes de sequéncias da subunidade 18S do gene ribossomal (18S rDNA), foi
sugerido uma nova classificagdo para os tripanosomatideos, que ainda é pouco
conhecida e utilizada (Moreira et al., 2004). Nesse estudo, os autores relatam que os
tripanosomatideos emergiram da subordem Bodonina e sugerem a seguinte
classificacdo: Filo Euglenoza, Classe Kinetoplastea, que se divide em duas subclasses, a
subclasse Prokinetoplastina, com a unica ordem Prokinetoplastida e a subclasse
Metakinetoplastina, apresentando quatro ordens: Eubodonida, Parabodonida,

Neobodonida e Trypanosomatida, senda nesta Ultima inserida a familia

4
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Trypanosomatidae. Na figura abaixo (Figura 1) é apresentado a drvore filogenética

baseada no estudo de Moreira et al. (2004) no qual uma nova classificagdo dos

tripanosomatideos € sugerida.
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Figura 1. Arvore filogenética baseada na andlise das sequéncias de 18S rDNA,
mostrando classifica¢do dos tripanosomatideos proposta por Moreira et al. (2004).

Na familia Trypanosomatidae, todos sdo parasitos e compreendem os géneros

Phytomonas

(parasitas

de plantas),

Blastocrithidia,

Crithidia,

Leptomonas e

Herpetomonas (parasitos de insetos), Sauroleishmania (parasitos encontrados em

répteis) e os géneros Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum (parasitos de

mamiferos) (Hoare, 1964; Adl et al., 2012).
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1.2 — Organizacao estrutural dos tripanosomatideos

Os tripanosomatideos sd@o organismos unicelulares que possuem estruturas e
organelas que sdo encontradas em todas as células eucaridticas e outras, especializadas e
com fungdes particulares, que sdo proprias desse grupo de protozodrios. Foi a partir do
aprimoramento das técnicas microscopicas, em particular a microscopia eletronica de
transmissdo e varredura, que certas estruturas e fungdes particulares puderam ser
conhecidas. A microscopia eletronica possibilitou um vasto conhecimento nesse campo,
fornecendo dados que foram fundamentais para estabelecer diferencas ou semelhancas
entre as espécies ou mesmo entre os estigios evolutivos desses organismos (Meyer et
al., 1958; Vickerman, 1969; Soares e Sousa, 1987). Abaixo, destacamos algumas das
organelas envolvidas nas mais variadas func¢des da célula dos tripanosomatideos
baseado na revisdo de Souza et al. (2009) (Figura 2):

e microtibulos sub-peliculares: sdo as estruturas que formam o citoesqueleto

celular. Essas estruturas estao presentes em todo o corpo do parasito, exceto na
regido da bolsa flagelar e se mantém intactos durante o ciclo evolutivo.
Funcionam como uma barreira protetora em relacdo a ruptura das células por
meios mecanicos;

e glicossomo: organela tnica desses parasitos relacionada a atividade glicolitica e
metabolica da célula;

e acidocalcisomo: organela envolvida no armazenamento de ions, na homeostase

do pH e na osmorregulacdo. Atua em estreita associagdo com o vactuolo
contrétil, sendo esta uma organela envolvida em processos de regulacdo
osmoética;

® reservossomo: constitui uma organela exclusiva do estdgio epimastigota de

parasitos do subgénero Schyzotrypanum. Nessa organela ocorre actimulo de
6
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macromoléculas para endocitose (Soares e Souza, 1988). A atividade endocitica
desses organismos ocorre unicamente na regido onde estd localizado a bolsa
flagelar e o citéstoma. Por sua vez, as atividades secretoras sdo de
responsabilidade de um conjunto de organelas, formada pelo reticulo

endoplasmadtico, complexo de Golgi e de um sistema de vesiculas que brotam do

complexo de Golgi e que migram para a bolsa flagelar onde se fundem e
descarregam os seus contetdos para exocitose;

mitocondria: nesses organismos essa organela € tinica e se estende por todo o
corpo celular e possui uma regido diferenciada denominada de cinetoplasto,
contendo uma rede concatenada de DNA;

cinetoplasto: originalmente, acreditava-se que essa estrutura pudesse estar
envolvida com a mobilidade celular, devido a sua localizagdo na base do flagelo.
Entretanto, com o aprimoramento da microscopia eletronica, o papel dessa
importante estrutura pode ser definido. O cinetoplasto dos tripanosomatideos é
uma estrutura altamente organizada que apresenta atividade para certas enzimas
da cadeia respiratéria e realiza a fosforilagcdo oxidativa. O DNA contido nessa
estrutura representa cerca de 20-25% do DNA total da célula e estd organizado
em uma rede com milhares de moléculas concatenada (maxicirculos e
minicirculos). O nome da ordem Kinetoplastida deriva dessa estrutura (KDNA)
que € basofilica, podendo ser facilmente observada ao microscopio 6ptico em
preparacdes coradas por corantes hematolégicos;

flagelo: € uma estrutura altamente sofisticada nesses organismos.
Estruturalmente € formado por um axonema tipico, que apresenta um padrio de
nove pares de microtibulos periféricos e um par central. Nesse complexo estao

incluidas particulas eletrodensas e outros elementos associados, como a haste

7
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paraflagelar (Figura 3). E exteriorizado da célula através de uma peculiar
invaginagdo da membrana plasmatica chamada bolsa flagelar. Diferentes
funcdes estdo relacionadas ao flagelo, entre as quais podemos citar
primeiramente a mobilidade. Talvez essa fun¢do tenha sido uma das primeiras
atribuidas ao flagelo, j4 que é uma estrutura essencial para o deslocamento do
parasito, seja no ambiente dos hospedeiros, seja no meio de cultivo. Os parasitos
nadam com seu flagelo por ondas que iniciam da por¢do distal e se propaga até a
base (Walker, 1961). Outra importante funcio do flagelo € a sensorial. O flagelo
expressa diferentes proteinas relacionadas a essa funcdo. Antes da aderéncia aos
tecidos do hospedeiro, o parasito precisa reconhecer um substrato ideal para se
aderir e proteinas de superficie especificas sdo recrutadas para a membrana do
flagelo para facilitar e mediar essa adesdo. A separacdo do compartimento do
flagelo do resto do corpo celular, associado a acdo dindmica do transporte
intraflagelar, permite a concentracdo de proteinas especificas, incluindo aquelas
também envolvidas na sinalizacdo celular (Marszalek et al., 2000). O flagelo
também expressa proteinas que estdo envolvidas nos mecanismos de evasido do
sistema imune do hospedeiro ou na protecao quando exposto a ambientes hostis.
Além dessas fungdes principais, o flagelo também possui funcdes na

morfogénese e divisdo celular, no controle do tamanho celular e no controle da

formacdo do citoesqueleto durante o processo de divisdo celular (Bastin et al.,

2000; Kohl et al., 2003).
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Figura 2: Diagrama representativo mostrando as principais organelas e estruturas
encontradas nos tripanosomatideos. Neste diagrama é mostrado a forma epimastigota de
Trypanosoma cruzi apresentando o reservossomo, estrutura exclusiva do subgénero
Schizotrypanum. Website: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=13

Problemas genéticos que levam a md formagdo das proteinas estruturais do
flagelo podem gerar parasitos mutantes e essa condi¢do tem despertado o interesse de
pesquisadores, ja que o flagelo, como mencionado acima, estd relacionado a importantes
atividades dos tripanosomatideos. Kohl et al. (2003), utilizando 7. brucei como modelo,
observou uma relagdo direta entre tamanho do corpo do parasito e o tamanho do flagelo
em situacdes quando a formacdo do flagelo foi de alguma forma perturbada. Quando a
formacgdo do flagelo foi totalmente bloqueada, as células aflageladas se apresentaram
curtas e perderam sua forma original, indicando que o alongamento do flagelo também
controla a formagdo de estruturas do citoesqueleto desses organismos. Em outro estudo,
utilizando Leishmania donovani, foi observado que a super-expressdo de uma proteina
especifica pode levar ao desaparecimento total do flagelo (Cuvillier et al., 2000).

Embora isto ndo impeca a viabilidade ou crescimento da célula, os autores ndo
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conseguiram manter essa amostra mutante no ambiente do vetor. J4 Zauli et al. (2012)
estudando mutantes naturais de Leishmania (Viannia) braziliensis, ndo encontraram
diferencgas na viabilidade e infectividade de amostras mutantes para células “in vitro” e
para os vetores. Esses resultados comprovam o papel do flagelo em diferentes fun¢des
nesses organismos que mostram particularidades quando expostos a diferentes

ambientes.

Figura 3: A. Representacdo esquemdtica do axonema, mostrando as nove duplas de
microtibulos periféricos ao redor de um par central. B. Corte transversal do flagelo.
Uma estrutura extra-axonemal, a haste paraflagelar (PFR) (asterisco), também € visivel,
bem como transporte intraflagellar (IFT) (setas) (KOHL; BASTIN, 2005)

1.3. Aspectos moleculares dos tripanosomatideos

Os tripanosomatideos além de apresentarem processos celulares muito
peculiares, como o trans-splicing; possuem caracteristicas bioquimicas e genéticas
distintas. A recombinag¢do sexuada nesses organismos € possivel, porém niao muito
frequente; possuem cromossomas que ndao condensam e, apresentam um cariétipo com
grandes variagdes entre as espécies. Essas caracteristicas exemplificam a complexidade
desse grupo de protozodrios (Liu et al., 2010; Routh et al., 2012).

A dificuldade de caracterizagdao utilizando-se somente caracteristicas

morfoldgicas impulsionou o estudo genético destes organismos, ja que sd@o elementos
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essenciais para a compreensdo de fendmenos patoldgicos e epidemioldgicos. O estudo
desses organismos ao nivel genético foram iniciados nos anos 60 e um dos primeiros
focos foi 0 DNA do cinetoplasto (kKDNA), tanto do maxicirculo quanto do minicirculo.
Muitos desses estudos apresentaram como modelo espécies causadoras de doencas,
como exemplo Trypanosoma cruzi e T. brucei, agentes respectivos da tripanosomiase
americana e africana. No entanto, muito desse conhecimento gerado foi importante para
compreensdo de aspectos de outras espécies de tripanosomatideos (Masiga e Gibson,
1990; Masiga et al., 1992).

Paralelamente, o aprimoramento das técnicas envolvendo conceitos da biologia
molecular também foi impulsionado, abrindo um leque de metodologias que foram e
continuam sendo de grande utilidade para o estudo desses organismos. O advento da
reacdo em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction - PCR) foi um marco nesse
contexto. Essa técnica revolucionou o mundo cientifico, apoiando estudos com amplas
aplicagdes em diversas areas da ciéncia, tais como: diagndstico médico, mapeamento
genético, deteccao de doengas genéticas, clonagem de genes, dentre outras. A técnica de
PCR trata de uma série de sintese enzimética in vitro que permite a geracao exponencial
de sequéncias génicas (Desquesnes e Davila, 2002). Existem muitas variacOes dessa
técnica e aqui sdo destacadas algumas como a reagdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa (RT-PCR), nested-PCR, PCR multiplex, PCR e RT-PCR em tempo
real (qPCR). Dentre estas, a nested-PCR apresenta elevada sensibilidade e
especificidade, pois emprega dois ensaios sucessivos da reacdo da PCR. A segunda
etapa de amplificacdo emprega um par de primers internos e destina-se a amplificar um
alvo dentro do produto obtido na primeira etapa de amplificacao (Smith et al., 2008).

As andlises realizadas a partir dos ensaios da PCR s@o baseadas no tamanho do

produto amplificado, vizualizado em gel de agarose, comparando com o padrio de

11
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amostras de referéncia. Além da detecgdo e tipagem génica, a PCR, de acordo com o
alvo pesquisado, também pode ser empregado para o estudo e demonstracdo da
diversidade genética, permitindo estabelecer relagcdes filogenéticas entre grupos e
populacdes (Desquesnes et al., 2002; Meissner et al., 2007; Tait et al., 2011).

Devido a importincia dos tripanosomatideos e a ampla diversidade genética
desses organismos, o conhecimento de diferentes regides do genoma foi um tema muito
explorado nos ultimos anos (Ramirez et al., 2013; Martinkovic et al., 2012; Cavazzana
et al., 2010). A escolha do marcador a ser utilizado em estudos dessa natureza depende
de vérios critérios, entre eles, a praticidade e o custo-beneficio da técnica e o objetivo
do estudo. Ensaios utilizando alvos moleculares genéricos, como os abrangendo a
familia, por exemplo) sdo importantes para descricdo de novas espécies, j4 que sao
alvos direcionados para regides conservadas no genoma. Sdo uteis, também, para o
desenho de iniciadores (primers) espécies-especificos, principalmente para espécies
muito estudadas.

Técnicas de sequenciamento também estdo sendo aperfeicoadas, tanto em
relacdo aos equipamentos quanto em relagdo aos programas de andlise (Kim et al.,
2013). Atualmente é uma metodologia de facil acesso, facilitada principalmente pelos
servigos de plataformas institucionais. As sequéncias obtidas a partir do alvo molecular
selecionado podem ser comparadas com sequéncias acessadas em banco de dados
publicos, proporcionando andlises com ampla cobertura. Um desses bancos é o
GenBank (www.ncbi.nlm.nhi.gov), produzido e mantido pelo Centro Nacional de
Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI). Trata-se de um banco de sequéncias de
nucleotideos e suas tradugdes de proteina as quais estdo disponiveis publicamente. O
GenBank possui sequéncias de diferentes organismos produzidas nos mais variados

laboratdrios, sendo tais dados acessados e citados por milhares de pesquisadores no
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mundo inteiro. A andlise das sequéncias de DNA permite, entre outros objetivos, a
avaliacdo direta de sitios polimoérficos de DNA, fornecendo dados para inferéncias
filogenéticas e determinacdo de relacdes de parentesco entre individuos e populacdes
(Tibayrenc, 1998; Gibson et al., 2000; Machado et al., 2001).

Outras ferramentas, também baseadas na PCR, tém sido muito empregadas na
caracterizacdo etioldgica, estudos filogenéticos ou andlise de polimorfismos genético
entre populacdes ou espécies de tripanosomatideos. Entre essas, citamos a técnica de
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) cujo principio € simples e se baseia
no reconhecimento e clivagem de sitios especificos do DNA por enzimas de restri¢do. E
uma metodologia ainda muito utilizada no estudo do polimorfismo genético entre 0s
tripanosomatideos (Rodrigues et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Ramirez et al. 2013) .

Diferentes segmentos de DNA evoluem em taxas diferentes e essa caracteristica
deve ser considerada para a selecdo dos alvos moleculares que serdo analisados.
Regides de evolucdo rdpida sdo adequadas para o estudo de organismos mais
relacionados, enquanto regides de evolugdo mais lenta sdo mais apropriadas para a
comparagdo de tdxons mais divergentes (Dietrich et al., 1993; Eposti et al., 1993;
Westenberger et al., 2006).

Umas das primeiras pesquisas sobre a identificacio de espécies de tripanosoma a
partir da PCR foram publicadas por Moser et al. (1989a,b), com amostras de 7. cruzi, T.
brucei e T. congolense. Segundo Myler (1993), a diversidade genética intra-espécies e
as variacOes encontradas nos tripanosomatideos podem ser definidas ao nivel tanto da
andlise do genoma quanto da andlise de determinados genes. Em geral, o genoma
nuclear mostra considerdvel plasticidade inter e intra-espécies em termos de nimero de
cromossomos e tamanho (cari6tipo molecular). O kDNA também varia

consideravelmente entre as espécies, especialmente em termos de tamanho e
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diversidade na sequéncia dos minicirculos e maxicirculos. Ambas regides, nicleo e

cinetoplasto, sio amplamente utilizadas no estudo dos tripanosomatideos.

1.3.1 Gene ribossomico

Os genes ribossdmicos tém se revelado excelentes marcadores para andlises
filogenéticas por trés razdes principais: a) estdo distribuidos universalmente, b) sdo
funcionalmente equivalentes em todos os organismos conhecidos e c¢) apresentam
regides com distintas taxas de evolucdo. Por esta razdo, esses marcadores sdao
extensivamente explorados com os mais variados fins (Hernandez et al., 1990; Dietrich
et al., 1993).

Tipicamente, o gene ribossomico (rDNA) € encontrado “in tandem”, ou seja,
como unidades repetitivas sequencialmente, compostas por unidades de transcri¢do
(cistrons ribossomicos) e espacgadores intergénicos (IGS - ribosomal intergenic spacer)
(Figura 4). Assim, o rDNA apresenta sequéncias transcritas (cistrons) alternadas com
sequéncias ndo transcritas (IGS) (Ramirez e Guevara, 1987; Guevara et al., 1992). Cada
unidade de rDNA evolui de forma sincronizada, podendo ser tratada como um udnico
gene (Coleman, 2003; Naegele et al., 2006).

Essas cdpias passam por diversas etapas de processamento resultando em uma
unica unidade de transcri¢do, composta pelas moléculas da subunidade menor (18S ou
SSU — small subunit) e da subunidade maior (5.8S e 24S ou LSU - large subunit). Nos
tripanosomatideos, a sequéncia da subunidade maior 24S rDNA € interrompida por um
espacador interno, gerando duas moléculas: 24Sa e 24SB. Adicionalmente, as regides
transcritas varidveis correspondem as regioes dos espacadores transcritos externos (ETS

- external transcribed spacers) e dos espacadores transcritos internos (ITS - internal
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transcribed spacers), que sdo divididos em ITS-1 localizada entre as subunidades 18S e
5.8S e 0 ITS-2, entre 5.8S e 24S (Dietrich et al., 1993).

Enquanto que as sequéncias das subunidades 18S, 5.8S e 24S rDNA apresentam
variagdes evolutivas lentas, devido a pressdo seletiva, em geral por inser¢des, delecdes
ou mutacdes, as sequéncias das regides do ITS rDNA evoluem muito mais rapidamente,
apresentando regides varidveis tanto em tamanho como em sequéncia entre os
organismos. As sequéncias da regido do ITS rDNA sdo relativamente pequenas (cerca
de 1-1.2 kb) e rodeadas por segmentos altamente conservados nos quais os iniciadores
para PCR, conhecidos como primers, sdao normalmente direcionados. O fato das
sequéncias da regido do ITS rDNA evoluirem muito mais rapidamente que as outras
regides do gene ribossomico, coloca essa regidao como um importante alvo para estudos
que envolvem a variabilidade genética (Ferreira et al., 2007; Lima et al., 2008; Auty et
al., 2012). Os alvos genéticos do gene ribossdmico sdo amplamente utilizados no estudo
molecular de diferentes tripanosomatideos (Souto et al., 1999; Noyes et al., 1999;
Stevens e Gibson, 1999; Hamilton et al., 2004; Deborggraeve et al., 2008; Smith et al.,
2008).

Sequéncias da subunidade do 18S rDNA, tém sido as mais utilizadas devido a
diversas caracteristicas, tais como tamanho, a facilidade de obten¢do (amplificacdo por
PCR) e a presenca de regides conservadas que permitem alinhamentos confidveis
(Hamilton e Stevens, 2010; Pinto et al., 2012). Por outro lado, as sequéncias de ITS-1 e
ITS-2 rDNA t€m sido usadas como marcadores genéticos para estudos de variabilidade
nas comparagdes de individuos da mesma espécie ou entre espécies fortemente

relacionadas (Pulido et al. 1996).
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Figura 4: Figura representativa do cistron ribossomico e das subunidades, maior e
menor, e espagadores transcritos internos e externos. Website: http://www.rzuser.uni-
heidelberg.de/~bu6/Introductionl1.html

1.3.2. DNA do cinetoplasto (kDNA)

Entre as diferentes regides do genoma dos tripanosomatideos, o DNA do
cinetoplasto (kDNA) é um dos mais peculiares e estudados. Além de ser uma estrutura
altamente organizada, a auséncia de recombinacdo e elevado polimorfismo fazem do
kDNA um importante alvo molecular no estudo das relacdes evolutivas entre os
tripanosomatideos. O kDNA representa cerca de 20-25% do total de DNA da célula e
estd organizado em uma rede formada pela concatenagdo de milhares de moléculas de
DNA circulares, constituido pelos minicirculos e maxicirculos (Figura 5) (Liu et al.,
2005).

Os minicirculos sdo pequenas moléculas que constituem aproximadamente 95%
do kDNA e encontram-se com cinco a dez mil cOpias na maioria das espécies dos
tripanosomatideos (Shapiro e Englund, 1995). Sdo heterogéneos em sequéncia, variam

em tamanho de 0.5 kb a 2.5 kb e possuem duas regides distintas: uma conservada e
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outra varidvel. A regido conservada apresenta uma sequéncia nucleotidica de 120 a 200
pb compartilhada intraespecificamente entre todos os minicirculos do kDNA. Nessa
regido encontram-se pequenos blocos de sequéncias muito semelhantes entre os
diferentes tripanosomatideos e um destes, idéntico a todos os membros da familia
conhecido como Sequencia Universal dos Minicirculos. Essa regido corresponde a
origem de replicacdo de uma das fitas de DNA. Por outro lado, a regido varidvel
apresenta alta heterogeneidade nas sequéncias e difere entre os diferentes minicirculos
da mesma rede (Shapiro e Englund, 1995). Acredita-se que a répida taxa evolutiva da
regido varidvel pode ter levado a uma grande diversidade de tipos de moléculas de
minicirculos que foram agrupadas em classes. Cada espécie de tripanosomatideo tem
diferentes nimeros de regides conservadas. Somente uma regido conservada foi
encontrada em Crithidia oncopelti, Trypanosoma brucei e Leishmania tarentole. Ja4 em
Crithidia fasciculata, Trypanosoma lewisi ¢ Phytomonas serpens foram descritas duas
cOpias da regido conservada. Ja em T. cruzi existem quatro copias da regido conservada,
organizado com repeti¢des localizadas a 90 graus (Figura 6). Tal padrao de conservagao
parece ser exclusivo para 7. cruzi uma vez que 7. rangeli apresenta o minicirculo
organizado com apenas uma ou mais regidoes conservadas (Simpson, 1997; Vallejo et
al., 2003). A manutengdo dessa organizacdo inalterada nas diferentes linhagens de T.
cruzi, sugere que os minicirculos possuam um papel funcional ou estrutural. Assim,
sequencias dos minicirculos representam um parametro molecular que pode funcionar
como um marcador tnico em todas as populagdes de 7. cruzi, tteis no diagndstico,
apesar do grande polimorfismo gendmico observado entre as populacdes (Junqueira et
al., 2005).

Pelo fato dos minicirculos do kDNA possuirem regides conservadas e variaveis,

primers puderam ser desenhados para anelar na regido conservada e amplificar a regido
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varidvel, consequentemente os tornando excelentes alvos nos estudos dos
tripanosomatideos. Foi assim que diversos organismos foram estudados, entre eles 7.
cruzi, o qual apresenta uma regido varidvel de 330bp, independentemente da linhagem
(Junqueira et al., 2005). Estes primers também anelam nos minicirculos de 7. rangeli,
com amplificacdo de fragmento de 330 bp, 380 bp e/ou 760 bp , além de outros
parasitos do género Trypanosoma revelando diferentes tamanhos da regido variavel dos

minicirculos do cinetoplasto (Botero et al., 2010).

Figura 5. A. Eletromicrografia da rede concatenada de kDNA. B. Rede de kDNA
dissociada pela enzima toposiomerase II, mostrando os minicirculos espalhados e uma
molécula de maxicirculo identificado pela seta (Liu et al., 2005).

///l ) \\
,-";. ‘l‘..\-.
Reqgido
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1400 pb (120 pb)

Regiao
variavel
(330 pb)

Figura 6: Figura representativa do minicirculo de kDNA de 7. cruzi, apresentando
quatro regides varidveis de 330 bp e quatro regides conservadas de 120 bp, dispostas a
90 graus. Website: http://dc371.4shared.com/doc/cTu9trDj/preview.html
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Os maxicirculos sdo moléculas minoritarias (5% do kDNA) e contam com cerca
de 20 a 40 kb. Sdo formados por sequéncias homogéneas e estdo presentes de 20 a 50
copias por rede, codificando os genes mitocondriais estruturais. S3o homologos
funcionais do DNA mitocondrial de outros eucariotos, pois codificam RNAs
ribossomais e diversas proteinas da cadeia respiratéria (Westenberger et al., 2006).
Dentre as regides do maxicirculo, o citocromo b (Cyt b) estd presente em 10-20 cépias
idénticas, sendo cada c6pia localizada em um maxicirculo (Figura 7). E provavelmente
o gene mitocondrial mais conhecido em relagdo a sua estrutura e fun¢do. O citocromo b
codifica uma proteina transportadora de elétrons (ferro-protoporfirina) constituindo um
importante marcador taxondmico. Tem sido usado para identificar espécies recém-
descritas, assim como aprofundar a compreensdo das relagdes evolutivas dentro das
familias e géneros devido a sua variabilidade de sequéncia (Eposti et al., 1993;
Westenberger et al., 2006). A partir de estudos baseados em sequéncias da regido do
citocromo b, Barnabé et al., (2003) conseguiram separar 7. rangeli das espécies do
subgénero Schizotrypanum (T. cruzi, T. dionisii, T. vespertilionis), confirmou a
diferenca genética entre 7. cruzi e T. cruzi marinkellei e ainda conseguiu separar esse
ultimo em dois grupos.

Outras amostras do género Trypanosoma infectando morcegos na América do
Sul também ja foram identificadas utilizando o alvo molecular citocromo b 7. cruzi
marinkellei e T. dionisii na Bolivia (Garcia et al., 2012) e diferentes espécies do

subgénero Schizotrypanum no Brasil (Cavazzana et al., 2010).
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Figura 7. Representagdo esquemadtica do maxicirculo de kDNA com a regido do
citocromo b (Cyt b) em destaque (Westenberger et al., 2006).

1.4 Trypanosoma caninum

Trypanosoma caninum € um representante do género Trypanosoma descrito em
2009 no Brasil infectando caes domésticos (Madeira et al., 2009). Esse parasito foi
detectado em um c@o co-infectado por Leishmania braziliensis no municipio do Rio de
Janeiro. Inicialmente, acreditou-se que tal achado pudesse ter sido ocasional, ja que era
um agente desconhecido, constituindo na ocasiao o tnico relato. Entretanto, esse agente
foi posteriormente encontrado em outros caes no mesmo municipio (Pinto et al., 2010;
Silva et al., 2011) e também em outras regides do Brasil (Almeida et al., 2011). Esse
fato levantou a hipétese da ocorréncia de um ciclo natural desse protozodrio entre os
cdes domésticos, embora aspectos epidemioldgicos sejam ainda completamente
desconhecidos. Até entdo ja foram descritos 53 casos da infeccdo natural por T.
caninum, demonstrando que esse agente possa estar circulando na natureza em maiores

propor¢des daquela estimada inicialmente (Barros et al., 2012).
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T. caninum € um parasito peculiar, pois apresenta caracteristicas bioldgicas que
o difere dos membros do gé€nero Trypanosoma. Seu isolamento tem sido feito
exclusivamente a partir do cultivo da pele integra de caes, sendo frustrantes as tentativas
de isolamento em outros espécimes clinicos, como o sangue. Esse dado sugere que T.
caninum talvez possa habitar tecidos e vasos de circulac@o periférica e explica a razdo
desse parasita ndo ter sido encontrado anteriormente, ja que a pele ndo constitui um alvo
para pesquisa de parasitas do género Trypanosoma. Um dado interessante, mas que
precisa ainda ser comprovado € a patogenicidade ou ndo de 7. caninum, tendo sido
isolado na maioria das vezes de cdes saudaveis (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010;
Silva et al., 2011).

Ferramentas para o diagndstico da infeccdo por 7. caninum ainda estdo sendo
avaliadas. A primeira abordagem utilizada nesse contexto foi a sorologia. Alves et al.,
(2012) avaliaram a resposta imune humoral da infecc@o por 7. caninum e concluiram
que os testes soroldgicos talvez ndo sejam as ferramentas mais adequadas. Os animais
respondem fracamente aos testes sorologicos, mesmo quando sdo empregados antigenos
homdlogos. Esse dado, se por um lado limita o uso de ferramentas para o diagndstico de
T. caninum, por outro, torna-se importante, ji que a sorologia constitui a principal
ferramenta para o diagnodstico da leishmaniose visceral canina (LVC).

Na LVC, o diagnéstico € dado quase que exclusivamente pela sorologia e existe
uma grande preocupagdo que 7. caninum possa confundir esse diagnéstico, ja4 que
compartilha o mesmo hospedeiro. Esse fato, associado a importancia do estudo de uma
nova espécie no ambito epidemioldgico, tem estimulado estudos com diferentes
abordagens. Até o momento, todos os isolados de 7. caninum foram obtidos de regides

endémicas de LVC.
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O fato de T. caninum ser isolado de animais sem qualquer sinal clinico de
infeccdo sugere uma possivel adaptacdo a longo tempo desse parasito aos caes.
Resultados preliminares também apontam que a infec¢do canina possa ser transitoria,
embora isto tenha que ser estudado em detalhes (dados em fase de publicacdo). Apesar
de T. caninum ser um agente ainda pouco conhecido e estudado, algumas informacdes
ja foram consolidadas, tal como o fato de ser facilmente isolado em meio de cultura
axénica a partir de fragmentos de pele. A preservacdo continua da espécie isolada é um
passo inicial e determinante para o estudo desses parasitos, sendo os meios de cultura
desenvolvidos com esse propoésito. 7. caninum cresce muito bem nos meios bifdsicos
(NNN + Schneider), apresentando todas as formas evolutivas caracteristicas do género
Trypanosoma (Hoare, 1972). Além disso, T. caninum ndo foi capaz de infectar
experimentalmente triatomineos dos géneros Rhodnius e Triatoma, fato que sugere que
outros artropodes possam estar atuando como possiveis vetores.

Informagdes epidemioldgicas ainda sdo escassas e estudos devem ser
incentivados, principalmente para esclarecer qual € o real impacto que 7. caninum possa
estar causando em dreas onde as leishmanioses caninas ocorrem, uma vez que
compartilham o mesmo hospedeiro.

Assim, considerando a caréncia de informagdes que ainda se tem sobre este novo
parasito, este estudo visou analisar amostras de 7. caninum, obtidas de diferentes
regides brasileiras, sob aspectos moleculares buscando obter informacdes ao nivel
genético, ja que tais estudos sdao fundamentais na descricdo de novas espécies. A partir
do conhecimento de sequéncias nucleotidicas desses parasitos, serd possivel estabelecer
de forma mais segura alvos que possam ser usados na sua classificacio em nivel
taxondmico, frente a outras espécies desse género e, analisar o polimorfismo genético

entre os isolados ja descritos.

22



Introdugdo

Dessa forma, todo o conhecimento adquirido acerca desse novo parasito que
estd circulando em 4dreas endémicas de leishmaniose visceral, compartilhando ainda os
mesmos hospedeiros, serd de grande importadncia e poderd ser considerado nos
programas de controle e vigilancia epidemioldgica do Ministério da Saude,
principalmente em cendrios epidemioldgicos, onde diferentes tripanosomatideos possam

ocorrer em sobreposi¢ao.

23



Objetivos

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Estudar, sob aspectos moleculares e morfolégicos, amostras de Trypanosoma

caninum obtidas de diferentes regides brasileiras.

2.2. Objetivos especificos

1. Confirmar a identificacdo de novos isolados de 7. caninum através da PCR e

sequenciamento da regido parcial da subunidade 18S rDNA;

2. Estudar o perfil molecular de T. caninum através de PCR e sequenciamento de
diferentes regides do genoma: regides parciais dos genes nucleares (18S e 24Sa
rDNA) e dos genes mitocondriais (citocromo b e regido varidvel dos

minicirculos);

3. Verificar a existéncia de variabilidade genética intraespecifica de T. caninum a
partir da PCR orientada para regido espacadora intergénica (ITS1 rDNA) por

diferentes técnicas moleculares;

4. Descrever caracteristicas morfologicas e ultraestruturais de 7. caninum a partir

da microscopia dptica e eletronica.
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3. Resultados

Os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados no formato de artigos

publicados ou em fase de publicacao.

Nesta se¢do estdo anexados trés artigos ordenados da seguinte forma:

» Artigo 1: Apresenta a caracterizacao dos casos de Trypanosoma caninum descritos
em diferentes regides do Brasil.

> Artigo 2: Apresenta e discute a utilizacdo de diferentes alvos e ferramentas
moleculares no estudo de 7. caninum.

» Artigo 3: Descreve a presenca de formas epimastigotas atipicas encontradas no

cultivo axénico de 7. caninum.
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3.1 - Artigo 1

Occurrence of Trypanosoma caninum in areas overlapping with leishmaniasis in
Brazil: what is the real impact of canine leishmaniasis control?

Artigo publicado na revista Transactions of the Royal Society of Tropical

Medicine and Hygiene, 106: 419-23, 2012

Trypanosoma caninum foi descrito inicialmente no estado do Rio de Janeiro, sendo essa
regido a unica com relatos da presenca desse agente. Posteriormente, outras amostras
foram isoladas de cdes em distintos estados brasileiros, levantando a hipdtese da
ocorréncia de um ciclo natural desse parasito cuja consequéncia € desconhecida no
contexto do controle da leishmaniose visceral. O objetivo principal deste artigo foi a
identificacdo taxondmica de novos isolados e a divulgacdo da distribuicao geografica de
T. caninum. As amostras estudadas foram obtidas exclusivamente a partir do cultivo de
fragmentos de pele integra de cdes e foram caracterizados por nested-PCR e
sequenciamento da regido parcial da subunidade 18S do gene ribossomal. A identidade
de T. caninum foi confirmada em 33 novas amostras obtidas nos estados de Sdo Paulo,
Minas Gerais, Goids, Mato Grosso € Rio de Janeiro, somando-se aos casos ja descritos
no Rio de Janeiro, totalizando 53 casos descritos até 2012. Todas as amostras de T.
caninum foram oriundas de cdes residentes em areas endémicas de leishmaniose visceral,
fato que representa um alerta para a vigilancia epidemioldgica desse agravo nessas
regides. A publicacdo deste artigo mostrou a distribuicdo geografica de 7. caninum no
Brasil e ampliou a discussdo sobre o impacto da presenca desse parasito em dreas onde a
leishmaniose visceral canina ocorre.

Este artigo responde integralmente ao objetivo n° 1 desta tes
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Trypanosoma caninum is a parasite of the Trypanosoma genus recently described in the nat-
ural infection of dogs in the municipality of Rio de Janeiro, Brazil. Suspecting the existence
of a natural cycle and the circulation of this new species, the objective of this study was
the taxonomic identification of samples of Trypanosoma spp. isolated from dogs in different
Brazilian regions. Parasites were solely obtained from skin fragments culture and charac-
terized by nested-PCR targeting the partial sequence of 18S rRNA gene and PCR products
were sequenced. Thirty-three samples, obtained in Sdo Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato
Grosso and Rio de Janeiro states were analyzed. PCR and sequencing showed that the iso-
lates were genetically identical or closely similar and confirmed T. caninum identity. This
report broadens the geographical distribution of T. caninum in Brazil and discusses the
impact of the presence of this parasite in areas of canine leishmaniasis occurrence.
© 2012 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd.
All rights reserved.

1. Introduction

related to the biological forms present in the vertebrate
host and its natural cycle are still unknown. However,

The genus Trypanosoma includes a complex group of
parasites that infect a broad range of hosts worldwide.
According to the species, they may infect blood or other
tissues, under the trypomastigote or amastigote forms,
respectively.! Recently, a new species, Trypanosoma can-
inum, was described in domestic dogs in the state of Rio de
Janeiro, Brazil, isolated into culture from intact skin frag-
ments; attempts to isolate it from blood or other tissues
from naturally infected dogs did not succeed.?? Aspects

* Corresponding author. Tel.: +55 21 21 38659541.
E-mail address: juliana.helena@ipec.fiocruz.br (J.H.S. Barros).

molecular characterisation shows it is not related to T. cruzi
or T. rangeli, and analysis of partial SSU ribosomal DNA
sequences give T. pestanai and a wombat trypanosome as
the closest matches.

In Brazil, visceral leishmaniasis (VL) is a serious public
health problem and the domestic dog is one of the tar-
gets for control actions because it is considered a major
reservoir of Leishmania (L.) chagasi (= L. infantum), the
VL etiological agent.* The Brazilian leishmaniasis control
program recommends diagnosis and euthanasia of sera
reactive dogs as control measures for VL2 In this context,
the presence of other trypanosomatids, besides Leishmania
parasites, infecting domestic dogs in overlapping areas,

0035-9203/$ - see front matter © 2012 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

http://dx.doi.org/10.1016/j.trstmh.2012.03.014
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may constitute a confounding factor in canine diagno-
sis, since surveys are based on serological tools for the
identification of positive animals.

Our team has monitored Leishmania species and the
genetic variants that may be infecting domestic dogs,®
and samples of Trypanosoma spp. were isolated during
these studies from different Brazilian endemic areas. Mor-
phological and biological aspects of these isolates show
patterns very similar to T. caninum, however, the correct
identification of these isolates is fundamental, since they
come from VL endemic areas and evaluating the impact
that T. caninum has in those areas is still a great challenge.
Thus, the objective of this study was to characterize 33
samples of Trypanosoma spp. isolated from dogs and report
the presence of T. caninum in different Brazilian regions,
where cases of canine VL occur.

2. Materials and methods
2.1. Samples

The samples for this study were obtained during
surveys of domestic dogs, the objective of which was the
diagnosis of canine VL conducted in the states of Rio de
Janeiro, comprising the municipalities of Rio de Janeiro,
Niter6i and Marica; Sdo Paulo (Bauru); Minas Gerais (Belo
Horizonte); Mato Grosso (Cuiabd) and Goias (Brasilia). In
each of these regions dogs were randomly evaluated, dogs
of both sexes and aged six months or more being sampled.
Only housed dogs participated in the study, and after clin-
ical examination intact skin fragments were collected for
parasite isolation in culture and molecular analysis by PCR.

2.2. Isolation of parasites from dogs

Three approximately 3 mm sized skin fragments were
collected from each animal; two were culture processed
and one was frozen at —20°C for molecular studies. For
isolation in culture the skin fragment was immersed in
saline containing 100 pg of 5'fluorocytocine, 1000 IU of
penicillin and 200 g of streptomycin per milliliter and
stored at 4°C for 24 h according to the protocol described
by Madeira et al.” After this period, each fragment was
transferred aseptically to a biphasic culture medium NNN
(Novy-Neal-Nicolle) and Schneider’s Drosophila medium
(Sigma, St. Louis, MO, USA) containing 10% of fetal calf
serum, incubated at 26-28°C and examined weekly for a
maximum of 50 days. The parasites isolated were main-
tained in the same culture medium, weekly subcultured
and expanded in Schneider’s medium until reaching about
10° parasites/mL. The parasites were harvested and twice
washed in PBS pH 7.2 and the pellets stored in liquid
nitrogen to be used in molecular assays.

2.3. Molecular analysis

Genomic DNA of cultured trypanosomes was extracted
using DNAzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and for skin
samples, the DNA was extracted using Wizard® Genomic
DNA purification kit (Promega, Madison, Wisconsin, USA).
The manufacturer’s instructions were followed in both
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procedures. The PCR amplifications were perfomed in
a nested-PCR that targeted a partial sequence of the
18S rRNA gene using oligonucleotides and reaction con-
ditions as described by Smith et al.® External primers
TRY927F (5 GAAACAAGAAACACGGGAG 3’) and TRY927R
(5" CTACTGGGCAGCTTGGA 3') were used in the first round
and internal primers SSU561F (5 TGGGATAACAAAG-
GAGCA 3’) and SSU561R (5 CTGAGACTGTAACCTCAAAGC
3’) were used in the second round. The PCR products
were run on a 1.5% agarose gel, stained with ethidium
bromide, and visualized under UV light. After PCR, the
amplified products obtained in the second round with
cultured forms or skin fragments were purified using the
QIAquick Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) fol-
lowing the manufacturer’s instructions and the nucleotide
sequences were determined with an automatic sequencer
(3730 DNA Analyzer, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA). All nucleotide sequences obtained in this study
were edited by the Bioedit program (BioEdit Sequence
Alignment Editor version 7.0.5.2, Ibis Therapeutics;
Carlsbad, CA, USA)) and analyzed by the Blast program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The similarity
percents were obtained comparing the 33 isolates with
the sample of T. caninum (stock A27) already deposited
in the GenBank (Accession no. GU385824).3 Using the
ClustalX program,® all sequences studied were aligned and
compared each other and with sequences of T. caninum
and other trypanosomatids available in GenBank.

3. Results
3.1. Samples

Thirty-three samples of Trypanosoma spp. were isolated
from dogs in the states of Sdo Paulo (Bauru, n=6), Minas
Gerais (Belo Horizonte, n=3), Goias (Brasilia, n=3), Mato
Grosso (Cuiabd, n=12) and Rio de Janeiro (Rio de Janeiro,
n=7, Niteréi, n=1 and Maricd, n=1) during the surveys
conducted between 2005 and 2011. All samples were
obtained from intact skin cultures, and the geographical
location of the animals is shown in Figure 1.

All isolates showed similar morphological aspects
in culture, with exuberant growth in NNN/Schneider’s
medium, although seven samples were lost due to sec-
ondary contamination or because of reduced growth
through the subcultures of the initial isolate. For this rea-
son, samples of the skin of the animals whose cultures were
lost were processed by PCR, using the same protocol as the
cultured forms.

3.2. PCR and data analysis

The results of PCR assays showed the same amplifi-
cation pattern for all 33 samples (26 from culture and
7 from skin), with product size of approximately 900 bp
for the first round and 700 bp for the second round. The
sequencing of the partial 18S rDNA showed that the isolates
were genetically identical or closely similar and confirmed
T. caninum identify. The similarity percents of the iso-
lates and the access number in GenBank are shown in
Table 1.
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Figure 1. Geographical origin of Trypanosoma caninum stocks described to date in Brazilian states: MT (Mato Grosso), GO (Goias), MG (Minas Gerais), SP
(Sao Paulo) and RJ (Rio de Janeiro). Cases described in this study (®) and cases already published by Madeira et al.? and Pinto et al.> (a).

Table 1
Data of the stocks of Trypanosoma caninum analyzed in this study
Sample code Year of isolation Localization (State/municipality) Sample used for Accession number GenBank Similarity? (%)
characterisation
RJ8150 2011 RJ/Marica Culture JF951431 99
RJ002 2008 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907507 99
RJO16 2008 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907508 99
RJO58 2008 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907509 98
RJ066 2008 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907510 99
RJO71 2008 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907531 97
RJ134 2008 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907523 97
RJ4814 2007 RJ/Rio de Janeiro Culture JF907517 97
RJ4052 2005 RJ/Niteroi Culture JF907516 96
SP137 2008 SP/Bauru Culture JF907518 99
SP269 2008 SP/Bauru Culture JF907519 99
SP350 2008 SP/Bauru Skin JF907525 99
SP301 2008 SP/Bauru Skin JF907526 98
SP385 2008 SP/Bauru Skin JF907527 99
SP393 2008 SP/Bauru Skin JF907528 99
GO533 2008 GO/Brasilia Skin JF907529 99
GO705 2008 GO/Brasilia Skin JF907530 99
GO718 2008 GO/Brasilia Culture JF907522 99
MG610 2007 MG/Belo Horizonte Skin JF907524 99
MG764 2007 MG/Belo Horizonte Culture JF907520 99
MG771 2007 MG/Belo Horizonte Culture JF907521 99
MT769 2011 MT/Cuiaba Culture JF907535 98
MT798 2011 MT/Cuiaba Culture JF907536 98
MT799 2011 MT/Cuiaba Culture JF907537 99
MT808 2011 MT/Cuiaba Culture JF907538 98
MT527 2009 MT/Cuiaba Culture JF907511 99
MT531 2009 MT/Cuiaba Culture JF907513 99
MT534 2009 MT/Cuiaba Culture JF907532 98
MT576 2009 MT/Cuiaba Culture JF907514 97
MT577 2009 MT/Cuiaba Culture JF907515 96
MT604 2009 MT/Cuiaba Culture JF907512 98
MT669 2009 MT/Cuiaba Culture JF907533 99
MT732 2009 MT/Cuiaba Culture JF907534 98

2 The similarity percents were obtained comparing the 33 isolates with the sample of T. caninum stock A27 (accession no. GU385824) by Blast program.
GO: Goias, MG: Minas Gerais, MT: Mato Grosso, RJ: Rio de Janeiro, SP: Sao Paulo.
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4. Discussion

The Trypanosoma genus comprises numerous species
already described and associated to different hosts. This
study gives information about Trypanosoma caninum, a
new species of this genus, about which little is known,
identified in canine natural infection. This parasite was
described in the municipality of Rio de Janeiro in 20032
and now, for the first time, we report the presence of
this parasite in the states of S3o Paulo, Minas Gerais,
Mato Grosso and Goids, which added to the cases already
described in the state of Rio de Janeiro®> gives a total
of 53 cases of canine natural infection by this parasite.
These data clearly show the circulation and the existence
of a natural cycle of T. caninum and calls attention to an
epidemiological scenario newly described in Brazil.

Most of the time T. caninum was isolated from
healthy dogs, suggesting that this parasite might be
non-pathogenic in dogs, although this fact has not been
investigated since one dog presented clinical signs com-
patible with canine VL. It is a matter of concern that T.
caninum might stimulate the humoral immune system of
infected dogs, producing specific antibodies that might
cross-react with Leishmania in serological tests. This
hypothesis is based on the reports of Pinto et al.> and
Silva et al.!® who isolated T. caninum from seroreactive
dogs which were euthanized by leishmaniasis control
programs in the municipality of Rio de Janeiro although
Leishmania parasites were not isolated from these animals.
The cross reactivity between different trypanosomatids,
e.g., Leishmania and T. cruzi in canine infection has already
been reported.!! Considering that VL is a growing disease
in Brazil® and that the domestic dog has a relevant role in
the transmission cycle, this hypothesis, if true, will deeply
impact VL control and will initiate discussions on canine
euthanasia based solely on serological tests.

The fact of T. caninum being recently described may be
related to the anatomical site where this parasite has been
isolated, since the parasites of Trypanosoma genus are not
usually searched for in the skin. In addition, few studies use
intact skin in the diagnosis of canine VL. Fortunately, our
team has used this site for canine VL diagnosis for many
years,'2 which allowed isolation and identification of this
new Trypanosoma species. All the samples of T. caninum
obtained up to this moment were isolated exclusively from
this site; all the attempts of isolation from hemoculture
failed.

In this study, we demonstrate that the analysis of
partial SSU ribosomal DNA sequence was enough to
taxonomically identify the 33 samples isolated from
different Brazilian regions and grouped all stocks reported
to date in a single clade (data not shown). Although the T.
pestanai and the wombat trypanosome appear to be the
most similar trypanosomes, only part of the partial 18S
sequences can be aligned with some reliability, and the
T. caninum sequence is substantially different from others
within this group. Biological aspects had already revealed
similar patterns between the samples described in this
study and the sample of T. caninum (stock A27) previously
described by Madeira et al.2 It is important to mention that
the molecular target selected in this study to characterize
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the samples isolated in culture, was also able to amplify
the DNA of T. caninum in skin fragments, showing that
PCR directed to a selected target can be a useful tool for
the molecular tracking of this parasite directly in different
clinical samples of dogs from endemic areas. Therefore,
with regards to this point and considering the limited
sensitivity of culture, further study, using molecular
approach on blood samples and other anatomical sites in
dogs naturally infected by T. caninum is in progress.

Numerous aspects of T. caninum biology and epidemi-
ology need to be investigated, e.g., the morphology of
the forms present in the vertebrate host; the transmis-
sion vector; the possible pathogenic potential for dogs;
the prevalence of this parasite; and the impact that its
presence may cause in areas where other trypanosomatid
species occur, especially those of the Leishmania genus.

The observation of autochthonous cases of infection
by T. caninum in different VL areas in Brazil is an alert for
epidemiological surveillance. An overlapping geographical
distribution of both T. caninum and Leishmania parasites
indicates the need for techniques to ensure the identifica-
tion and differentiation of these agents in canine infection.

Considering the lack of information that we have about
this new parasite, and the importance of such knowledge
in the context of public health, studies to evaluate the
serological cross reactivity between T. caninum and L.
chagasi and description of the genetic polymorphism
among T. caninum stocks are in progress and aim to clarify
more aspects of this new parasite.
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Molecular study of Trypanosoma caninum isolates based on different genetic
markers

Artigo submetido para publicagcdo na revista Experimental Parasitology

Trypanosoma caninum é um agente ainda muito pouco estudado, particularmente no
campo da biologia molecular. Os estudos realizados anteriormente, utilizando a PCR e
sequenciamento da regido parcial do 18S rRNA visaram basicamente a identificacdo das
amostras. Neste artigo, a nossa proposta foi identificar trés novos isolados e estudar
todas as amostras de 7. caninum descritas até entdo por diferentes marcadores
moleculares. Os experimentos foram realizados através da PCR e sequenciamento dos
produtos empregando alvos direcionados para diferentes regides do genoma (genes
nucleares e mitocondriais). Empregamos, também, ensaios com alvos direcionados para
regido do ITS rDNA, a partir da técnica de  RFLP-PCR, visando avaliar a
heterogeneidade intraespecifica. Os resultados obtidos neste artigo foram importantes
para provar que 7. caninum € de fato uma nova espécie, ja que independente do alvo
molecular utilizado, todas as amostras foram agrupadas no mesmo cluster, separadas de
outras espécies de tripanosomas. Além disso, nossos resultados nos levam a hipétese de
que T. caninum seja composto por uma populacdo geneticamente homogénea. Esse
dado € importante e pode contribuir futuramente para eleicio de ferramentas
diagndsticas, que sejam especificas e que apoiem a identificacdo e diferenciaciao de 7.
caninum. Essas ferramentas diagndsticas serdo uteis principalmente em d&reas onde
circulam outros tripanosomatideos, como exemplo, parasitos do género Leishmania que
comumente infectam os caes.

Este artigo complementa o objetivo n° 1 e responde os objetivos de n° 2 e 3 desta tese.
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Abstract: Trypanosoma caninum is a recently described parasite and little is known about this
organism. In this study, we performed a genetic survey of T. caninum isolates from dogs captured from
different regions of Brazil. The goal of this study was to add genetic knowledge about this parasite
species. These assays were performed by examining PCR target amplification for different regions of
nuclear and mitochondrial genes. All nucleotide sequences obtained for each target molecular were
compared to T. caninum sequences determined in our previous studies and sequences of other
Trypanosoma species. Fifty isolates of T. caninum were analyzed, and in all PCR assays, these isolates
were successfully amplified and displayed the same amplification pattern. Based on the results of
phylogenetic analysis, all samples of T. caninum studied, regardless of the molecular target used, were

grouped in the same cluster. Our findings are important for proving that T. caninum is a new species
and lead us to hypothesize that this is a genetically homogeneous parasite.
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Trypanosoma caninum (57 sequences)

AB281091 Trypanosoma sp KG1

El

AJOO9159 Trypanosoma pestana

AY 043354 Trypanosoma microli

AJOO5278 Trypanosoma gray

U39584 Trypanosoma tnglae

AJ132351 Trypanosoma binneyt

HIGHLIGHTS

o In the phylogenetic analyses, all Trypanosoma caninum isolates (n=50) studied were
grouped into the same cluster, regardless of geographic precedence and genetic
marker

e According to the congruence of the three molecular markers, our results consolidate
previous data and support that 7. caninum is really a new species

e Our findings add more knowledge about this parasite and lead us to the hypothesis

that 7. caninum is a genetically homogeneous parasite.
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ABSTRACT

Trypanosoma caninum is a recently described parasite and little is known about this
organism. In this study, we performed a genetic survey of 7. caninum isolates from dogs
captured from different regions of Brazil. The goal of this study was to add genetic
knowledge about this parasite species. These assays were performed by examining PCR
target amplification for different regions of nuclear and mitochondrial genes. All
nucleotide sequences obtained for each target molecular were compared to 7. caninum
sequences determined in our previous studies and sequences of other Trypanosoma
species. Fifty isolates of 7" caninum were analyzed, and in all PCR assays, these isolates
were successfully amplified and displayed the same amplification pattern. Based on the
results of phylogenetic analysis, all samples of 7. caninum studied, regardless of the
molecular target used, were grouped in the same cluster. Our findings are important for
proving that 7. caninum is a new species and lead us to hypothesize that this is a

genetically homogeneous parasite.

1. Introduction
Flagellates of the 7rypanosoma genus are parasites that belong to the
Trypanosomatidae family, and this group includes species that infect a variety of

vertebrate hosts (Hoare, 1972). Trypanosoma caninum has been reported in dogs from
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different Brazilian states (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010; Almeida et al., 2011)
and little is known about the genetics of this parasite. To date, only one genetic
approach has been conducted on 7. caninum using PCR and sequencing by analysis of
partial SSU ribosomal DNA with the goal of classifying the various isolates discovered
thus far. These studies showed that 1. caninum isolates are genetically identical or
closely similar. Moreover, after grouping all collected samples from different Brazilian
regions into a single clade and substantially different from others within this genus.
Trypanosoma pestanai and the wombat trypanosome are the most similar species to 7.
caninum in those analyses (Barros et al., 2012).

Several genetic markers have been employed for the molecular study of parasites
from the Trypanosoma genus and each genetic target is chosen for a specific reason.
Targets in the conserved regions of the genome, such as genes of the small and large
subunit ribosomal DNA (SSU and LSU rDNA), are frequently used for diagnostic
applications, for the identification of new species (Lima et al., 2012; Simo et al., 2013;
Villareal et al., 2013), and for phylogenetic studies of different related species (Garcia et
al., 2011; Voty'pka et al., 2012; Arenas et al., 2012; Fischer et al., 2013; Ramirez et al.,
2013). Moreover, targets in the variable regions of the genome, such as, internal
transcribed spacers (ITS rDNA) and mitochondrial genes are extremely useful for
studies investigating genetic aspects of intraspecific and interspecific variability due to
high degree of mutations in these genetic regions (Auty et al., 2012; Garcia et al., 2012;
Silva-Iturriza et al., 2012; Nakayima et al., 2013; Roellig et al., 2013). These markers
are studied using different techniques; which involve PCR-based methodologies.
Currently, several studies use classical techniques such as amplified restriction fragment
length polymorphism analyses combined with more advance methodologies, including
sequencing and identification of microsatellite regions (Rodrigues et al., 2009; Camara
etal., 2010; Ramirez et al., 2012; Camara et al., 2013).

Understanding 7. caninum at the molecular level is important for a variety of reasons.
In this study, we analyzed distinct regions of the 7. caninum genome by using different
molecular markers, thus providing a comprehensive analysis of this recently discovered

parasite.
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2. Materials and methods

2.1. T. caninum isolates

We studied 50 7. caninum isolates from two geographic regions of Brazil. The
southeast region includes the Rio de Janeiro (n=30 isolates), Sdo Paulo (n=02), Minas
Gerais (n=02) states and the midwest region consists of the Goids (n=01) and Mato
Grosso (n=15) states. All isolates were obtained from axenic culture of intact skin
fragments of naturally infected dogs and were cryopreserved in Leishmaniasis

Surveillance Laboratory of the Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro, Brazil).

2.2. PCR assay of multiple genes

Genomic DNA of cultured trypanosomes were extracted using DNAzol kit
(Invitrogen, Life Sciences, USA) according to the manufacturer’s instructions and were
stored at -20 °C until use. Partial sequences of variable regions of small subunit
ribosomal RNA gene (18S rRNA) were amplified using a nested-PCR approach with
external primers TRY927F/TRY927R and internal primers SSUS561F/SSU561R as
described by Smith et al. (2008). To amplify the partial sequence of the large subunit of
the ribosomal DNA gene (24Sa rDNA), the D75/D76 primers were used according to
Souto et al. (1999) by amplifying conserved sequences within the Trypanosomatidae
genome. The primers used to amplify the 5'-half of the cytochrome b (Cyt b) gene
region encoded in the maxicircle DNA of the mitochondrial genome were P18/P20 as
described by Barnabé et al. (2003). PCR targeting the minicircle DNA (kDNA) region
was performed as previously reported by Wincker et al. (1994) by amplifying the
variable regions of minicircle using primers 121/122 that anneal to the constant regions
present in all minicircles. The PCR primers employed to amplify the kinetoplastid
internal transcribe spacer 1 (ITS1 rDNA) sequences were KIN1/KIN2, which were
previously described by Desquenes et al. (2001). These primers anneal to the conserved
regions of the 18S and 5.8S rDNA to amplify the variable region of ITS1. The
descriptions of molecular targets used in this study, as well as their references are listed
in Table 01. Negative controls (no DNA) and positive controls (7. caninum DNA —
MCAN/BR/03/stock A27) was used in all assays.

All PCR products were analyzed by electrophoresis in 2% agarose gels and were

visualized by staining with ethidium bromide. Furthermore, all PCR products, except
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those for minicircle kKDNA, were purified using the QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen, Crawley, Reino Unido) following the manufacturer’s instructions.

2.3. Restriction fragment length polymorphism-PCR

The amplification products of ITS1 rDNA PCR were digested with Haelll, Rsal,
Hinfl, Mbol e Bshl enzymes (Invitrogen, Life Sciences, USA, Fermentas). Five
microliters of the PCR product was subjected to enzymatic digestion with 1U of enzyme
for 3 h at 37 °C in the appropriate buffer. Next, the generated fragments were
electrophoresed run on 3% agarose gel and visualized under ultraviolet light following
staining with ethidium bromide (solution 0.5 g/ml). The restriction fragment
polymorphism lengths were estimated by comparison with molecular weight marker

(100-bp DNA ladder).

2.4. Cloning

Cloning was performed using purified PCR products from the ITS1 rDNA PCR
reaction, and the amplified DNA was ligated into an pGEM®-T Vector System I Kit
(Promega, Madison, USA). The ligation reaction mixture, contained 3 pl of purified
PCR, 1 ul of TVector (cloning vector [50 ng/ul]), 5 ul of buffer solution (T4 DNA
ligase), and 1 ul of de T4 DNA ligase, was incubated overnight at 4°C. After
transformation into chemically competent BL21 Escherichia coli cells, positive clones
were identified by blue/white screening using X-Gal followed by amplification with
KIN forward and reverse oligonucleotides. Selected clones were inoculated into LB
broth overnight at 37 °C, and plasmid DNA was purified using PureLinkTM Quick
Plasmid Miniprep (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s

instructions.

2.5. DNA sequencing and analysis

All nucleotide sequences were determined using an automatic sequencer (3730 DNA
Analyzer, Applied Biosystems) and were initially analyzed with the BLAST program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg). All nucleotide sequences obtained for each
molecular target used in this study were compared using Mega version 5.1 program
(Tamura et al., 2011) with 7' caninum sequences determined in our previous studies and
with sequences of genus 7rypanosoma available in GenBank. The alignment results

were processed using the same software and the neighbor-joining (NJ) method that was
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used to construct the phylogenetic tree. We calculated models of sequence evolution
and their parameters using jModelTest in Mega version 5.1 (Posada, 2008; Tamura et
al., 2011). Forty-five 18S rRNA, 24Sa rDNA, and Cyt b partial sequences were
concatenated using SeaView 4.0 (Gouy et al., 2010). To evaluate the robustness of the
nodes in the resulting phylogenetic tree, 1000 bootstrap replications were performed.
The same analysis was performed in eight recombinant clones derived from products of

the ITS rDNA PCR amplification.

3. Results

In this study, we analyzed and successfully amplified 50 isolates of 7" caninum. With
the 18S rRNA, all isolates evaluated (n=21) showed a 900-bp molecular pattern after
the first round and a 700 bp pattern after the second round. For the 24Sa rDNA targets,
48 samples yielded a 250 bp product, and amplification of the Cyt b mitochondrial gene
(n=45) resulted in a 700 bp product. PCR was performed targeting the variable region of
the ribosomal gene (ITS1 rDNA) in 47 samples and all samples yielded the same about
950 bp amplified product. Amplification of the minicircle kDNA region (n=49) yielded
two products, 350 bp and 330 bp long. These results and the samples used to obtain
them are shown in Figure 1.

Endonuclease restriction digestion of the ITS rDNA revealed that all samples have
the same restriction profile. Among those endonucleases studied, the Bsil digested PCR
product resulted in six fragments: 320 bp, 160 bp and four fragments about 100 bp. The
Mbol enzyme digested the ITS rDNA into three fragments about 430 bp, 380 bp and 90
bp. The enzymes Haelll, Rsal, and Hinfl did not digest any isolates.

Phylogenetic analyses revealed clear separation of 7. caninum isolates from other
samples of the 7Trypanosoma genus. Investigation of the 18S rRNA across all samples
studied (n=21) revealed 100% query coverage and clustered with all 36 samples of 7.
caninum retrieved from GenBank (Figure 2A). The same result was achieved with the
48 sequences obtained from the partial region of the 24Sa rDNA, in which all samples
clustered together with the first isolate of 7. caninum (stock A27 - accession number
FJ801040) (Figure 2B). Regarding the 45 sequences obtained from the partial region of
the mitochondrial Cyt b gene, all samples aligned and grouped in the same cluster but

were separate from other parasites of the 7rypanosoma genus (Figure 2C). Phylogenies

39



Resultados — Artigo 2

based on the concatenate 18S rRNA, 24Sa rDNA, and Cyt b sequences shared identical
topology (Figure 3).

Using the ITS1 rDNA, eight representative 7. caninum samples were selected for
cloning and sequencing, and all cloned sequences showed 100% sequence identity. All
sequences obtained in this study were deposited in GenBank under the accession

numbers shown in the Table 2.

4. Discussion

Trypanosoma caninum 1is a recently described parasite that has been found to infect
dogs in Brazil. In this study, we utilized various molecular markers to help clarify some
issues about this specie. Few studies exist that have investigated the characteristics of 7.
caninum; therefore, we utilized known molecular targets with different evolutionary
rates (Dietrich et al., 1993; Westenberger et al., 2000) to study this organism. First, the
species status of 7. caninum isolates was confirmed by sequencing the 18S rRNA gene.
Using this approach, we identified three new 7. caninum samples from the Mato Grosso
state and confirmed the identity of 18 isolates from the Rio de Janeiro state that were
initially identified by other tools (Pinto et al., 2010). Partial sequencing of the small
ribosomal subunit (18S rRNA) is considered an acceptable molecular criterion for
taxonomic identification and there are many advantages in using this molecular marker.
Specifically, it is a highly conserved region in the genome, it is present in thousands of
copies, and its DNA sequence is widely available in public databases. Moreover, several
species have been reliably identified using this marker (Lima et al., 2012; Voty pka et
al., 2012; Fischer et al., 2013; Simo et al., 2013). Based on phylogenetic analysis using
this molecular target, all 7. caninum samples were grouped into the same cluster with
sequences determined in our previous studies (Pinto et al., 2010; Barros et al., 2012).
Using this marker, our study confirmed a total of 57 7. caninum samples from different
geographic areas of Brazil. Our results obtained using 24Sa rDNA and Cyt b markers
support these findings and demonstrated that 7. caninum displays a high degree of
similarity. All isolates were located in the same cluster, regardless of geographic
precedence and the genetic marker used. For these results, the bootstrap values (~100%)
support this observation. Therefore, these findings show congruence between the three
molecular markers suggesting that 7. caninum has an evolutionary history independent

of other species in the genus 7rypanosoma.
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Based on ITS rDNA analysis, high genetic homogeneity was also detected in 7.
caninum isolates, and the restriction pattern proved it is not a gold standard for detecting
genetic heterogeneity in this species. For this reason, we selected eight representative
samples of different geographical regions, and by cloning and sequencing, confirmed
this observation. All cloned ITS rDNA sequences showed 100% query coverage to the
isolates sequence sharing the highest identity. However, despite the high similarity
observed, multiple sequence alignment of ITS1 rDNA revealed 40 polymorphic sites
among the studied clones. These sites were characterized by substitutions and deletions,
and they indicate some degree of heterogeneity in 7. caninum isolates.

The low level of polymorphism observed in our study must be considered with
caution because the samples were isolated from limited geographical surroundings. It is
important to note that Brazil is a country with an extensive geographic area with
different epidemiological patterns and that 7. caninum has been isolated only from dogs
in household and peridomestic environments. Additionally, 7. caninum seems to have
tropism for specific anatomic sites (Madeira et al., 2009). The homogeneity found in 7.
caninum, might be associated with these factors; however, the specific host—parasite
association must also be considered. Taking this into account, investigation of 7.
caninum 1in other hosts such as wild canids and synanthropic animals, which are
exposed to more complex epidemiological patterns, should also be investigated.
Furthermore, additional isolates from dogs should be investigated to accurately evaluate
the level of genetic diversity within this species.

In this study, phylogenetic trees were constructed using the GenBank sequences of
organisms related to 7. caninum. However, based on the molecular targets analyzed,
these species varied. An important fact that must be mentioned is that as more DNA
sequences in public databases become available, greater will be confidence inferred to
the studies, especially in identification with new species, strains, or isolates are
collected and identified (Hamilton and Stevens 2010). Thus, the availability of
nucleotide sequences from different regions of the genome of 7. caninum certainly
facilitate future studies, including the design or choice of specific molecular targets that
could be used for their diagnosis.

Some studies have reported differences in the lengths of minicircles from several
trypanosomatid species (Garcia et al., 2012; Brewster, 2002) and, in this study, we

showed that the length of the variable region of the minicircles in 7. caninum is
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different from that of other trypanosomes, 330 and 350 bp long, which is another unique
feature of this parasite.

Finally, 7. caninum is an intriguing parasite of which very little is known and our
results provide further information concerning the genetic profile of all isolates
described to date. Our findings are important for proving that 7. caninum is a new

species and lead us to hypothesize that this is a genetically homogeneous parasite.
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Figure legends:

Figure 1: Agarose gel showing the amplified products generated by the different PCR
assays with one representative sample of 7. caninum (RJA27). PCR assay that target a
partial sequence of the 18S rRNA (lane 1), 24S o rDNA (lane 2), cytochrome b (lane 3),
ITS rDNA (lane 4), kDNA (lane 5). Molecular weight marker 100 bp (M). Ethidium

bromide-stained 2% agarose gel.

Figure 2: Phylogenies analyses demonstrating clear separation of 7. caninum isolates of
others samples of 7Trypanosoma sp. Neighbor-joining phylogenetic tree with the
Kimura-2-parameter model of partial sequences of (a) 18S rRNA, (b) 24Sa rDNA and
with the Tamura-Nei model of partial sequences of (c¢) cytochrome b genes of
Trypanosoma caninum from different states and others parasites of genus 7rypanosoma
aligned with Mega version 5.1 program. Outgroups: 7. binneyi and T. triglae for 18S
rRNA, T. vivax and T. congolense for 24Sa rDNA and 7. avium for cytochrome b.
Bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. GenBank Accession
numbers of 7’ caninum are in Table 2 in this paper and other Trypanosoma species in

front of its name on the tree.

Figure 3: Phylogenetic neighbor-joining concatenate tree from 45 samples of T.
caninum combined 18S rRNA, 24Sa rDNA, and cytochrome b data sets (1315
characters). Numbers at nodes represent bootstrap values after 1000 replicates.
GenBank Accession numbers of 7. caninum are in Table 2 in this paper and other

Trypanosoma species behind its name on the tree.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Tabela 1

Table 1: Molecular targets used for amplification of different genomic regions of

Trypanosoma caninum

Target Primers Sequence 5°- 3’ Reference
TRY927F GAAACAAGAAACACGGGAG
TRY927R CTACTGGGCAGCTTGGA .
I8SRNA gquseIF TGGGATAACAAAGGAGCA Smith et al. 2008
SSUS61R CTGAGACTGTAACCTCAAAGC
D75 GCAGATCTTGGTTGGCGTAG
245 rDNA D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT Souto et al. 1999
P18 GACAGGATTGAGAAGCGAGAGAG .
Cytochrome b P20 CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG Barnabe et al. 2003
121 AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA _
kDNA 122 GGTTCGATTGGGGTTGGTGTATA TA  Wincker etal. 1994
ITS1 tDNA KINI GCGTTCAAAGATTGGGCAAT Desquenes et al. 2001
r KIN2 CGCCCGAAAGTTCACC

51



Resultados — Artigo 2

Tabela 2

Table 2: Trypanosoma caninum isolates used in this study, geographic origin, and GenBank
accession numbers sequences of 18S rRNA, 24Sa rDNA, cytochrome b, and ITS rDNA genes

employed for analyses.

Sample G hical oriei GenBank Acession numbers
code cograpicalorigin —18S rRNA ___ 24Sa rDNA Cytb __ ITS1rDNA
RJA27 RJ / Rio de Janeiro GU385824* FJ801040* KF805529 KF805452
RJ002 RJ / Rio de Janeiro JF907507* KF805481 KF805530 nd
RJO16 RJ / Rio de Janeiro JF907508* KF805482 KF805531 nd
RJ058 RJ / Rio de Janeiro JF907509* KF805483 KF805532 nd
RJ066 RJ / Rio de Janeiro JF907510%* KF805484 KF805533 nd
RJ071 RJ /Rio de Janeiro JF907531* KF805485 KF805534 KF805453
RJ134 RJ / Rio de Janeiro JF907523* KF805486 KF805535 nd
RJ4814 RJ / Rio de Janeiro JF907517* nd nd nd
RJ4052 RJ / Niter6i JF907516* KF805487 KF805536 nd
RJ8150 RJ / Marica JF951431* KF805488 KF805537 nd
RJ003 RJ / Rio de Janeiro KF805460 KF805489 KF805538 nd
RJ020 RJ / Rio de Janeiro GU385826* KF805490 KF805539 nd
RJO19 RJ / Rio de Janeiro KF805461 KF805491 KF805540 nd
RJ042 RJ / Rio de Janeiro KF805462 KF805492 KF805541 nd
RJ059 RJ / Rio de Janeiro KF805463 KF805493 KF805542 nd
RJ060 RJ /Rio de Janeiro KF805464 KF805494 nd nd
RJ053 RJ / Rio de Janeiro KF805465 KF805495 KF805543 nd
RJ062 RJ / Rio de Janeiro KF805466 KF805496 KF805544 nd
RIJ120 RJ / Rio de Janeiro KF805467 KF805497 KF805545 nd
RJI118 RJ / Rio de Janeiro GU385825* KF805498 KF805546 nd
RJ176 RJ / Rio de Janeiro KF805468 KF805499 KF805547 nd
RJ1940 RJ / Rio de Janeiro KF805469 KF805500 KF805548 nd
RI194E RJ / Rio de Janeiro KF805470 KF805501 KF805549 nd
RJ201 RJ / Rio de Janeiro KF805471 KF805502 KF805550 nd
RJ249 RJ /Rio de Janeiro KF805472 KF805503 KF805551 nd
RJ259 RJ / Rio de Janeiro KF805473 KF805504 KF805552 nd
RJ271 RJ /Rio de Janeiro KF805474 KF805505 nd nd
RJ310 RJ / Rio de Janeiro KF805475 KF805506 KF805553 nd
RJ265 RJ /Rio de Janeiro KF805476 KF805507 nd nd
RJ 331 RJ / Rio de Janeiro KF805477 KF805508 KF805554 nd
SP137 SP / Bauru JF907518%* KF805509 KF805555 KF805454
SP269 SP / Bauru JF907519* KF805510 nd nd
SP350 SP / Bauru JF907525* nd nd nd
SP301 SP / Bauru JF907526* nd nd nd
SP385 SP / Bauru JF907527* nd nd nd
SP393 SP / Bauru JF907528* nd nd nd
MG771 MG / Belo Horizonte ~ JF907521%* KF805511 KF805556 KF805455
MG764 MG/ Belo Horizonte ~ JF907520%* KF805512 KF805557 nd
MG610 MG/ Belo Horizonte ~ JF907524* nd nd nd
GO718 GO / Brasilia JF907522* KF805513 KF805558 KF805456
GO533 GO / Brasilia JF907529* nd nd nd
GO705 GO / Brasilia JF907530* nd nd nd
MT527 MT / Cuiaba JF907511%* KF805514 KF805559 nd
MT531 MT / Cuiaba JF907513* KF805515 KF805560 nd
MT534 MT / Cuiaba JF907532% KF805516 KF805561 nd
MT576 MT / Cuiaba JF907514* KF805517 KF805562 nd
MT577 MT / Cuiaba JF907515% KF805518 KF805563 nd

52



Resultados — Artigo 2

Tabela 2

MTe04
MT669
MT732
MT769
MT798
MT799
MT808
MT1561
MT1567
MT1671

MT/
MT/
MT/
MT/
MT/
MT/
MT/
MT/
MT/
MT /

Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba
Cuiaba

JF907512%
JF907533*%
JF907534%
JF907535%
JF907536%
JF907537*
JF907538%
KF805478
KF805479
KF805480

KF805519
KF805520
KF805521
KF805522
KF805523
KF805524
KF805525
KF805526
KF805527
KF805528

KF805564
KF805565
KF805566
KF805567
KF805568
KF805569
KF805570
KFR805571
KF805572
KF805573

KF805457

nd

nd

nd

nd
KF805458
KF805459

nd

nd

nd

nd — not done, *reference sequences retrieved from GenBank
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Description of atypical epimastigote forms found in axenic culture of Trypanosoma
caninum

Artigo submetido para publicac@o na revista Parasitology Research

Tradicionalmente, em cultivo axénico, os parasitos do género Trypanosoma sao
encontrados sob as formas epimastigota, esferomastigota e tripomastigota. 7. caninum &
uma espécie que possui caracteristicas particulares. Além de ser isolado exclusivamente
de fragmentos de pele, apresenta formas atipicas sem flagelo livre no cultivo axénico,
sendo ambos aspectos caracteristicas incomuns para os representantes do género
Trypanosoma. A presenca de formas aflageladas no cultivo de 7. caninum chamou a
nossa atengao, principamente porque essa estrutura estd relacionada a fungdes variadas
durante o ciclo evolutivo dos tripanosomatideos. Neste artigo, nés descrevemos formas
atipicas no cultivo de 7. caninum, através da microscopia Optica e microscopia
eletronica, apresentando assim, mais uma caracteristica desse parasito. As andlises
mostraram que se trata de formas epimastigotas atipicas, que durante o crescimento se
alongam e expdoem o flagelo, que também cresce gradativamente, dando origem a
formas epimastigotas com longos flagelos. Entretanto, algumas dessas formas atipicas
nao se diferenciam, mantendo-se na cultura por longos periodos. As razdes desse
fendmeno sdo ainda desconhecidas, porém, considerando que 7. caninum é um parasito
pouco estudado, as informacdes trazidas pelo nosso estudo acrescentam dados que

podem ser tteis para ajudar a esclarecer aspectos sobre o seu ciclo bioldgico.

Este artigo responde ao objetivo n° 4 desta tese.
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caninum

Original Paper

Representatives of the genus Trypanosoma have been traditionally found in
epimastigote, espheromastigote and trypomastigote flagellated forms in axenic
cultures. Trypanosoma caninum is a trypanosomatid that has recently been reported
infecting dogs in Brazil. It presents specific biological characteristics and it is found
exclusively on healthy skin. Here, we describe the evolutive forms of this agent
showing not only the forms commonly found in culture medium, but also atypical
epimastigote forms with no free flagellum. The study was conducted using scanning
and transmission electron microscopy and, we demonstrate that flagellated
epimastigotes originate from atypical forms without flagellum, although the latter may
remain without differentiation in the culture. We hypothesized that the emergence of
these atypical forms could be resultant from a disturbed process during cell division
caused by interfering specific proteins, which leads to inability to form and regulate the
flagellum length. The reasons for this phenomenon are still unknown. However,
considering that T. caninum is a parasite that is still little studied, the information
brought by our study adds data which may be useful to clarify aspects on the cell cycle
of this intriguing parasite that has been found in different regions of Brazil.
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It is being submitted under the original article format which aims to describe the
atypical forms of this agent displayed by optical microscopy and electron microscopy.
Trypanosoma caninum constitutes the most recent trypanosomatid specie described
infecting dogs in Brazil. Although this parasite is still little known, are already described
59 cases of natural infection in different regions of Brazil. T. caninum is a species that
presents intriguing features which differentiates it from other species of Trypanosoma,
being isolated exclusively from health skin fragments. In this study we described the
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presence of atypical epimastigote forms with no free flagellum in axenic cultures. The
reasons for this phenomenon are still unknown but considering that T. caninum is a
parasite little studied and that the flagellum is a structure involved in widely different
functions of trypanosomatids, the information brought by our study adds data that can
be useful to help clarify aspects of its biological cycle of this intriguing parasite.

We hereby declare that all data contained are accurate; all authors have participated in
the work in a substantive way and are in agreement with its content. The manuscript
being submitted to this Journal has not been published and is not being submitted for
publication elsewhere.
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Abstract Representatives of the genus Irypanosoma have been traditionally found in epimastigote,
espheromastigote and trypomastigote flagellated forms in axenic cultures. Trypanosoma caninum is a
trypanosomatid that has recently been reported infecting dogs in Brazil. It presents specific biological
characteristics and it is found exclusively on healthy skin. Here, we describe the evolutive forms of this
agent showing not only the forms commonly found in culture medium, but also atypical epimastigote
forms with no free flagellum. The study was conducted using scanning and transmission electron
microscopy and, we demonstrate that flagellated epimastigotes originate from atypical forms without
flagellum, although the latter may remain without differentiation in the culture. We hypothesized that the
emergence of these atypical forms could be resultant from a disturbed process during cell division caused
by interfering specific proteins, which leads to inability to form and regulate the flagellum length. The
reasons for this phenomenon are still unknown. However, considering that 7" caninum is a parasite that is
still little studied, the information brought by our study adds data which may be useful to clarify aspects

on the cell cycle of this intriguing parasite that has been found in different regions of Brazil.

Introduction

Trypanosomes are flagellated protozoa that exhibit a wide range of hosts covering all classes of
vertebrates. Some species are etiologic agents of significant tropical diseases afflicting humans, livestock
and domesticated animals (WHO 2002; Barret et al. 2003).

These amazing organisms present a cukaryotic cellular organization whose genome is organized in the
nucleus and kinetoplast, the latter being a typical structure of the kinetoplastids parasites constituted by a

1
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high concentration of condensed circular DNA (Jensen and Englund 2012). Besides being an excellent
target for molecular genetic studies, the location of the kinetoplast in the cell in relation to the nucleus
defines the evolutive stage of flagellated forms of these organisms (Hoare and Wallace 1966). This
location can be easily verified by light microscopy after specific staining, and it is important additional
information especially regarding newly described species (Lainson et al. 2008; Madeira et al. 2009; Viola
et al. 2009; Lima et al. 2012).

The evolutive stages that characterize parasites of the genus 7rypanosoma have been known for a long
time (Hoare 1972). Amastigote form is an obligate intracellular stage in vertebrate hosts; it does not
present free flagellum and it is non motile. The flagellated forms are present in vertebrate and invertebrate
hosts and in axenic medium cultures; comprising the epimastigote form, whose flagellum emergence
occurs laterally in the anterior body portion of the parasite; the trypomastigote form, whose emergence of
the flagellum also occurs laterally, but in the posterior body part of the parasite, and remains adhered to it
forming an extended undulating membrane; and the espheromastigote form, which is round and
constitutes the transition stage between the epimastigote and trypomastigote forms (Souza 2002).

Trypanosomes are organisms that show a complex life cycle. During their development, they are
exposed to different environments in both vertebrate and invertebrate hosts, and develop mechanisms to
adapt to each of these conditions (Machado et al. 2006; Oladiran and Belosevic 2012). Specific organelles
also act in this process, and the flagellum is a good example in this context. This structure is highly
sophisticated, with varied functions as motility, sensitivity, and others as attachment to host tissue and
cell morphogenesis (Kohl and Bastin 2005). Mutant trypanosomatids have been described in function of
the absence, length, or motility of the flagellum, and several insights in this context come from the studies
with specific proteins that show to be associated with these phenomena (Cuvillier et al. 2000; 2003; Thiel
ct al. 2008).

There are many parasite species of the genus 7rypanosoma described worldwide (Hoare 1972) and
Trypanosoma caninum is one more agent of this genus recently reported in Brazil (Madeira et al. 2009).
This parasite is still little known and studied being recognized so far in the natural infection of domestic
dogs (Pinto et al. 2010; Almeida et al. 2011; Barros et al. 2012). The fact that the 7rypanosoma caninum
shares the same reservoir of Leishmania chagasi (syn. L. infantum), the agent of visceral leishmaniasis
(VL), places this parasite in evidence for several aspects of public health, especially the risk of
misdiagnosis of canine visceral leishmaniasis particularly in areas where L. chagasi and T. caninum co-
exist (Alves et al. 2012). Little is known about the developmental cycle, tissue tropism and pathogenicity
of T. caninum. However, this parasite has shown intriguing biological characteristics — a fact that has
aroused our interest in its study. In addition to the exclusive isolation on healthy skin, we now described
the presence of atypical epimastigote forms with no free flagellum in axenic cultures; these are two

unusual facts to the Trypanosoma genus.

Materials and methods

The sample selected for this study (RJ4052) was isolated in Rio de Janeiro state and identified as 7.
caninum by nested-PCR (18S rRNA) and sequencing (Barros et al. 2012). This sample has been

2
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cultivated in Novy-MacNeal-Nicolle medium (NNN) overlaid with Schneider's Drosophila Medium
(Sigma), supplemented with 10 % fetal calf serum (FCS), 100 U/mL Penicillin, and 100 pg/mL
Streptomycin in BOD incubators at 26-28 °C.

We performed a growth curve using two variations of culture medium and three different temperatures
to assess the profile of growth and differentiation of evolutive forms present in axenic culture. We used
the NNN/Schneider biphasic culture medium, which constitutes the culture medium employed for the
isolation and maintenance of 7. caninum and the Schneider medium, both supplemented with 10 % FCS,
100 U/mL Penicillin and 100 pg/mL Streptomycin, and kept at 28 °C, 35 °C and 37 °C. The growth curve
started with 1x10° parasites/mL and counting was performed in a Neubauer chamber, in triplicate,
considering 48-72 h intervals for 30 days. At each interval, about 10 pl of the culture was spread slightly
onto slides, fixed with methanol, treated with SN hydrochloric acid for 10 minutes and then stained with
Giemsa for 20 minutes. The slides were analyzed under optical microscopy at x1.000 magnification by
examining the culture forms and their peculiarities. Photomicrographs were obtained using the Motic
Image Plus 2.0 software. The rates of different forms were determined by counting 100 randomly chosen
forms on the slides prepared during the growth curve. Measures (um) were taken with the same software
considering the total growth of the cell body and flagellum of the parasites randomly selected.

Transmission electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM) analyses were
performed on a 6-day-old culture maintained at 28 °C in biphasic medium. For TEM, approximately 5
mL of culture was washed twice with saline solution plus phosphates (PBS, pH 7.2) by centrifugation
process and the resulting pellet was resuspended in 2.5 % glutaraldehyde diluted in cacodylate buffer
0.1M, pH 7.2. This suspension was slightly homogenized and maintained at 4-8 °C for 24 hours. Post-
fixation was then performed using osmium tetroxide 0.1 M, 0.8 % potassium ferrocyanide, 5 mM calcium
chloride in cacodylate buffer 0.1 M, pH 7.2 for 30 minutes. After fixation, serial dehydration in acetone
was carried out; after centrifugation, the pellet was impregnate in PolyBed 812 resin. Ultrathin sections
were obtained and stained with uranyl acetate at 5 % lead citrate; they were then examined in
transmission electron microscope JEOL-1011 (Jeol, Akishima-Shi, Tokyo, Japan).

For SEM, after the washing process described for TEM, the parasite pellet was fixed with 2.5 %
glutaraldehyde and approximately 30 pl was placed on coverslips previously coated with poly-L-lysine.
Adhesion of cells to coverslips was performed for 40 minutes at 37 °C. Posteriorly, the coverslips were
post-fixed using osmium tetroxide 0.1M and then washed and dehydrated in acetone series, processed by
critical point (Balzers-CPD 030), metalized (Delton Vacuun), and observed in scanning electron

microscope Jeol-JSM 6390 LV (Jeol, Akishima-Shi, Tokyo, Japan) .

Results
Growth profile and light microscopy

During the growth process, the cultures were observed under light microscopy, presenting similar
growth profiles for both culture media used in this assay; however, the same was not observed regarding
temperature. At 28 °C, we observed a tenuous growth until the sixth day that peaked with ~10’
parasites/mL and then it stabilized until day 22. When parasites were submitted to 35 °C and 37 °C

3
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temperatures in both culture media, accentuated death was observed after the fourth and sixth days,
respectively. The growth profile of sample RJ4052 cultivated in biphasic medium is shown in Figure 1.

Analyses by light microscopy using slides stained with Giemsa were carried out with parasites
cultivated in NNN/Schneider medium at 28 °C. Quantification of the evolutive forms found at the
beginning of the growth curve demonstrated that atypical forms, with no free flagellum, represented 80
%; epimastigote forms with free flagellum, 18 %; and espheromastigote forms, 2 %. These proportions
were maintained throughout the curve and trypomastigote forms were only observed as of the tenth day,
accounting for 2 % (Figure 2). Statistical analysis, mean and standard deviation (SD) were performed
using the GraphPad Prism software.

Epimastigote forms with free flagellum were observed in fusiform format in varied sizes, both the
parasite body, with average 18.75 pm +/- 5.31 (10 pm to 27,5 um), and the flagellum, with average 21
pm +/- 17.08 (2.0um to 40.0 um). A discrete undulating membrane was observed in these forms. The
kinetoplast was found in circular or rod formats close to the nucleus, more frequently in the center of the
parasite body. Atypical forms, with no free flagellum, are non motile and are also found in different sizes,
with average 11.75 um +/- 3.43 (7.5um to 16.0pm), always in fusiform format. No posterior/anterior end
could be recognized in these forms. It was not possible to visualize the flagellum or any rudiment of this
structure through light microscopy. The kinetoplast was smaller than in the forms with free flagellum,
always located near the nucleus. Throughout the growth curve, was observed the division process of both
epimastigote forms (atypical and typical). Espheromastigote forms presented round format with free
flagellum of different sizes. Trypomastigote forms represented a rare event and were found in fusiform
format, with no significant variation in body and flagellum sizes, showing exuberant undulating
membrane. The kinetoplast was located in the anterior part of the parasite body, but always close to the
nucleus. The morphologic diversity of the 7" caninum RJ4052 sample in axenic culture is shown in Figure
3.

Electron microscopy

Trypanosoma caninum epimastigote forms presented ultrastructural organization similar to that found in
parasites of the genus 7rypanosoma, by transmission electron microscopy (TEM) analysis. In all the
forms studied, it was possible to visualize structures such as the kinetoplast located near the nucleus and
the basal body close to the flagellar pocket, both located laterally to the parasite body. We also observed
epimastigote forms with flagellum emerging laterally to the body and forms with no free flagellum, which
were identified as atypical epimastigotes because structures such as basal body and flagellar pocket were
visualized located laterally to the body. Furthermore, epimastigote forms with rudimentary flagellum
were also found (Figure 4).

Analysis by scanning electron microscopy revealed typical epimastigote forms with flagella of
different sizes emerging laterally to body. Forms with no free flagellum (atypical epimastigotes)
presented twisted body with longitudinal striae. The fusiform format, with one thin end, was confirmed

by SEM and no structure similar to the flagellum was observed in these forms (Figure 5).

60



Resultados- Artigo 3

o J o O W

AU GO OGO OO D BB DD WWWWWWWwWwwWwBOORNNODRNDNDNDNEE R R e
B WNHOWOAdNTDWRONRFPOW®O-JdNTDWNONEREOWWOWINTEWRNERE OWW-Uda OB WNEFE OWD-d6 U WK~ O W

Discussion

The necessity to define the evolutive stages of trypanosomatids is an old concern because this
knowledge is decisive to establish aspects of the life cycle of these organisms (Hoare and Wallace 1966).
In this study, we describe the presence of atypical epimastigote forms, with no free flagellum, that
multiply in the axenic culture of 7. caninum, constituting an inedited phenomenon in the literature on
evolutive forms of parasites of the genus 17ypanosoma.

Although trypanosomatids organisms are morphologically very heterogeneous, the main characteristic
that distinguishes their morphological stage is the arrangement of the flagellum in the body, as
determined by its starting point. According to Hoare and Wallace (1966), epimastigote forms were

‘

defined as “... stage represented by forms with just a nuclear kinetoplast; flagellum arising near it and
emerging from the side of the body to run along a short undulating membrane ...” Considering this
definition and the results obtained by TEM, the forms with no free flagellum described herein were
classified as atypical epimastigote forms. Structures such as basal body and flagellar pocket, which
constitute an indispensible set for the presence of flagellum (Kohl and Bastin 2005) were visualized
located laterally in these forms, a fact that reinforces our interpretation.

Non-flagellated cells are defined as mutant forms and these conditions were reported in different
species of the genera 7rypanosoma and Leishmania (Cuvelier et al. 2003; Kohl et al. 2003; Zauli et al.
2012). It is well known that genes and specific proteins are involved in the assembling of the flagellar
structure of these parasites (Thiel et al. 2008). Although mutant forms present stable phenotype (Kohl and
Bastin 2005), this characteristic was not observed in our study, in which it was possible to verify that
flagellated forms originate from forms with no free flagellum. By optical microscopy (as shown in Figure
3), can be clearly observed that some atypical forms with no flagellum, elongate at first and then develop
the flagellum, displayed as typical epimastigotes with a very long flagellum. We also verified that some
forms with no flagellum do not differentiate, but do not prevents its growth, remaining in the culture until
the thirtieth day of observation. For some reason, these forms were not able to trigger the mechanism for
the development and growth of the flagellum. Investigation of the functional role of genes involved both
in the formation and in the development of the flagellum of this agent is essential to clarify the
phenomena described herein.

We started this study with one isolate of 7. caninum, but the characteristics herein reported are
common to practically all samples of this species obtained so far. This fact suggests that this characteristic
may be specific of this agent, and that these atypical forms may be found in some stage biological cycle
of this parasite still little studied.

Initially, we speculated whether the arising of atypical epimastigote forms could have been caused by
culture conditions, once they were adapted from the routine for the diagnosis of leishmaniasis (Madeira et
al. 2009; Almeida et al. 2011; Barros et al. 2012) and do not correspond to the conditions commonly used
for parasites of the genus 7rypanosoma (Lustosa 1978; Bourguignon et al. 2006; Eloy et al. 2012). To
address this question, we maintained the RJ4052 sample in LIT (Liver Infusion Tryptose) medium and
verified the same phenomena (data not shown), which demonstrates that such condition was not

responsible for the emergence of atypical forms with no flagellum. Interestingly, we noticed that these

5
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atypical forms were not reported for the first isolate of this species (Madeira et al. 2009). As it is well
known, in vitro culture has considerable impact in certain subpopulations of parasites, modulating
morphological and functional characteristics (Dey et al. 2002; Devera et al. 2003). This would be one
possible explanation given that stock A27, the first 7. caninum isolate (Madeira et al. 2009), has remained
in our laboratory and has not presented such forms. It is important to emphasize that, at molecular level,
all 7' caninum isolates previously described are grouped in the same cluster (Barros et al. 2012).

Most studies of cultivation of Trypanosoma parasites are conducted at about 25 °C-28 °C (Camargo
1964; Brun and Jenni 1985; Contreras et al. 1998; Archer 2009) and this condition is an important factor
for the maintenance of 7. caninum. Cultures carried out at 35 °C and 37 °C were not successful,
demonstrating that this agent is sensitive to high temperatures. The fact that 7. caninum is found
exclusively on skin may present correlation with this characteristic, although more studies are necessary
to prove this hypothesis. Another interesting datum of our study was to note that atypical epimastigote
forms are often found growing in clusters and we speculate that may be this is not a random phenomenon.
In Leishmania parasites, the frequency of rosette formation was temperature dependent and this
organization was considered important to the activation of the sexual process in these organisms
(Iovannisci et al. 2010).

Little is known about the developmental cycle, tissue tropism, and pathogenicity of 7. caninum, and
we considered that the arising of these atypical forms may result from a disturb by interfering specific
proteins. These interfering protein leads to the inability to form and regulate the flagellum length. As
previously shown in non-flagellated cells from 7. brucei mutants, the cellular organization was severely
perturbed, demonstrating that the formation of the flagellum is a step important in many physiological
and structural aspects of the trypanosomatids (Kohl et al. 2003).

In summary, considering that the flagellum is a structure involved in widely different functions of
trypanosomatids, the findings reported herein bring additional data to the study of 7. caninum. These data
will be useful to clarify some aspects on the cell cycle of this intriguing parasite that has been reported in

various regions of Brazil.
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Figure legends

Fig. 1. Growth curve profile of Trypanosoma caninum RJ4052 sample in biphasic
medium (NNN+Schneider) at 28 °C, 35 °C and 37 °C. Data show the averages of three

counts at each curve point.

Fig. 2. Graph showing the proportion of atypical epimastigote forms, and epimastigote,
trypomastigote, espheromastigote forms observed during the growth curve of

Trypanosoma caninum RJ4052 sample in NNN/Schneider medium at 28 °C.

Fig. 3. Photomicrographs illustrative of the morphological diversity of culture forms of
T. caninum (isolate RJ4052) during the growth curve. Epimastigotes: a, b, ¢, d, e
atypical forms — with no free flagellum; f, g, h, i, 1 short flagellum; j, n, r medium
flagellum,; s, t long flagellum; b, m forms under division; p, q espheromastigotes; and

o trypomastigote. Giemsa stained. 1000x. Scale bar — 10.0 pm

Fig. 4. Transmission electron microscopy (TEM) of thin sections from epimastigote
forms of 7. caninum (RJ4052) culture. a, b Longitudinal section of showing nucleus,
kinetoplast, basal body, flagellar pocket (arrow) without the emergence of the flagellum.
¢ Transverse section showing nucleus, kinetoplast, and short flagellum (arrow). d
Transverse section of forms under division showing two nucleus (arrow), kinetoplast,
basal body, flagellar pocket with the emergence of the flagellum. e Longitudinal section
showing nucleus, kinetoplast, basal body, flagellar pocket, and flagellum. f Longitudinal
section showing the whole body length and nucleus, kinetoplast, flagellar pocket, and
flagellum. Nucleus (N), kinetoplast (K), basal body (BB), flagellar pocket (FP),
flagellum (F). Scalebar-0.5uminaandb, 1.0 yminctoe,2.0 uminf.

Fig. 5. Scanning electron microscopy (SEM) of epimastigote and espheromastigote
culture forms of 7. caninum (RJ4052). a, b, ¢ Atypical epimastigote forms with no
flagellum showing a twisted body with longitudinal striae; these forms are often
observed adhered to the body; d, e, f Atypical epimastigote forms presenting oval
format with one thin end and one rounded end. g Espheromastigote with medium
flagellum. i Epimastigote with medium flagellum. h, j Epimastigotes with long

flagellum. Scale bar-2.0 yuminatoc¢, 5.0 umind to j.
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Figure 5
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4. Discussao geral
Parasitos do género Trypanosoma possuem ampla variedade de hospedeiros

vertebrados podendo ser agrupados filogeneticamente em quatro diferentes clados:
aquéaticos, mamiferos, terrestres e aves. Dentre os parasitos de mamiferos, Trypanosoma
caninum foi descrito como uma nova espécie em 2009, infectando naturalmente caes
domésticos (Madeira et al., 2009). T. caninum é um parasito ainda pouco conhecido,
sendo nosso principal objetivo acrescentar e divulgar informagdes sobre esse parasito.
Nesse sentido, nosso primeiro passo foi a identificacdo de todos os isolados descritos,
utilizando para isso um alvo molecular conservado, a subunidade 18S do gene
ribossOmico e posterior andlise das sequéncias nucleotidicas. Essa abordagem
demonstrou que todas as 57 amostras de 7. caninum estudadas, eram geneticamente
idénticas ou muito semelhantes, sendo agrupadas em um tnico clado, substancialmente
diferente das outras espécies do género Trypanosoma. Esses dados foram apresentados
no artigo n° 1 e corroboram a classifica¢do de 7. caninum como uma nova espécie, pois
dados de caracterizacdo desses parasitos restringiam-se somente ao primeiro isolado
(stock A27) e informacdes bioquimicas de 19 amostras do Rio de Janeiro (Pinto et al.,
2010). No decorrer deste estudo, duas novas amostras foram isoladas no municipio do
Rio de Janeiro (dados ndo apresentados), totalizando até o momento 59 amostras de 7.
caninum descritas no Brasil.

No artigo n° 1, relatamos, pela primeira vez, a presenca de 7. caninum nos
estados de Mato Grosso, Minas Gerais, Sao Paulo e Distrito Federal, além dos casos ja
descritos no estado do Rio de Janeiro (Madeira et al., 2009; Pinto et al., 2010; Almeida
et al., 2011). Esses dados seguramente demonstram que 7. caninum estd circulando
entre cdes em diferentes regides do Brasil, ressaltando a importancia do estudo deste

2

parasito. E importante mencionar que alvos direcionados para regides conservadas do
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genoma, como a regido da subunidade 18S do gene ribossomal (rDNA), sio muito
utilizados com fins diagndsticos, sobretudo para identificacdo de novas espécies (Lima
et al., 2012; Simo et al., 2013; Villareal et al., 2013). Um dado interessante encontrado
em nosso estudo foi o fato de que este mesmo alvo também foi capaz de amplificar
DNA de T. caninum em amostras cutaneas, ja que algumas amostras de cultivo foram
perdidas. Esse resultado demonstra que a PCR, empregando esse alvo, pode constituir
uma ferramenta util para o rastreamento molecular desse parasito, sobretudo em estudos
retrospectivos.

O interesse pelo estudo de 7. caninum foi motivado também pelo fato do
parasito infectar o reservatério doméstico de L. chagasi (sin. L. infantum), agente da
leishmaniose visceral (LV) e esse fendmeno interferir no controle desse importante
agravo. Todas as regides onde 7. caninum foi encontrado sdo dreas endémicas de LV e
nessas regides, 0s caes positivos (ou sororeatores) sao recolhidos e eutanasiados pelos
programas de vigilancia epidemiolégica por constituirem um dos principais elos no
ciclo de transmissao (Mistério da Satde, 2006). O diagnéstico da leishmaniose visceral
canina (LVC) € dado principalmente pela sorologia e embora 7. caninum parega nao ser
patogénico para o cdo, a sua ocorréncia em areas de sobreposi¢ao com L. chagasi pode
causar confusdo na identificacdo de caes sororeatores, ja que ferramentas soroldgicas
nao discriminam ambos os parasitos (Silva et al., 2012). Em 2012, o status soroldgico
de caes infectados por 7. caninum foi investigado e tais resultados apontaram que esta
infec¢do pode confundir o diagndstico da LVC (Alves et al. 2012) e constitui um alerta
para a vigilancia epidemioldgica. Isto ressalta a necessidade do estudo de 7. caninum
por diferentes abordagens, mas principalmente na determinagdo de ferramentas

diagnésticas especificas e sensiveis que possam assegurar a identificagdo e
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discriminacdo desses agentes na infeccdo canina. Assim, o conhecimento de aspectos
moleculares desse agente € fundamental nesse processo e nosso estudo visou dar
contribuicdes nesse campo cujos resultados s@o apresentados no artigo n° 2 desta tese.

Os tripanosomatideos sdo geneticamente muito heterogéneos e esse aspecto pode
estar relacionado as caracteristicas do genoma desses organismos ou mesmo, a outros
fatores que possuem influéncia nesse contexto (Desquesnes e Dévila 2002). T. caninum
tem sido isolado de diferentes regides do Brasil € um dos objetivos do nosso estudo foi
conhecer a diversidade genética desse agente e avaliar se possiveis padroes genéticos
poderiam ser correlacionados com a regido geografica do isolamento, como ji
demonstrado em estudos com outras espécies de tripanosomatideos (Ferreira et al.,
2007; Viola et al., 2008; Cavazzana et al., 2010; Lima et al., 2012).

Das 57 amostras de T. caninum, 50 foram estudadas com esse objetivo e, os
resultados demonstraram alta similaridade entre todos os isolados, independente da sua
procedéncia geografica ou marcador molecular utilizado (18S rDNA, 24Sa rDNA ou
Cyt b). Mesmo quando foram utilizados alvos moleculares para genes de evolugdo
rapida foram obtidos os mesmos resultados. Neste estudo foram empregados alvos para
o gene Cyt b (maxicirculos do kDNA) e para regidao do ITS, que sdo amplamente
utilizados em estudos de polimorfismo genético de tripanosomatideos (Ferreira et al.,
2007; Lima et al., 2008; Auty et al., 2012). Sendo assim, de acordo com esses resultados
e o valor de bootstrap encontrado (~100%) nas arvores filogenéticas, sugerimos que 7.
caninum possua uma histéria evolutiva independente das outras espécies do gé€nero
Trypanosoma.

A homogeneidade genética entre os isolados de 7. caninum também foi

confirmada quando foram empregadas as técnicas de RFLP e a clonagem molecular. O
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estudo da regiao ITS rDNA por PCR-RFLP é muito empregado visando avaliar a
diversidade intraespecificas entre isolados. Lima et al., 2008 estudando amostras de T.
evansi isoladas de diferentes hospedeiros relataram elevada homogeneidade entre 41
isolados. Entretanto, em outro estudo com amostras de 7. theileiri 0s autores
encontraram alta variabilidade entre as amostras (Rodrigues et al., 2006). Esses
resultados mostram que o marcador molecular utilizado pode nos fornecer informagdes
distintas de acordo com a espécie estudada, demonstrando importantes diferengas entre
os organismos. Vale lembrar que as amostras de 7. caninum estudadas sao de ambientes
geograficos restritos (peridoméstico e doméstico) e por esse motivo o baixo nivel de
polimorfismo observado deve ser considerado com cautela. Na anédlise das sequéncias
da regido ITS rDNA foram encontradas aproximadamente de 40 sitios polimérficos, o
que indica algum grau de heterogeneidade entre os isolados. Também € importante
mencionar que o Brasil € um pais de extensa drea geografica e padroes epidemioldgicos
variados. Nesse contexto, mais informagdes podem ser obtidas através da investigacao
de T. caninum em outras regides geograficas e em outros hospedeiros, como os canideos
silvestres e animais sinantropicos que sdo expostos a padrdes epidemioldgicos mais
complexos.

Outra caracteristica interessante e distinta de 7. caninum que este estudo
demonstrou se relaciona ao tamanho da regido hipervaridavel dos minicirculos de kKDNA.
Essa regidao ¢ amplamente utilizada com fins de caracterizagdo e pesquisa de
variabilidade genética entre as espécies do género Trypanosoma, sobretudo T. cruzi
(Brito et al., 2008; Rodrigues et al., 2009). Utilizando os iniciadores 121/122 em
ensaios da PCR, T. caninum apresentou dois produtos, um com tamanho de 330 e outro

com 350 bp. Esse padrio € diferente quando comparado com outras espécies do género
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Trypanosoma. O protozodrio T. cruzi € uma espécie amplamente estudada por esse alvo
e apresenta um produto de 330bp. Garcia et al. (2012), em seu estudo também relataram
diferencas de tamanho dessa regido em amostras de 7. c¢. marinkelli (280 e 350 bp), T.
rangeli (330 e 380 bp) e T. dionisii (600 bp). Sendo T. caninum um agente ainda pouco
estudado, essa informacdo serd de grande utilidade, principalmente na distingdo das
espécies de Trypanosoma encontradas em mamiferos quando avaliado por alvos
moleculares que visem a regido dos minicirculos.

Atualmente, a sistemdtica dos parasitos do género Trypanosoma conta com
inimeras ferramentas moleculares (Rodrigues et al., 2010; Higuera et al., 2013;
Pourjafar et al., 2013) entretanto, aspectos a nivel morfol6gico, embora limitados para
algumas abordagens, também s3o importantes como elementos auxiliares para
identificacdo, sobretudo na distincdo dos estdgios evolutivos dos tripanosomatideos
(Lainson et al., 2008; Madeira et al., 2009; Viola et al., 2009; Lima et al., 2012;
Martinkovic et al., 2012). O estudo de uma nova espécie deve considerar também,
aspectos relacionados a biologia, entre os quais citamos o conhecimento das formas
evolutivas que os parasitos apresentam durante o seu ciclo biolégico. Assim, nosso
estudo, através dos resultados apresentados no artigo n° 3 contribui para o conhecimento
de aspectos morfolégicos de T. caninum. As formas evolutivas que 7. caninum assume
na infec¢do do hospedeiro vertebrado ainda ndo sdao conhecidas e neste artigo €
demonstrada outra particularidade desse parasito. Além das formas evolutivas
comumente encontradas no cultivo axénico de parasitos do género Trypanosoma, tais
como formas epimastigotas, tripomastigotas e esferomastigotas, foi detectada a presenca
de formas epimastigotas atipicas, que se apresentam sem flagelo livre visivel e que se

multiplicam no cultivo axénico. Em algumas dessas formas atipicas foi possivel
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observar o desenvolvimento do flagelo, as quais deram origem as formas epimastigotas
tipicas que apresentaram flagelos de diferentes tamanhos durante a curva de
crescimento. Parasitos mutantes, sem flagelo, sdo descritos na literatura para diferentes
géneros e espécies de tripanosomatideos e, essa condicao tem despertado o interesse de
pesquisadores, ja que o flagelo estd relacionado a atividades funcionais e bioldgicas
desses organismos (Kohl e Bastin, 2005).

Nos tripanosomatideos, o flagelo € considerado uma estrutura altamente
sofisticada e problemas na expressdo de proteinas responsaveis pelo desenvolvimento
dessa organela estdo relacionadas ao aparecimento de formas mutantes sem flagelo
(Bastin et al. 1999). Quando proteinas do axonema foram estudadas, comparando
parasitos flagelados e nao-flagelados, foi constatado que nas formas flageladas essas
proteinas estdo presentes e nas formas aflageladas, ausentes (Li et al. 2004). Neste
estudo, foi demonstrada a presenca de formas mutantes sem flagelo livre, claramente
evidenciado por técnicas de microscopia ptica e eletronica. Tais fatos apontam para a
possibilidade de que o surgimento dessas formas atipicas possa ser resultante de um
processo perturbado durante a divis@o celular desse parasito, que leva a incapacidade de
formar e alongar o flagelo. As razdes deste fendmeno ainda sdo desconhecidas, mas,
considerando-se que 7. caninum é um agente ainda pouco estudado, essa informacao
pode ser util para esclarecer aspectos do ciclo biolégico desse parasito. Adicionalmente,
a investigacdo do papel funcional de genes envolvidos tanto na formag¢do como no
desenvolvimento do flagelo sdo importantes para esclarecer tais fenOmenos.

Neste estudo, a condicdo 6tima de crescimento de 7. caninum foi a temperatura
de 28°C utilizando meio NNN acrescido de meio Schneider. Esse resultado foi

interessante principalmente porque essa condi¢do ¢ a mesma utilizada na rotina de
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isolamento desse agente. Apesar de até o momento, contarmos com 59 amostras de 7.
caninum, em todos os isolamentos o objetivo foi o diagndstico da leishmaniose visceral
canina (LVC) (Barros et al., 2012). Essa condicdo de cultivo (NNN + Schneider) difere
da literatura sobre a manuten¢do de parasitos do género Trypanosoma no qual o
frequentemente ¢é utilizado o meio LIT (Lustosa, 1978). Ja as temperaturas de 35,5° e
37°C nao favoreceram o crescimento de 7. caninum, demonstrando que esse agente seja
sensivel a temperaturas mais elevadas, diferente de outros parasitos desse género.
Interessante lembrar que T. caninum somente foi isolado de pele, sitio que possui
temperatura mais baixa quando comparado aos 6rgaos internos.

O fato das formas epimastigotas atipicas serem observadas praticamente em
todas as amostras de 7. caninum também pode sugerir que essas formas estejam
envolvidas em alguma etapa do ciclo de vida desse parasito, embora isto precise ser
estudado de forma mais aprofundada.

Nossos resultados contribuiram para a divulgacdo das areas onde 7. caninum
tem sido encontrado e certamente representam um avango na compreensao bioldgica e
molecular deste surpreendente parasito.

O presente estudo traz dados inéditos sobre 7. caninum, principalmente
relacionado aos aspectos morfoldgicos e genéticos. Consideramos que as publicacdes
apresentadas nesta tese consolidam informacdes anteriores e adicionam novos dados.
No entanto, diversas perguntas ainda persistem sobre esse intrigante agente cujas
respostas ficardo na dependéncia de investigacdes mais aprofundadas.

Estudos futuros deverao investir no esclarecimento do ciclo bioldgico, elei¢do de
ferramentas diagndsticas e, na pesquisa do possivel envolvimento de outros hospedeiros

vertebrados, como canideos silvestres e animais sinantrépicos, 0s quais estao expostos a
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diferentes padrdes epidemioldgicos. Além disso, a infec¢do natural por 7. caninum deve
ser considerada nos inquéritos epidemioldgicos e pesquisada em outras regides do
Brasil a fim de avaliar a real prevaléncia e distribuicdo geografica desse agente
parasitdrio no Brasil. Por fim, é considerado que contribuiram para um maior
conhecimento desse novo parasito e, de uma forma interessante, agregou metodologias

tradicionais como a microscopia as ferramentas moleculares.
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5. Conclusoes

1. A identidade de Trypanosoma caninum foi confirmada em todas as amostras estudadas,
mostrando a sua circulagc@o nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goids e

Mato Grosso;

2. Todas as amostras de 7. caninum estudadas apresentaram o mesmo padrdo genético
independente da procedéncia geografica e marcador molecular, confirmando que T. caninum
€ uma nova espécie.

3. A homogeneidade genética entre os isolados de 7. caninum foi confirmada levando a

hipdtese de ser um parasito composto por uma populagdo altamente homogénea

4. T. caninum apresenta no cultivo axénico formas evolutivas tipicas do género
Trypanosoma, além das formas epimastigotas atipicas que se apresentam sem flagelo livre,

as quais dao origem as formas flageladas.
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