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Resumo

Foram capturados 129 jacarés-do-Pantanal (Caiman yacare), no Pantanal Sul
Mato-Grossense, em uma regidao conhecida como Miranda-Abobral. As capturas
foram realizadas em ambientes Iénticos, representados pelas lagoas localizadas
ao longo da rodovia MS-184, e ambientes lo6ticos, representados pelos rios
Miranda, Vermelho e Abobral. Os jacarés foram pesados, medidos e tiveram
coletados os ectoparasitos presentes, especialmente as sanguessugas, e foram
examinados para a presengca de Trypanosoma sp., utilizando a técnica de
centrifugagcdo em microhematécrito. A prevaléncia total obtida foi de 20,1%
(26/129). Comparativamente, ndo ha correlagéo entre a presenga do parasitismo e
os dois ambientes estudados (U=1222,5; p=0,82). Pelo exame dos esfregacos
sanguineos e impressdes de tecidos corados por Giemsa, foram detectados dois
morfotipos de Trypanosoma sp. As sanguessugas encontradas aderidas nos
jacarés foram dissecadas, em periodos variaveis de tempo, e de suas partes
foram confeccionados esfregacos de aposi¢gdo, nos quais foi observada a
presenca de formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma sp.,
sugerindo que estes hirudineos sao hospedeiros invertebrados desses flagelados.

De um jacaré foi coletado um espécime de Amblyomma rotundatum (KOCH, 1844).

Palavras chave: Caiman yacare, Trypanosoma, Pantanal, parasitismo.



Abstract

In this study, 129 caimans (Caiman yacare), were captured, in the Pantanal of
Mato Grosso do Sul State, at the region knowing as Miranda-Abobral. The
captures were carried out in lentics and lotics environments, the first represented
by the pools located at the edge of the highway MS-184 and, the second, by the
rivers Miranda, Vermelho e Abobral. All the crocodilians were weighted, measured,
serch for ectoparasites, specially leeches, and their blood examinated for
Trypanosoma sp., using the hematocrit centrifuge technique. The total prevalence
was 20,1% (26/129). Comparing the data by Mann-Whitney test, it does not
observed correlation on the parasitism and with different environments (U=1222,5;
p=0,82). The examining of blood smears and “imprints” staining by Giemsa, were
detected two morphotypes of Trypanosoma sp. The leeches found attached on the
caimans were dissected, within differents periods of time, and from their body
portions was confectioned “imprints”, of which forms of epimastigotes and
tripomastigotes were observed, suggesting that these hirudins are invertebrate
hosts of these flagellates. One thick, Amblyomma rotundatum (Koch, 1844), was

found attached on one caiman.

Key words: Caiman yacare, Trypanosoma, Pantanal, parasitism.



Sumario

Agradecimentos
Resumo
Abstract
Introducao
Revisao de Literatura
Material e Métodos
Area de Estudo
Captura dos Jacarés
Diagnéstico Parasitologico do sangue
Hospedeiros Invertebrados
Estudos Histopatoldgicos
Analises Estatisticas
Resultados e Discussé&o
Comparacéao das prevaléncias de Trypanosoma sp. em jacarés
capturados em ambientes Iénticos e I6ticos
Caracterizacao de Trypanosoma sp. por morfometria
Esfregacos sanguineos
Esfregacos de Soro
Impressodes de Tecidos
Cortes Histolégicos
Analise dos Hospedeiros Invertebrados
Conclusdes

Referéncias Bibliograficas

N o B~AWw

18
19
20
22
22
22
24

24
29
29
29
30
34
35
39
40



I- Introducao

Os tripanossomatideos sado capazes de infectar em uma grande
variedade de hospedeiros, de plantas a animais invertebrados e vertebrados;
esses organismos estdo amplamente distribuidos nos diferentes continentes. A
capacidade de infeccdo por individuos morfologicamente muito semelhantes,
porém com ciclos biolégicos diferentes, faz dessa familia um excelente modelo

para estudos evolutivos (VICKERMAN, 1976 e 1994).

Os géneros Trypanosoma e Leishmania sdo os mais estudados
nesta familia, em razdo de sua patogenicidade para humanos e animais.
Entretanto, é também um importante parasito de sangue, linfa, tecidos ou
cavidades de todas as classes de vertebrados, geralmente apresentando
prevaléncia alta em populagdes naturais. Muitas espécies ja foram descritas em
animais silvestres e, estima-se que outras mais serao identificadas. Isto porque os
estudos estdo limitados pelo acesso e captura destes animais. Por esta razao,
aspectos biolégicos do ciclo de vida de muitas espécies permanecem

indeterminados.

A maioria dos relatos sobre tripanossomiase em vertebrados
aquaticos se refere a peixes. Estudos em répteis e anfibios ainda sao escassos.
Em crocodilianos, as duas espécies descritas s&o: Trypanosoma grayi, parasito de
crocodilos africanos, Crocodilus niloticus, e T. cecili parasito de Caiman crocodilus.
Em jacarés-do-Pantanal, Caiman yacare, existe apenas um relato de ocorréncia

de tripanossomas (NUNES & OsHIRO, 1990). No entanto nao foi atribuido nome a



espécie, bem como ainda nado foram esclarecidos aspectos da patogenia e

transmissao.

O jacaré-do-Pantanal é uma espécie amplamente distribuida na
planicie pantaneira em razao de seu grande potencial para utilizacdo sustentada e
conservagao alguns estudos biolégicos véem sendo desenvolvidos (COUTINHO et
al., 1996; PINHEIRO et al., 2001; CAmPOs, 2003). No entanto, estudos sobre
aspectos de parasitismo ainda sao restritos, assim como as interagbes parasito-

hospedeiro-ambiente e seu efeito nas populagdes silvestres e de cativeiro.

Considerando que a regidao do Pantanal Sul-Matogrossense
compreende um sistema bastante rico, onde as condigbes ambientais favorecem o
estabelecimento de uma grande variedade de fauna e flora, o estudo das
interacdes entre os organismos é fundamental para o entendimento dos

fendbmenos que contribuem para a manutencao desta diversidade.

Este estudo tem como objetivos: 1- a determinacdo da prevaléncia de
tripanossomas em jacarés-do-Pantanal em diferentes ambientes; 2- a
caracterizagdo morfologica da(s) espécie(s) e, 3- provaveis hospedeiros

invertebrados envolvidos.



II- Revisao de Literatura

A ordem Kinetoplastida €& constituida por protozoarios que apresentam
uma organela denominada cinetoplasto, que é uma regido especializada da
mitocbndria, constituida por moléculas circulares de DNA concatenadas. Junto
com o grupo dos euglendides, os Kinetoplastida representam o mais antigo grupo
de organismos eucariotos contendo mitocondria (BAKER, 1994). Os organismos
desta ordem estdo subdivididos em duas subordens: Tripanosomatina, cujos
membros sdo parasitos obrigatérios, e Bodonina, que compreendem parasitos e
espécies de vida livre (HOARE, 1972). Recentemente, MOREIRA et al. (2004)
propuseram uma nova subdivisdo da Classe Kinetoplastea, baseada em analises
filogenéticas, na qual esta classe é constituida de duas novas sub-classes,
Prokinetoplastina e Metakinetoplastina, esta ultima contendo os Typanosomatida

e mais trés novas ordens: Eubodonida, Parabodonida e Neobodonida.

Durante a histéria evolutiva deste grupo, os Kinetoplastida tem
desenvolvido uma grande variedade de estilos e adapta¢des ao parasitismo. As
duas hipdteses mais antigas propostas para a origem e evolugdo do estilo de
vida parasitario em Kinetoplastida, sdo o parasitismo inicial em invertebrados, e o
parasitismo inicial em vertebrados. A hipétese do parasitismo inicial em
invertebrados postula que o parasitismo por flagelados “bodo-like” foi
primeiramente estabelecido no trato intestinal de invertebrados primitivos e, com
a evolucao e especiagao dos hospedeiros invertebrados atuais, deram origem a
ampla distribuicdo de Kinetoplastida em muitos tipos de invertebrados (LEGER,

1904). Ja a hipotese do parasitismo inicial em vertebrados postula que o



parasitismo monogenético teria primeiramente estabelecido no intestino de
vertebrados, de onde os parasitos ganharam entrada no sistema circulatorio

através de penetragao profunda nos tecidos (MINCHIN, 1908).

Entretanto, MAsLov & SIMPSON (1995), através de estudos filogenéticos
moleculares, sugerem que ftripanossomatideos digenéticos evoluiram
independentemente, de parasitos monogenéticos tanto de invertebrados como
daqueles de vida livre, em razdo das notaveis dissimilaridades nas estratégias
que parasitos digenéticos utilizam para escapar dos mecanismos de defesa nos
hospedeiros. No entanto, o estudo de organismos que ainda nao foram incluidos
em analises filogenéticas moleculares, tais como tripanossomas de peixes,
anfibios e répteis, poderiam ajudar a esclarecer a origem do parasitismo nestes
organismos (MASLOV & SIMPSON,1995).

Os géneros Trypanosoma e Leishmania, sao os de maior evidéncia dentro
do grupo dos Kinetoplastida, e também um importante parasito de sangue, linfa,
tecidos ou cavidades de todas as classes de vertebrados, com algumas espécies
patogénicas para o homem e animais domésticos e silvestres (OLSEN, 1974). No
sangue dos hospedeiros vertebrados, os tripanossomas apresentam-se sob a
forma caracteristica de tripomastigota, alongados, com cinetoplasto pds-nuclear
e flagelo emergindo pela lateral do corpo, que segue como membrana ondulante.
A forma amastigota, presente nos tecidos do hospedeiro vertebrado, sdo
arredondados e ndo possuem flagelo externo. Nos hospedeiros invertebrados
sdo encontradas formas epimastigotas — semelhantes aos tripomastigotas,
porém com cinetoplasto justanuclear e anterior ao nucleo, e um estagio de
transigcéo entre as formas flageladas e amastigota, os esferomastigotas — formas

circulares com flagelo livre (HOARE, 1972; HAAG et al., 1998;).

Ao contrario das espécies causadoras de doengas humanas, dos géneros
Trypanosoma e Leishmania, para os quais os parametros taxondmicos para sua
classificagdo sdo ampla e claramente definidos pela comunidade cientifica, os
tripanossomas exclusivos de animais domésticos e silvestres, e o0s

tripanossomatideos de plantas e insetos sao ainda pouco estudados. Estes tém



sido classificados arbitrariamente como novas ou antigas espécies, adotando-se
0 hospedeiro de origem e/ou origem geografica como critério taxonédmico para
atribuicdo de nomes especificos (W00 & BLACK, 1984; OVERATH et al., 1999).
Esta conduta para atribuicdo de nomes especificos, gerou dezenas de
descricoes de espécies sem critérios confiaveis e suficientes estudos
comparativos. Apenas recentemente isolados de anfibios, peixes, répteis e aves
passaram a ser melhor investigados (LETCH, 1979; W00 & BLACK, 1984;JONES &
Woo, 1991b, 1992, 1993; OVERATH et al., 1998, 1999; STEVENS et al., 19993,
1999b, 2001;). Desta forma, devido a escassez tanto de isolados quanto de
estudos moleculares, a origem evolutiva, filogenia e status taxondmico dos
tripanossomas de anfibios e répteis sdo ainda indefinidos. No entanto, segundo
MoOMEN (2001), todos os géneros de tripanossomatideos amplamente aceitos na
atualidade, foram descritos ha mais de noventa anos, baseando-se em aspectos
morfolégicos e hospedeiros de origem. Assim, o problema na taxonomia dos
Tripanosomatidae, reside no fato de que os isolados que tem sido identificados e
estudados refletem apenas uma pequena parte da verdadeira diversidade da

familia (MOMEN, loc cit).

A maioria das espécies de Trypanosoma se desenvolve em artrépodes
hematofagos, de diversas ordens e familias, exceto as espécies que parasitam
peixes, anfibios e alguns répteis, pois estas sao transmitidas por sanguessugas
(OLSEN, 1974). A transmissdo de estagios infectantes de um hospedeiro a outro
pode se dar de varias formas que incluem: meio inoculativo e contaminativo
durante a alimentagao dos invertebrados, transferéncia mecanica por vetores, e

transmissao sexual entre dois hospedeiros.

Em humanos, Trypanosoma cruzi induz uma fase aguda com parasitemia
patente, seguida por uma fase crénica de longo termo, caracterizada por
parasitemia subpatente e parasitismo tecidual escasso. A maioria dos pacientes
chagasicos permanece com uma forma indeterminada da doencga caracterizada
pela auséncia de manifestacées clinicas. Aproximadamente 20 a 30% dos
pacientes desenvolvem uma forma cardiaca expressa por uma grande variedade

de manifestacdes, desde pequenas alteragdes eletrocardiograficas, até morte



repentina por falha cardiaca. O substrato patoldégico da forma cardiaca é a
presenga de uma prolongada miocardite fibrética progressiva. Finalmente, de 8 a
10% dos pacientes desenvolve uma forma digestiva caracterizada por dilatagdes

de gravidade variavel do eséfago e célon (BRENER, 1992).

O diagnéstico parasitolégico direto da tripanossomiase é baseado na
deteccdo de formas tripomastigotas sangulineas pelo exame microscépico de
amostras de sangue fresco ou esfregaco sanguineo. As preparagdes coradas
permitem a caracterizagcdo morfolégica do parasito, enquanto que os exames a
fresco facilitam a deteccdo do parasito pela sua motilidade. Esta ultima é
utilizada para diagnostico na fase aguda, quando grande numero de parasitos
estdo presentes na corrente sanguinea (CHIARI, 1992). Assim, métodos de
concentracdo aumentam a probabilidade de deteccao da parasitemia na fase
cronica. Dentre eles, o método mais facil € a centrifugagdo do sangue com
anticoagulante em tubos capilares para microhematodcrito, e visualizagao dos

parasitos sobre a camada leucocitaria (W00, 1969).

As formas sanglineas do género Trypanosoma sao prevalentes em uma
grande variedade de vertebrados, e altas prevaléncias em infec¢des naturais nas
populagdes sugerem uma resposta imune de eficiéncia limitada, permitindo que
0 parasito consiga escapar ou interferir na resposta imune de seus respectivos
hospedeiros (OVERATH et al., 1999). Segundo REIs (2000), a persisténcia de
patdgenos intracelulares (Trypanosoma e Leishmania) deve estar associada a
eficientes mecanismos de evasao, pois estes mobilizam uma intensa resposta

imune inata e adquirida nos hospedeiros infectados.

Trypanosoma grayi, parasito de crocodilos africanos (Crocodilus niloticus),
€ a espécie melhor conhecida em répteis. HOARE (1931), mostrou em infecgdes
experimentais, que os crocodilos adquirem infeccdo a partir de mscas tsé-tsé
(Glossina palpalis) infectadas, por via contaminativa. As formas tripomastigotas
ocorrem principalmente nos capilares epidérmicos, ndo havendo multiplicagao no
sangue, o que resulta em baixa parasitemia. As infecgbes tém um periodo pré-

patente de aproximadamente quatro dias, podendo persistir por pelo menos dois



anos, e os crocodilos parecem ter imunidade parcial ou tolerancia aos flagelados
(OLSEN, 1974).

Em jacarés-do-Pantanal, Caiman yacare (Crocodilia: Alligatoridae), foi
relatada a presenca de Trypanosoma sp. (NUNES & OsHIRO, 1990), o qual
distingue-se morfologicamente de T. Grayi e T. cecili, parasitos de Crocodilus
niloticus e Caiman crocodilus, respectivamente. A diferenciagdo entre estas
espécies baseou-se apenas em estudos biométricos, porém nao foi atribuido
nome especifico a este organismo quando da descrigao.

O jacaré-do-Pantanal, Caiman yacare, é encontrado no norte da
Argentina, sul do Brasil, Paraguai e Bolivia. Apesar da caca ilegal em passado
recente, € uma espécie amplamente distribuida na planicie pantaneira; analises
sugerem que esta caga predatoria ndo teve impacto negativo nas populagdes
(MOURAO et al.,, 1996). Segundo THORBJARNASON (1999), apesar de a caga
comercial de crocodilianos ter levado varias populagbes a alcangarem niveis
proximos a extingdo, entre as espécies para as quais a perda de habitat nao foi
um fator significante, a redugdo ou eliminacdo da caga comercial permitiu a

recuperacao dessas populagoes.

Morfolégica e ecologicamente semelhante a Caiman crocodilus, o C.
yacare pode alcangar até 3,0 metros de comprimento e é capaz de se adaptar a
diferentes tipos de habitats: rios e lagoas, sempre associados a vegetacao

flutuante.

Considerando-se a implantagdo de criadouros comerciais pelo alto valor
da pele e da carne dos jacarés, justifica-se o desenvolvimento de estudos sobre
a sanidade deste animal, permitindo a identificagao e o controle de doencas. Isso
podera também contribuir para conservacdo e manejo desta espécie em

ambiente silvestre.

Crocodilos criados em cativeiro podem apresentar uma grande variedade
de doencas. Entre elas, as de maior importancia sdo coccidiose, septicemia
bacteriana, ascaridiase e pentastomiase (LADDS & Sims, 1990, CATTO, 1991).

Outras infecgbes encontradas s&o: filarias, hemogregarinas, trematddeos e



nematodeos (LADDS et al., 1995). A mortalidade de crocodilos, principalmente
jovens, causadas por essas doengas, bem como a presenca de infecgbes
multiplas, podem ser atribuidas a coleta de individuos recém eclodidos no
ambiente e a falta de aclimatacdo as condi¢des de cativeiro (LADDS et al., 1995).
Jacarés encontrados na natureza, também estdo freqientemente associados a
helmintos, protozoarios e sanguessugas (CHERRY & AGER JR.,1982; CATTO,
1991). Estes ultimos, além de causarem eosinofilia nos jacarés (GLASSMAN et al.,
1979), sao transmissores de Hemogregarina crocodilinorum em Alligator
mississipiensis (KHAN et al. 1980), e outras hemogregarinas para tartarugas
(SIDDALL & DESSER, 2001) e serpentes (PESSOA & CAVALHEIRO, 1969). Além disso,
sanguessugas podem ser hospedeiros definitivos de hemogregarinas (SIDALL &
BURRESON, 1994; WISE et al., 2000;) e hospedeiros intermediarios de
tripanossomas de peixes (NEGM-ELDIN, 1998), anfibios (MARTIN & DESSER, 1991)
e répteis (CHIA & MILLER, 1984).

A maioria das espécies aquaticas de sanguessugas vive em agua doce,
preferindo aguas rasas com vegetagcdo marginal, como charcos, lagos e rios
lentos. Sao bastante resistentes a desidratacao, podendo estivar em periodos de
seca, sobrevivendo a perda de até 90% de seu peso (BARNES, 1984).
Aproximadamente 75% das espécies sao ectoparasitos hematofagos, e o
restante compreende espécies predadoras de pequenos invertebrados. Seu
sucesso como hospedeiros intermediarios depende da sua especificidade e
habitos alimentares. De acordo com BusH et al. (2001), espécies de
sanguessugas que sao especificas a um hospedeiro, € que permanecem

aderidas a eles, sao vetores ineficientes.

Varios parametros podem contribuir para a variacdo na prevaléncia de
tripanossomas em vertebrados de agua doce, naturalmente infectados. Acredita-
se que a multiplicagao e transmissao do parasito em épocas quentes seja maior.
Fatores como temperatura da agua, sensibilidade da técnica de diagndstico
usada e idade do hospedeiro, também contribuem para esta variacao observada
(Woo0, 1994).



Segundo KOELLA & RESTIF (2001), o ambiente, em que vive o hospedeiro
também tera um papel critico na associagdo parasito—hospedeiro, pois a
qualidade ambiental geralmente influencia sua histéria de vida e modificara a
pressao de selecao do parasito. Desta forma, prediz-se que ambientes com alta
produtividade sdo dominados por hospedeiros com forte resisténcia e parasitos
virulentos, enquanto que em ambientes de baixa qualidade seriam favorecidas
interacbes mais atenuadas. Sendo assim, espera-se que ambientes |énticos
apresentem uma maior freqiéncia de animais parasitados que ambientes Iéticos.
Isso pode ocorrer em fungéo do ambiente |éntico consistir em habitat preferencial
dos provaveis transmissores de Trypanosoma spp. (SCHLENZ & TAKEDA, 1993),
ou mesmo favorecer o contato entre os hospedeiros vertebrado e invertebrado.
Além disso, no Pantanal, ocorre um maior agrupamento de individuos aquaticos
e semi-aquaticos durante o periodo de seca, quando secam as diversas lagoas
temporarias e diminui-se o nivel de agua de alguns rios. Com isso, ha um
aumento da competicao intra e interespecifica, da predagédo e do estresse, com
consequente queda na imunidade destes individuos. Estes fatores podem
contribuir para facilitar a transmissdo de parasitos. Quando ocorrem alteracoes
ambientais, com reflexo nos mecanismos de defesa de animais parasitados,

estes podem manifestar sintomas de enfermidades (PAVANELLI et al., 2002).

O sucesso do estilo de vida parasitario é atestado pela ubiquidade dos
parasitos, em hospedeiros de todos os filos, e na estabilidade a longo termo de
muitas relagdes parasito-hospedeiro (WAKELIN, 1984). Segundo BEGON et al.
(1996) cada hospedeiro € um ambiente heterogéneo — uma matriz de habitats
potenciais - e cada parasito € especializado em um nicho particular, pois sado
adaptados as condigdes nele presentes. As analogias ecolégicas falham, quando
se considera que o0 ambiente provido pelo hospedeiro ndo € passivo, mas pode
reagir adaptativamente a presencga do parasito. Mesmo em um ambiente onde
estdo perfeitamente adaptados, os parasitos enfrentam uma variedade de
fatores potencialmente destrutivos nunca experimentados pelas espécies de vida

livre, como anticorpos, componentes do complemento, citocinas e células



fagocitarias. A habilidade de o parasito em evadir ou resistir a estas respostas

adaptativas determina sua capacidade de sobreviver e reproduzir.

A infeccdo por parasitos tem consideravel potencial em regular ou
restringir o crescimento de uma populacédo de hospedeiros vertebrados em
condi¢cbes naturais, sendo responsavel, pelo menos em parte, pela reducédo de
sua sobrevivéncia, fecundidade, crescimento e habilidade competitiva. Além
disso, podem alterar o padrao de comportamento dos hospedeiros de forma a

escapar, controlar ou eliminar parasitos (HART, 1992).

O Pantanal Sul Mato-grossense compreende uma area de
aproximadamente 140 mil km?, susceptivel a inundacées periddicas, situado no
sentido leste-oeste entre o meridiano 55° oeste e a fronteira do Brasil com Bolivia
e Paraguai e no sentido norte-sul entre os paralelos 16° e 22° sul. E reconhecido
como a maior planicie inundavel continua do mundo, de clima marcadamente
sazonal, com periodo de chuvas de outubro a abril e um periodo de seca de
maio a setembro. Segundo AMARAL FILHO (1986), o periodo e intensidade das
cheias é variavel de ano para ano. A regido ocupa cerca de 35% da superficie da
Bacia do Alto Paraguai (SUAREZ et al., 2001) e a altitude varia de 165 a 83 metros
acima do nivel do mar, apresentando uma topografia plana e de pouca
declividade, circundada por planaltos com altitude superior a 400 metros. A
vegetacao é formada por matas sub-perenifélias, vegetagédo de cerrado, savanas
arbustivas, matas e campos (SILVESTRE FILHO & RomMEU, 1974). O ciclo anual de
cheia e seca é o fenbmeno ecoldégico mais importante da planicie,
desempenhando papel preponderante na ciclagem de nutrientes e na
disponibilidade de agua. A area de abrangéncia da inundagdo e o tempo de
permanéncia das aguas nos campos regem a disponibilidade de habitat e
alimentagdo para organismos aquaticos e semi-aquaticos, condicionando sua
distribuicdo, abundancia, modo de vida e comportamento reprodutivo (CALHEIROS
& FERREIRA, 1997).

Além das enchentes anuais, ocorrem periodos plurianuais com enchentes

mais expressivas, que podem variar em intervalos de dois a vinte e seis anos.



Estes periodos sdo menos previsiveis que o ciclo anual de enchente/vazante,
com fases de anos de grandes enchentes seguidas por outros menos umidos,
que devem afetar de forma marcante a estrutura e dindmica populacional de
animais e plantas no Pantanal (CALHEIROS & FERREIRA, 1997).

Todo este sistema é drenado pelo rio Paraguai; e seus principais afluentes
sao os rios Jauru, Cuiaba, Sao Lourenco, Piquiri, Taquari, Negro, Miranda e Apa.
A fauna do Pantanal, também é reflexo dos biomas que o circundam, sendo rara

a existéncia de espécies endémicas (WILLINK et al., 2000).



lll- Material e Métodos

3.1- Area de estudo

O estudo foi realizado no Pantanal Sul Mato-grossense, na sub-regido do
Miranda-Abobral, municipio de Corumba/MS, onde a Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul possui uma unidade denominada Base de Estudos do
Pantanal (BEP), localizada nas coordenadas 19°34'36”S; 57°01°06”"W. Os
ambientes |énticos foram constituidos pelas lagoas, baias, areas inundadas e
depressdes formadas ao longo da rodovia MS-184 pela retirada de terra para a
construcao de aterros. Os ambientes l6ticos foram representados pelos rios Negro
e Miranda, afluentes do rio Paraguai, e os rios Abobral e Vermelho, que na
verdade s&o grandes cursos d’agua ou vazantes que tém sua origem nas aguas

do rio Negro, numa regido conhecida como “Brejao do Negro”.

Durante a realizagao deste trabalho, foi realizada uma coleta de sangue em
uma fazenda localizada no municipio de Miranda, onde jacarés-do-Pantanal sdo
criados em cativeiro, pelo sistema conhecido como “ranching” (CAMPOS et al.,
2005). Este sistema consiste na coleta de ovos diretamente da natureza, criacao
dos jovens até a fase de abate e devolugdo ao ambiente natural de uma parcela
dos jovens. Também nessa mesma fazenda foram amostrados jacarés, em uma

lagoa isolada.



3.2- Captura dos jacarés

As coletas foram realizadas nos ambientes em periodos de seca, pois
nestas condicdes a captura e contencdo dos animais sao facilitadas pela maior
exposicao e visualizagdo. MONTAGUE (1983) concluiu que, mudangas sazonais no

nivel de agua tem um marcado efeito no numero de crocodilianos encontrados.

Os jacarés foram capturados com lago apropriado (Fig. 1). Para cada animal
capturado foi registrado o local, medidos o comprimento rostro-cloacal e total,
peso. A coleta de sangue foi realizada por puncao cardiaca, na regido sagital do
térax, na jungcdo da décima linha de placas esternais, em tubos com sistema
Vacutainer ™, com anticoagulante (EDTA 4%) e encaminhados ao laboratdrio
para diagndstico. Para alguns jacarés, foram coletadas duas amostras de sangue:

uma como descrito acima, e outra em tubos sem anticoagulante.

Todos os animais capturados foram sistematicamente vistoriados a procura
de ectoparasitos que, quando presentes, foram coletados e fixados em alcool
70°GL.

Alguns exemplares de sanguessugas foram mantidos vivos em condigdes
de laboratério com troca de agua perioddica, com finalidades de pesquisa das

formas intermediarias e metaciclicas de Trypanosoma sp.

Apos os procedimentos citados os jacarés foram libertados no préprio local

de captura.



Figura 1. Forma de captura de Caiman yacare.

3.3- Diagnéstico parasitolégico do sangue

As amostras foram analisadas pela técnica descrita por Woo (1969),
conhecida como técnica do microhematdcrito, para diagndstico das formas
sanguineas de Trypanosoma spp. Esta técnica consiste na centrifugacao do
sangue com anticoagulante durante cinco minutos, em tubos capilares (75mm de
comprimento, 1,4-1,6mm de didmetro, 80 microlitros de volume) a 10.000 rpm,
velocidade nominal. As formas sanglineas podem ser imediatamente
visualizadas, quando presentes, na regido acima da camada leucocitaria, em
microscopio optico com aumento total de 100 X. A parasitemia foi avaliada durante
a observacdo ao microscopio, onde, quando se observava de um a trés
tripanossomas, era considerada baixa, de quatro a seis tripanossomas, média e

acima de seis tripanossomas, alta. Ainda por esta técnica, também foram medidos



os volumes globulares médios (VG), um indice util na classificagdo das anemias.
As amostras de sangue coletadas sem anticoagulante foram analisadas pelo
método de STROUT (1962) com as seguintes modificacdes: apds a coleta do
sangue, os tubos foram mantidos em posic¢ao inclinada até a retracédo do coagulo.
Em seguida, parte do soro foi transferida para tubos de microcentrifuga, com
capacidade para 2,5 ml, e centrifugada a 3.500 rpm (60 G) por 5 minutos.
Descartado o sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso e homogeneizado.
Deste material foram confeccionados esfregagos, posteriormente fixados com
metanol e corados por Giemsa. Este método foi utilizado com o objetivo de

concentrar os parasitos, eventualmente presentes no sangue.

Foram ainda confeccionados esfregacos do sangue total, fixados com
metanol e corados por Giemsa, os quais foram examinados para estudos
morfométricos. Os parametros mensurados foram: comprimento total incluindo o
flagelo livre (BL), distdncia da extremidade posterior do corpo a extremidade
anterior (PA), distdncia da extremidade posterior do corpo ao cinetoplasto e ao
nucleo (PK e PN, respectivamente), distdncia do cinetoplasto ao nucleo (KN),
distancia do cinetoplasto e nucleo a extremidade anterior (KA e NA), largura do
nucleo (LN) e comprimento do flagelo livre (FF). O indice nuclear (NI) foi calculado
pela razdo entre as medidas de distancia da extremidade posterior ao nucleo e da
distdncia do nucleo a extremidade anterior (PN/NA). O calculo do indice do
cinetoplasto foi feito pela divisao dos valores da distancia da extremidade posterior

ao nucleo pela distancia do cinetoplasto ao nucleo (PN/KN).

A determinacao das medidas foi realizada em microscopio acoplado a um
sistema para digitalizagdo de imagens e processadas por um programa de
computador, Kantron Eletronik KS 400 ™, version 2.00 — 1995, estimando as

medidas em micrédmetros (um).

Parte de cada amostra do sangue coletado foi inoculada em meio de cultura
NNN e enviadas para o Laboratério de Biologia Molecular de Parasitos Flagelados

do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (USP).



3.4- Hospedeiros Invertebrados

Os espécimes de sanguessugas recolhidos, quando da captura, foram
dissecados em periodos variaveis de tempo, entre 5 e 20 dias aos a captura, e
suas porg¢oes fixadas em lamina pelo método de impresséao de tecidos (“imprints”),
fixados com metanol e corados por Giemsa e examinadas em busca de formas de
Trypanosoma spp. Ainda foram feitos cortes histologicos, corados por
hematoxilina-eosina, para visualizagdo de possiveis formas parasitarias em

evolugao, bem como sua localizacdo nos tecidos do hospedeiro invertebrado.

3.5- Estudos histopatologicos

ApoOs a coleta de sangue, seis jacarés foram retidos para necropsia, tendo
coletadas amostras de tecidos (figado, pulmao, coragéo, rim e bago), que foram
fixadas em solugcdo de formalina a 10% e processadas para estudos
histopatolégicos em busca de lesdes ou alteragbes teciduais compativeis e
relacionaveis ao parasitismo em estudo. Também foram confeccionadas Iaminas
de impressao de tecidos das mesmas amostras, fixadas com metanol e coradas

por Giemsa.

3.6- Analises Estatisticas

Para calcular a prevaléncia de jacarés-do-Panatanal parasitados por
Trypanosoma sp. foi considerada uma estimativa populacional de até 500 mil
individuos na regido de estudo (MOURAO et al.,2000). Realizou-se o calculo para
uma prevaléncia estimada em p=0,15 e A=0,05 como erro padrao, definindo-se o
n amostral minimo em 86 animais, para um intervalo de confianca de P< 0.001

(Epi Info ™, Centers for Disease Control and Prevention USA).



A prevaléncia do parasitismo por Trypanosoma sp. foi avaliada pela razao
entre o numero de individuos parasitados e o numero total da amostra. Este

mesmo calculo foi realizado para todas as categorias de tamanho.

Empregou-se o calculo do indice de Correlagdo de Spearman para avaliar
se a carga parasitaria esta relacionada ao tamanho e peso dos hospedeiros; este
mesmo indice foi utilizado para verificar se ha relagao entre o volume globular
medio dos jacarés e a intensidade do parasitismo; também foi empregada a
Regressao Logistica para verificar se a presenca/auséncia do parasito possui
relacdo com o tipo do ambiente ou tamanho do hospedeiro. O teste U de Mann-
Whitney foi usado para testar se ha diferenga na parasitemia dos jacarés, entre os
ambientes loticos e |énticos (ZAR, 1996).



IV- Resultados e Discussao

4.1 - Comparacgao das prevaléncias de Trypanosoma sp. em jacarés capturados

em ambientes |énticos e l6ticos:

Foram capturados e examinados para a presenga de Trypanosoma, 129
jacarés no Pantanal Sul Mato-grossense, no periodo compreendido entre
setembro de 2002 e setembro de 2005. Deste total, vinte e seis jacarés (20,1%)
estavam parasitados por Trypanosoma sp., diagnosticados pela técnica de Woo
(1969). Em ambientes I6ticos a prevaléncia encontrada foi de 20,8% (9 / 45) e em
ambientes |énticos de 20% (17 / 84). Analise pelo teste U de Mann-Whitney indica
que a presenga do parasitismo ndo esta relacionada aos diferentes ambientes,
|éntico ou lotico (U=1222,5; p=0,82). A proximidade dos valores das prevaléncias
avaliadas em ambientes lénticos e ldoticos, provavelmente se deve a grande
capacidade de deslocamento dos jacarés e alternancia entre estes habitats.
Segundo CamPOs (2002, 2003), os movimentos observados em jacarés-do-
Pantanal acontecem nao sé entre as areas de rios e lagoas, mas também dentro
destas areas durante todo o ano, e parece ocorrer tanto em resposta a disturbios,
como também pode estar relacionado ao comportamento reprodutivo ou

disponibilidade de alimento.

NUNES & OsHIRO (1990), relatam uma prevaléncia de 46% para
tripanossomas, através da técnica de Woo, em 50 jacarés amostrados na regiao
da Nhecolandia. Apesar desses autores nao informarem as caracteristicas do

ambiente estudado, esta freqliéncia sugere que tenham capturado os animais em



ambientes |énticos perenes e isolados, os quais favorecem a permanéncia dos
jacarés, diminuindo a necessidade de deslocamento em razdo das mudangas
climaticas sazonais, além de proporcionar um ambiente favoravel a manutengao
dos hospedeiros invertebrados, e transmissao da parasitose. A diferenca entre a
prevaléncia encontrada por estes autores e a obtida neste estudo, possivelmente
esta relacionada as caracteristicas dos ambientes estudados, ou mesmo ao
nimero e forma de amostragem. E possivel que ocorra diferenca entre as
prevaléncias entre ambientes Iénticos com caracteristicas distintas. Em uma lagoa
perene e isolada, amostrada neste estudo, foi encontrada uma prevaléncia de
55% para tripanossomas (5/9) nos jacarés capturados, sendo este resultado
semelhante ao de NUNES & OsHIRO (1990), o que reforga esta hipotese.

Através do diagnédstico obtido pelo método de Woo, foram encontrados
vinte e seis jacarés positivos para Trypanosoma sp., enquanto que em esfregagos
sanguineos este numero foi bastante inferior, sendo encontradas apenas seis
amostras positivas. Isto porque, nestas preparagdes poucos tripanossomas eram
observados, mesmo naquelas colhidas em animais positivos e com alto escore
pela técnica de Woo. Dos vinte e seis jacarés diagnosticados positivos pelos
métodos de W00, 82,76% foram classificados como baixa parasitemia; 6,90% com
média e apenas 10,34% com alta, indicando que a parasitemia nos animais é

reduzida na circulagao periférica.

Estes resultados sdo semelhantes aos relatados por HOARE (1929), para
crocodilos africanos, em que a parasitemia encontrada foi baixa, tanto em
infeccbes naturais quanto experimentais, independente do numero de

tripanossomas introduzidos originalmente.

O comprimento rostro-cloacal (CRC) dos jacarés capturados variou de 33 a
127 cm. Como ainda nao existe uma correlagao entre a idade e tamanho de
Caiman yacare, utilizou-se os critérios relatados por UETANABARO (1989), em que
estabelece arbitrariamente nove classes de tamanho, de | a IX, considerando

intervalos de 9,9 cm do CRC. Na classe | foram incluidos animais com tamanhos



compreendidos entre 30 e 39,9 cm, e na classe IX, individuos com tamanho igual

ou superiora 110 cm.

Tabela 1- Prevaléncia da infecgéo por Trypanosoma sp. € hemogregarinas em jacarés do Pantanal,
nas diferentes classes de tamanho.

CRC= Comprimento rostro cloacal, n= nimero de individuos; dp= desvio padrdo

Classe de CRC (cm) CRC médio  dp n Prevaléncia (%) de Prevaléncia (%) de
tamanho Trypanosoma hemogregarinas
I 30-39,9 36,16 + 2,85 6 16,6 66,6
I 40-49,9 475+1,94 5 0 100
1l 50 - 59,9 56,23 + 2,54 17 58 100
v 60 - 69,9 63,92 + 3,12 13 7,69 100
\Y 70-79,9 738129 16 18,75 100
Vi 80-89,9 83,15+ 3,05 13 38,43 100
VI 90-99,9 95,37 £ 3,29 8 12,5 100
VIl 100-109,9 103,4 £ 1,85 5 0 100
X >110 119 +£6,98 3 33,3 100

Utilizando o calculo do indice de Correlacdo de Spearman, conclui-se que
nao ha relacdo entre a parasitemia por tripanossomas e o comprimento rostro
cloacal (CRC) dos jacarés (rs=0,19722; p=0,06; n=87). Este resultado indica que
esta parasitose pode ser adquirida em qualquer fase da vida dos Caiman yacare.
Também nao houve significancia no resultado da analise de Regresséao logistica
entre a presenga de Trypanosoma sp. € o comprimento total (CT) (x2=2,8770;
p=0,089), comprimento rostro cloacal (CRC) (x?=2,6440; p=0,10395), ou com o
peso (x*= 0,50556; p=0,48) dos jacarés. O volume globular (VG) observado nas



amostras variou entre 12 e 47 com média de 20,57 e, também, ndo apresentou

relacéo a intensidade do parasitismo (rs=0,01903; p=0,87; n=75).

Em animais criados em cativeiro, foram examinadas 16 amostras de
sangue de jacarés com idade variando de 6 a 15 meses. Todos os foram
negativos para Trypanosoma pela técnica de Woo0, sugerindo que a transmisséo
nao ocorre na auséncia do hospedeiro invertebrado, pelas condicdes de
tratamento e higiene dos tanques. Estes resultados reforcam as evidéncias de que
a transmissdo da parasitose € feita por sanguessugas, uma vez que estes
organismos nao estavam presentes nos tanques protegidos e, por outro lado, a
exposigao dos animais a insetos hematoéfagos, tais como tabanideos e mosquitos,

era evidente.

No exame das amostras, foi diagnosticada a presenca de hemogregarinas
em 98,44% (127/129) dos jacarés examinados pela técnica de Woo e,
principalmente, pelos esfregacos sanglineos. Nos exames dos microhematécritos
foram visualizados gametdcitos livres em 48,8% das amostras (63/129). No
entanto, nas preparagbes dos esfregacos corados, estas foram encontradas com
pouca freqUéncia. Nas preparagdes coradas, houve predominancia de
gametdcitos intraeritrociticos (127/129). Até o presente, ainda nao foi possivel
caracterizar a espécie de hemogregarina. Entretanto, LAINSON et al. (2003)
descreve como Hepatozoon caimani em Caiman crocodilus e relatam que, em
infeccbes experimentais, a transmissdo pode ser conseguida através de
mosquitos e ras, porém, em condi¢gdes naturais, podem estar envolvidos outros
hospedeiros intermediarios. Considerando que para jacarés-do-Pantanal, os
anfibios anuros néo constituem um item importante na dieta (UETANABARO, 1989),
€ improvavel que estes sejam os principais hospedeiros invertebrados dessa

parasitose no Pantanal, haja vista a alta prevaléncia observada neste estudo.

Em Alligator mississipiensis, a transmissao de hemogregarinas € atribuida a
sanguessugas Placobdella multilineata (KHAN et al., 1990). No entanto, LAINSON et
al. (loc cit) relatam que nao foi possivel, experimentalmente, a transmissédo de

Hepatozoon caimani, através desses organismos, para Caiman crocodilus. Nas



andlises dos esfregagos de aposicdo de sanguessugas obtidos neste estudo,
puderam ser visualizados gametocitos intraeritrociticos no conteudo intestinal das

mesmas, porém nao foram encontradas formas de hemogregarinas em evolugéo.

De maneira semelhante a tripanossomiase, a frequéncia da infeccdo por
estes parasitos nao apresentou diferenca estatistica entre os tipos de ambientes —
lénticos e loticos. Os resultados apresentados na Figura 2, mostram que a
probabilidade dos jacarés adquirirem a infecgdo € maior em animais com medidas

superiores a 30 cm de CRC.
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Figura 2. Probabilidade de ocorréncia de infecgdo por hemogregarinas em Caiman yacare, em

relacdo ao CRC (comprimento rostro cloacal).



4.2- Caracterizagédo de Trypanosoma sp. por morfometria

4.2.1- Esfregagos sanguineos

Nos esfregagos sanguineos corados, a presenca de Trypanosoma é rara
mesmo naquelas amostras com alto escore parasitario apresentado pela Técnica
de Woo. Elas apresentaram forma de “C”, com membrana ondulante bem
conspicua e desenvolvida, extremidades anterior e posterior afiladas, nucleo
ocupando toda a largura do corpo, cinetoplasto em posicdo marginal a
submarginal, localizado mais proximo a extremidade posterior (indice médio do
cinetoplasto: 1,69) (Tabela 2) e citoplasma com vacuolos dispersos ao longo do
corpo. O comprimento médio do corpo encontrado foi de 48,01 um e a largura do
nucleo com 3,40 um (Tabela 2). Na maioria dos espécimes nao foi possivel a
visualizagédo do cinetoplasto, pois este ndo se corou adequadamente, entretanto a
regidao do bolso flagelar esteve sempre bem evidente. A conformag¢do em forma de
“C”, faz com que as extremidades posterior e anterior se apresentem sobrepostas
(Fig. 3A), o que impossibilita a visualizacdo do flagelo livre, bem como a
mensuracdo do mesmo. Assim, nao foi possivel obter medidas do comprimento do
flagelo e comprimento total destes parasitos. Apesar das medidas obtidas neste
estudo ndo serem coincidentes, em sua totalidade, com aquelas reportadas por
NUNES & OsHIRO (1990), as caracteristicas morfoléogicas sao bastante

semelhantes, e permitem assumi-los como da mesma espécie.

4.2.2 — Esfregacos de Soro

Os tripanossomas encontrados em preparagdes coradas por Giemsa,
obtidas das amostras de sangue processadas pela técnica de STROUT (1962)
modificada (Fig. 3B), apresentaram o corpo mais afilado e dobrado, geralmente
em forma de “S”, isso permitiu a obtencdo de algumas das medidas do flagelo e
comprimento total, que estao apresentadas na Tabela 2. O nucleo também ocupou
toda a largura do corpo, as vezes com regides menos coradas, com largura média

de 2,13 uym. O cinetoplasto sempre evidente e bem corado, também localizado



mais proximo a extremidade posterior (indice médio do cinetoplasto: 1,75). As
medidas dos tripanossomas obtidos pela técnica de STROUT, em média,
apresentaram algumas diferencas em relacdo aquelas encontradas nos
esfregagos de sangue total, entretanto, o desvio padrdo encontrado em ambas as
amostras foi elevado. Além de prover um maior numero de parasitos disponiveis
para mensuragao, este método aumenta a sensibilidade dos diagnosticos, pois

permite concentrar os parasitos usando maior quantidade de sangue.

Mesmo considerados como da mesma espécie, as medidas de
tripanossomas obtidas pelos diferentes métodos, Woo e STROUT, ndo foram
agrupadas nas anadlises, em razdo da possivel influéncia das alteracdes

morfoldgicas resultantes da centrifugacao.

As diferencas entre as médias das medidas obtidas neste estudo e aquelas
relatadas por NUNES & OsSHIRO (1990), podem ser, em parte atribuidas ao método
utilizado para as mensuragdes. Também, pode-se observar uma grande amplitude
entre valores minimos e maximos, e sobreposicdo entre estes valores, o que

indica que ndo ha diferengas estatisticas entre as medidas.

Na Tabela 2 encontram-se sumarizados os valores das medidas obtidas
nesse estudo, comparadas com outras medidas de tripanossomas de outros

crocodilianos.

4.2.3 — Impressao de tecidos

Dois jacarés com diagndstico positivo para tripanossomas pela técnica de
Woo0 (1969) foram necropsiados e neles foram encontradas formas tripomastigotas
em impressao de tecidos de rim, pulméo, coragao, figado e baco (Fig. 4). Estes
tripanossomas apresentaram caracteristicas morfolégicas e biométricas muito
distintas daqueles encontrados nos esfregacos sanglineos, tais como: estriacboes
na membrana, principalmente na regido anterior ao nucleo, muitos vacuolos
localizados na regido posterior, membrana ondulante muito desenvolvida, nucleo
pouco corado e localizado na parte posterior do corpo (indice nuclear NI = 0,63),

citoplasma granuloso e fortemente corado em azul, porém o flagelo ndo foi corado



adequadamente em todos os espécimes. Apenas um exemplar apresentou flagelo
conspicuo, permitindo a mensuragao: 12,93 um. Neste espécime, o comprimento
total incluindo o flagelo livre foi de 66,33 um; o cinetoplasto localizado proximo ao
nucleo (indice do cinetoplasto Ki= 5,26 um) e a area do bolso flagelar bastante

evidente (Tabela 2).

Embora existam muitas semelhancas morfolégicas entre os tripanossomas
encontrados nos capilares internos de Caiman yacare e Trypanosoma grayi,
parasito de crocodilianos africanos (Tabela 2), as diferengas entre as medidas,
bem como a distancia geografica, ndo permitem assumir com seguranga, que
sejam da mesma espécie; 0 que exige o emprego de técnicas moleculares para a

confirmacéao da espécie.

Tripanossomas com as mesmas caracteristicas morfoldégicas daqueles
observados em esfregacos obtidos pelo método de STRouUT, também estavam

presentes nas impressodes de tecido, em pequeno numero.

Segundo Woo (1963), a sensibilidade de técnicas de diagndstico em
tripanossomas de anfibios anuros, varia com a espécie de tripanossoma. JONES &
Woo (1989) relatam que impressdes de rim sdo mais sensiveis para deteccéo de
T. chattoni e T. rotatorium em anfibios, e 0 sucesso desta técnica esta diretamente
relacionado ao tamanho do parasito, enquanto que a sensibilidade da técnica de
centrifugacdo em microhematécrito pode ser relacionada a gravidade especifica,
tamanho e motilidade dos tripanossomas: parasitos grandes podem sedimentar
com as células sanguineas e dificultar a detec¢ao por esta técnica. Neste estudo,
o morfotipo 2 foi observado mais prontamente em impressdes de tecido, enquanto
que o morfotipo 1 encontrado principalmente nos esfregagos sanguineos. A partir
dos resultados obtidos, pode-se inferir que, a utilizacdo concomitante de mais de
uma técnica de diagndstico poderia oferecer dados de prevaléncia mais acurados
para tripanossomas em jacarés-do-Pantanal. Entretanto, a utilizagdo da técnica de
centrifugacdo em microhematécrito é mais facil, rapida e menos invasiva que a

técnica de impressao de tecidos.



Vale a pena relatar, que os resultados das coloragcdes s&o bastante

variaveis, mesmo em laminas coradas ao mesmo tempo e sob as mesmas

condicoes.

Tabela 2- Dados comparativos de mensuragdo dos tripanossomas obtidos em Caiman yacare

(morfotipo 1: formas encontradas nos esfregagos de sangue e soro; morfotipo 2: forma encontrada

nas impressdes de tecidos), Trypanosoma sp. (NUNES & OsHIRO, 1990) e Trypanosoma grayi
(HOARE, 1931)

PK= Distancia da extremidade posterior ao cinetoplasto; KN= distancia do cinetoplasto ao nucleo; PN= distancia da extremidade posterior ao nucleo;

NA= distancia do nucleo a extremidade anterior; PA= distancia entre as extremidades anterior e posterior; FF= comprimento do flagelo livre; BL=

comprimento total; NI= indice nuclear; KI= indice do cinetoplasto; NW= largura do nucleo.

Trypanosoma

Morfotipo 1 Morfotipo 1 Morfotipo 2 - T. grayi

Esfregaco Esfregago de Impressdo de

sanguineo Soro tecidos
PK 10,05 (£3,59) 12,67 (x2,05)  18,01(5,02) 8,3 (£2,08) 19,5
KN 14,65 (£2,56) 17,04 (x2,15) 4,71 (x1,35) 16,7 (£2,5) 3,5
PN 24,90 (£5,06) 29,71 (£3,57) 22,72 (¥4,94) 25,7 (¢4,1) 23,3
NA 23,11 (£3,41) 23,07 (£3,78) 36,60 (£5,56) 24,4 (+3,6) 38,32
PA 48,01 (£3,60) 52,77 (£6,23) 59,32 (+8,27) 48,8 (+6,4) 61,62
FF - 8,56 (£3,50) 12,93 8,3 (x1,7) 14,28
BL - 61,77 (£5,58) 66,33 57,1 (£8.8) 75,9
NI 1,13 (20,45) 1,31 (20,22) 0,63 (£0,15) 1,1 (x0,1) 0,61
KI 1,69 (£0,24) 1,75 (20,12) 5,26 (+1,63) 1,6 (£0,2) 6,66
NW 3,40 (+0,83) 2,13 (£0,52) 4,91 (+1,37) 2,9 (20,7)




Figura 3. Formas sanguineas de Trypanosoma sp. encontradas em esfregagos de sangue total (A) e
soro (B).

Figura 4. Formas tripomastigotas de Trypanosoma sp. obtidas a partir de impressao de tecidos de Caiman

yacare.



Figura 4. Formas epimastigotas encontradas em esfregagos de aposi¢éo de Placobdella spp.

Figura 5. Formas tripomastigotas encontradas em impressao de tecidos de Placobdella spp.

4.2.4- Cortes histologicos

N&o foi encontrada nenhuma evidéncia de formas de desenvolvimento
intracelular de Trypanosoma nos cortes de tecidos examinados. Este resultado se
assemelha ao de WALLIKER (1965), que apesar de ter encontrado formas adultas

de T. superciliosae abundantemente distribuidas nos sinuséides do figado de



Uranoscodon superciliosa, ndo detectou outras formas em cortes de tecido, e

atribui este fato ao tamanho do parasito.

Também ndo foram encontradas alteragdes teciduais que possam ser
atribuidas a tripanossomiase, sendo sugestivo que as espécies encontradas em
jacarés-do-Pantanal ndo sao patogénicas. Estes resultados coincidem com
aqueles de HOARE (1931), que relata, em estudos experimentais, que nenhum dos
crocodilos infectados experimentalmente com T. grayi apresentaram sintomas ou
qualquer sinal de desconforto, independente do numero de tripanossomas

presentes no indculo.

4.3-. Analise do(s) hospedeiro (s) invertebrados (s)

A maioria dos jacarés capturados estava parasitada por sanguessugas do
género Placobdella spp. (Hirudinea : Glossiphoniidae); sendo observado, em
alguns individuos, intenso parasitismo. A regidao do corpo dos jacarés onde houve
maior captura de hirudineos foi a mucosa oral (Fig.6), aderidas firmemente e em
grupos formando aglomerados com inumeros individuos. Raramente foram
encontradas aderidas entre as placas e regides axilares. (Dados nao

quantificados).

Nas sanguessugas mantidas nas condicbes do laboratério, foram
encontradas formas epimastigotas (Fig. 4) e tripomastigotas (Fig. 5). Estas formas
foram observadas em impressdes de tecidos corados por Giemsa, em periodos
variaveis de tempo de até 20 dias apds a captura. Embora os flagelados
observados apresentem um acentuado polimorfismo, nao foi possivel determinar
uma série de estagios consecutivos pois, além de ocorrerem simultaneamente,
nao ha como definir com precisdo o tempo de infeccdo, visto que todas as

Placobdella spp. foram retiradas diretamente da natureza.

As formas tripomastigotas encontradas nas impressdes de tecidos corados

por Giemsa, foram encontradas em sanguessugas que ja haviam digerido o



sangue presente no intestino. Estes tripomastigotas apresentaram o corpo
delgado e longo, e algumas formas em divisdo, detectadas a partir de 5 dias apods
a coleta, em sanguessugas com pouco ou nenhum conteudo intestinal. As formas
epimastigotas foram visualizadas em grande numero e com uma ampla variagao,

tanto nos aspectos morfolégicos quanto no tamanho.

MARTIN & DESSER (1991) relatam que o tempo de desenvolvimento para
estagios metaciclicos de T. fallisi em Desserobdella picta, varia grandemente e
esta relacionado ao tempo de digestdo do sangue presente no intestino; pois,
individuos adultos podem demorar até 6 meses para digerir o sangue ingerido e
as formas epimastigotas e transitérias podem permanecer nestas condicbes até
que a digestao seja completada.

Para facilitar a visualizagdo das formas de tripanossomas nas
sanguessugas, foi acrescentado soro de cavalo ao conteudo do intestino, quando
do corte para impressao de tecidos. As formas visualizadas nessas preparacoes
mostraram pouca variabilidade em tamanho e forma. Foram encontradas formas
epimastigotas semelhantes aquelas descritas por HOARE (1931) como largas nas
infeccbes com T. grayi. O cinetoplasto apresentou corado em roxo, posterior e
justaposto ao nucleo, o citoplasma fracamente corado e com granulos refringentes
proximos a extremidade posterior. Woo (1969), relata o encontro de granulos
amarelos em estagios de desenvolvimento de T. canadensis em Placobdella sp,
na regido posterior do corpo e sugere que sejam caracteristicos dessa espécie.
Entretanto, nesse estudo estes granulos foram detectados apenas nas
preparagdes as quais foi adicionado soro de cavalo e foram consideradas como

artefatos da técnica.

UETANABARO (1990) relatou o encontro de sanguessugas no conteudo
estomacal de jacarés e considerou que a ingestdo ocorreu acidentalmente. Isso
sugere que a transmissdo dos tripanossomas pode se dar também por via
contaminativa. HOARE (1929) demonstrou que a infecgao de crocodilos por T. grayi
ocorre por contaminagdo da membrana mucosa da boca. Em jacarés-do-Pantanal,

provavelmente a infeccdo também se da através da via contaminativa pela



ingestdo das sanguessugas ou destas aderidas a peixes, como é sugerido por
CHIA & MILLER (1984) para T. hidrae, parasito de cobras e também transmitido por

sanguessugas.

Embora BARROS (1996), tenha observado que Phaeotabanus fervens,
(Diptera: Tabanidae), exibe especificidade por jacarés, sugerindo que estes sejam
transmissores de tripanossomas. No entanto, este mesmo autor relata que, nao foi

possivel capturar estes dipteros, mesmo usando jacarés como isca.

Considerando que sanguessugas podem parasitar outros individuos de
diferentes espécies, existe a possibilidade da ocorréncia de infeccbes mistas,
tanto da(s) espécie(s) de tripanossoma encontrada(s) nos jacarés, como também
de tripanossomas que parasitam outros vertebrados, ou mesmo
tripanossomatideos exclusivos de sanguessugas e sem nenhuma conexdo com
vertebrados. Para o esclarecimento destas questdes, torna-se necessario o
desenvolvimento de estudos experimentais e moleculares sobre a transmisséo

desses parasitos.

Entre os jacarés capturados, apenas um individuo apresentou parasitado por
carrapato Amblyomma rotundatum (KOCH, 1844), identificado segundo proposto
por GUIMARAES et al. (2001), no inicio da estagdo seca. Essa espécie encontra-se
amplamente distribuida, na América Central e do Sul, tendo como hospedeiros
répteis e anfibios (EVANS et al., 2000), e raramente observada em animais de
sangue quente (GUIMARAES et al., loc cit). RAINWATER et al. (2001), considera que
os crocodilianos podem ser parasitados por carrapatos durante os deslocamentos
em terra. O encontro de apenas um espécime em um periodo de trés anos de
observacdo, indica que carrapatos nao podem ser considerados parasitos
habituais de jacarés, e sim acidentais, como também ndo devem causar um

impacto negativo nas popula¢gdes dos mesmos.



Figura 5. Sanguessugas Placobdella spp. aderidas a mucosa oral de jacaré-do-Pantanal, Caiman

yacare.



V- Conclusoes

Em Jacarés do Pantanal, Caiman yacare, a prevaléncia para Trypanosoma
sp. € de 20,1%. Nao ha diferencga entre os indices de prevaléncia de Trypanosoma
nos diferentes ambientes, 1éntico e Ibtico.

A presenga do parasitismo por Trypanosoma sp. ndo esta relacionado ao
peso ou tamanho dos jacarés.

Ocorre dois morfotipos de Trypanosoma parasitando jacarés-do-Pantanal,
entretanto, através dos estudos histopatolégicos, ndo constatou-se qualquer
manifestagdo patogénica relacionavel ao parasitismo. O morfotipo-1, é encontrado
em maior numero na circulacido periférica, e o morfotipo-2 encontrado
principalmente nos capilares internos.

A parasitemia encontrada € muito baixa, e ndo apresenta relagao ao tipo do
ambiente, peso ou tamanho dos jacarés.

Ocorre parasitismo intenso por sanguessugas, Placobdella spp., em
jacarés-do-Pantanal. Formas em desenvolvimento de Trypanosoma sp. séo

encontradas em Placobdella spp.
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