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RESUMO

Na infeccdo experimental por Trypanosoma vivax em bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro
utilizaram seis bovinos machos, higidos, com idade minima entre de oito a 12 meses e peso
corporal médio de 98 a 165 kg. O experimento foi dividido em trés fases: adaptacdo (10 dias),
inoculagdo e pos-inoculagdo (74 dias), a fim de avaliar pardmetros fisicos, hematol6gicos,
bioquimicos e parasitoldgico. O resultado das avaliacGes fisicas apontou hipotermia na fase
inicial e final das avaliacfes e hipertermia no 22° dia pos-inoculagdo. Houve bradicardia nos
primeiros 15 dias e ap0s 45 dias pos-inoculacdo, enquanto bradipnéia e hipomotilidade foram
detectadas ao longo das avaliacbes. No eritrograna houve reducdo das hemacias,
hemoglobina, volume globular, concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
plaquetas caracterizando uma anemia do tipo normocitica e hipocrémica. No leucograma
identificou-se leucopenia com neutropenia. Os bastonetes, eosinéfilos, baséfilos, linfocitos e
mondcitos ndo obtiveram diferenca pois estavam dentro dos parametros de normalidade. Na
analise de dados das bioquimicas sanguineas, as alteracfes foram discretas e pontuais para 0s
seguintes parametros bioquimicos: fibrinogénio, proteinas totais, albumina, globulina,
creatina quinase, glicose, creatinina, ureia, bilirrubina total, direta e indireta. Notou-se
reducdo da atividade sérica da aspartato aminotransferase nos dias 18 a 60 pds-inoculagdo e
aumento na atividade sérica da gama glutamiltransferase entre os dias 67 e 74 pés-inoculagéo,
porém, esse aumento foi resultado de alteracdo em dois animais. A parasitemia diagnosticada
pelo método de Woo e quantificada pelo método de Brener mostrou-se intensa no estagio
inicial da doenca e, ao longo das avaliagdes, houve diminuicdo dos picos de parasitemia ndo
levando nenhum bezerro ao 6bito. Os bovinos pdés-inoculacdo experimental apresentaram
sintomas leves e pontuais e sobreviveram a fase aguda da doenga, 0 que sugere
comportamento de tolerancia em relagédo ao T. vivax.

Palavras chaves: hemoparasito, modelo experimental, resisténcia genética, tolerancia,
tripanosomose.
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ABSTRACT

In the experimental Trypanosoma vivax infection in Curraleiro Pé-Duro cattle, six healthy
male cattle with a minimum age of eight to 12 months and an average body weight of 98 to
165 kg were used. The experiment was divided into three phases: adaptation (10 days),
inoculation and post-inoculation (74 days) in order to evaluate physical, hematological,
biochemical and parasitological parameters. The results of the physical evaluations indicated
hypothermia in the initial and final phase of the evaluations and hyperthermia on the 22nd day
after inoculation. There was bradycardia in the first 15 days and 45 days after inoculation,
while bradypnea and hypomotility were detected throughout the evaluations. In erythrogram
there was a reduction in red blood cells, hemoglobin, globular volume, mean corpuscular
hemoglobin concentration (HCCM) and platelets characterizing a normocytic and
hypochromic anemia. In the leukogram, leukopenia with neutropenia was identified. The
bands, eosinophils, basophils, lymphocytes and monocytes did not differ because they were
within the normal range. In the analysis of blood biochemistry data, changes were discrete
and punctual for the following biochemical parameters: fibrinogen, total proteins, albumin,
globulin, creatine kinase, glucose, creatinine, urea, total direct and indirect bilirubin.
Aspartate aminotransferase activities decreased on days 18 to 60 post-inoculation and gama
glutamyltransferase activities increased between days 67 and 74 post-inoculation, however,
this increase was due to only two animals. Parasitaemia, diagnosed by the Woo method and
quantified by the Brener method, showed to be intense in the early stage of the disease and
throughout the evaluations there was a decrease in parasitaemia peaks, leading no calf to
death. The cattle after experimental inoculation had mild and punctual symptoms and
survived the acute phase of the disease, establishing signs of tolerance in relation to T. vivax.

Keywords: experimental model, genetic resistance, hemoparasite, tolerance, trypanosomiasis.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

O agente etioldgico da tripanossomose bovina € o protozoario Trypanosoma
vivax, que pode ser encontrado na corrente sanguinea dos bovinos, e apresenta relevancia por
seu impacto negativo na pecuaria. Animais contaminados apresentam queda na producéo de
carne e leite, 0 que gera prejuizos econdmicos’.

Na Africa o T. vivax tem ampla distribuicdo e importancia econémica devido a
grande quatidade de vetore bioldgico, a mosca tsé-tsé. A facilidade de adaptacdo dessas
moscas permitiu a expansdo do T. vivax para a América Central, América do Sul e Caribe?.
A primeira ocorréncia do T. vivax descrita no Brasil foi em bufalos no estado do Pard em
1972. Em Goias o primeiro surto reportado ocorreu em maio de 2015 e, apds esse surto,
outros cinco foram descritos. A disseminacdo da doenca no estado esta ligada a
comercializacdo de animais oriundos de areas endémicas®.

Como os sinais clinicos sdo inespecificos e aparecem em outras doencas como a
babesiose e a anaplasmose, o diagndstico ndo é simples. Os principais achados clinicos sao:
febre, letargia, fraqueza, anemia, perda de peso, lacrimejamento, diarreia, hemorragias e
aborto. Em casos mais graves, o animal pode apresentar sinais nervosos caracterizados por
incoordenacdo, tremores musculares e cegueira transitoria e/ou permanente®>3. A infeccio
por T. vivax pode ser diagnosticada por métodos parasitoldgicos, imunologicos e
moleculares®.

Para o tratamento da tripanosomose bovina sdo indicadas trés drogas, o
diaceturato de diminazene, o cloridrato isometamidium e dipropionato de imidocarb®°. As
medidas de controle preconizadas na tentativa de controlar a tripanosomose sdo 0 uso de
quimioprofilaxia e o controle de vetores com drogas pour-on®. Uma outra medida que pode
ser adotada € a aquisicdo de animais somente apds realizacdo de testes de diagndstico,
especialmente em bovinos oriundos de ares endémicas.

Atualmente existe na Africa duas ragas de bovinos tripanotolerantes que sio
igualmente suscetiveis a infeccdo inicial por tripanosomas, possuem capacidade de
sobreviver, reproduzir e permanecer em areas de alto desafio com as moscas transmissoras
sem a necessidade do uso de substancias quimicas para controlar o vetor ou drogas para

controlar o parasito, ao contrario de outras ragas que sucumbem rapidamente a doencal®.



Considerando esses estudos com bovinos tripanotolerantes na Africa, optou-se por avaliar
racas locais brasileiras, sabidamente resistentes, como o bovino Curraleiro Pé-Duro que foi
trazido da Peninsula Ibérica para o Brasil, pelos portugueses na época do descobrimento e que
passou por um processo de selecdo natural e adaptacdo as condigdes tropicais. Atualmente,
animais desta raca estdo presentes no Maranhdo, no Piaui, em Goids e no Tocantins. Os
criadores ressaltam a rusticidade, adaptabilidade, resisténcia, baixo custo de producdo e a
baixa exigéncia nutricional como qualidades indiscutiveis desses animaist**2,

Para gerar novos conhecimentos quanto a esses aspectos, pretende-se com o
presente estudo avaliar a resposta dos bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro a inoculagéo
experimental do hemoparasita Trypanosoma vivax, acompanhando os pardmetros fisicos,

hematoldgicos, bioquimicos e parasitologicos.

2. Revisao de literatura

2.1. Trypanosoma vivax

O agente etioldgico da tripanosomose bovina é o protozoario Trypanosoma vivax,
cujo hospedeiro definitivo € o bovino, sendo a forma infectante denominada tripomastigota®.
O corpo do parasito ¢ constituido de uma unica célula, medindo 18 a 26 um de comprimento e
com um (nico flagelo livre, possui corpo alongado e achatado em forma de langa®*4,

Na figura 1, o tripomastigota é apresentado em um corte transversal, sua forma é
eliptica ou oval e suas extremidades afiladas. A extremidade pela qual avanga durante a
locomocgdo é descrita como anterior. O flagelo surge préximo a extremidade posterior do
corpo e percorre toda a extensdo do tripanosomo, podendo continuar para além da
extremidade anterior do corpo como um chicote livre. Varias estruturas estdo proeminentes no
cinetoplasma, sendo a mais relevante o nucleo, que é centralizado e considerado o centro de
comando da célula, desempenhando também papel importante na reproducdo. Ele contém o
DNA do parasito que é organizado na forma de genes e responsavel pela producao de enzimas

e outras proteinas da célula®>>16,
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FIGURA 1. Principais estruturas do Trypanosoma vivax observadas
no esfregaco sanguineo: cinetoplasto, nucleo e flagelo
Fonte: Couto, 2019

2.2. Epidemiologia do Trypanosoma vivax

No oeste da Africa o T. vivax é considerado o mais patogénico e importante
tripanosoma de bovinos. A facilidade de adaptacdo do vetor, a mosca tsé-tsé (Glossina sp.)
permitiu a expanséo do T. vivax para a América Central e do Sul?.

Estima-se que a doenca chegou na América do Sul por volta de 1830, por meio
dos zebuinos infectados oriundos do Senegal. O primeiro relato da doenca nas Américas foi
na Guiana Francesa em 1919, em uma propriedade leiteira onde a doenca foi associada a
queda brusca da producéo, anemia, perda de peso e morte do rebanho®®. No ano de 1930, foi
identificado surto em outro pais, a Colémbia. Posteriormente o T. vivax disseminou-se por
varios paises latinos: El Salvador, Costa Rica, Equador, Peru, Paraguai, Venezuela e Brasil*®-
22.

A primeira ocorréncia do T. vivax registrado no Brasil foi no ano de 1946, no
estado do Para em bovinos e, posteriormente em bubalinos e ovinos em 1972222%, Em 1978
foi identificado o parasito no estado do Amapéa em bovinos e bubalinos?*?¢. Desde ento esse
parasita estave restrito ao norte do pais, mas com o passar dos anos foi sendo identificado
surtos em outras regides do pais?. O primeiro relato fora da regido Norte foi de 1996 no Mato
Grosso do Sul e de 1997 no Mato Grosso?’?¢, Em 2002 foi identificado surto da doenca em
bovinos na Paraiba, em 2004 no Maranh&o e em 2005 no Tocantins, mostrando a presenca do
protozoario em propriedades produtoras de leite e carng?®30-31,



No Sudeste do Brasil, o transporte de bovinos assintomatico oriundo de regifes
endémicas agiu como grande transmissor do T. vivax para bovinos leiteiros, que até entdo ndo
tinham sido diagnosticados com portadores do parasito. Foram identificados no ano de 2008
em Minas Gerais e S&0 Paulo®>3, em 2010 no Pernambuco4, em 2012 em Alagoas®, em
2013 no Piaui®®, em 2015 no Rio de Janeiro®, em 2015 em Goias®, em 2016 em Sergipe®’ e
no Rio Grande do Norte em 2018%,

2.3. Transmissao

2.3.1. Transmissdo bioldgica

Na Africa a transmiss&o ocorre, principalmente, pelo vetor bioldgico, a mosca tsé-
tsé (Glossina sp.)®. No interior dessas espécies de mosca, ocorre o desenvolvimento do
protozoario®t3¥. O desenvolvimento se inicia com a ingestdo, pela mosca, de formas
tripomastigotas presentes no sangue do bovino infectado. As formas tripomastigotas séo
transportadas até o esofago e faringe, transformando-se em formas epimastigotas. Apds 24
horas essas formas migram para o canal alimentar multiplicando-se vigorosamente e
direcionando-se para as paredes do labro (parte do aparelho bucal)*’. Apo6s sua multiplicago,
as formas epimastigotas migram em direcdo a hipofaringe da mosca, onde transformam-se em
tripomastigotas, sua forma infectante. Os tripomastigotas sdo inoculadas no hospedeiro
definitivo durante o repasto sanguineo das moscas hematofagas, se multiplicando a partir dai
por divisdo binaria na corrente sanguinea do hospedeiro’®. Na América do Sul, onde n&o
existe a mosca tse-tsé, aparentemente o parasito se adaptou para sobreviver a partir da

transmissdo mecanica®.

2.3.2. Transmissao mecanica

No Brasil, acredita-se que o parasito se adaptou a transmissdo mecanica utilizando
outras espécies de dipteros hematofagos para a sua disseminagdo. O protozoario pode ser
transmitido mecanicamente por meio de hospedeiros invertebrados, sem crescimento ou
multiplicacdo no interior dos insetos, a propagacdo pode ser realizada por tabanideos,
Stomoxys calcitrans (mosca dos estabulos) ou até mesmo por Haematobia irritans (mosca dos
chifres)*4243 Mas, para que a transmissdo mecanica ocorra, diversas condi¢Bes devem
ocorrer simultaneamente, como a existéncia de um animal portador com alta parasitemia

(animais com alta parasitemia atuam como fontes de infeccdo mais que animais com baixa



parasitemia), abundancia de vetores (no periodo chuvoso as moscas Tabanidae estdo em
maior quantidade, permanecendo até o fim da estacdo chuvosa®®44%°) e presenca de animais
susceptiveis (situacido comum onde ha rotas comercias de bovinos®), seja pela idade, presenca

de infecgdes concomitantes, prenhez, lactagdo e/ou condicio nutricional?®.

2.3.3. Transmisséo iatrogénica

A transmissdo iatrogénica é aquela que ocorre por meio da utilizacdo de fomites
contaminados com o T. vivax. No Brasil, comprovou-se por meio de investigacdes
epidemioldgicas que o aumento dos casos de infecgdo por T. vivax esta relacionado a esse
modo de transmissdo, principalmente em vacas leiteiras. A transmissdo acontece pela
utilizacdo de uma Unica agulha para administracdo de medicamentos, como ocitocina, vacinas
e também reutilizacdo instrumentos cirlrgicos em varios animais sem desinfeccéo,

potencializando a transmisso do parasito, principalmente em rebanhos leiteiros®48,

2.3.4. Transmissdo transplacentaria

A transmissdo transplacentaria da vaca para o feto € outra possivel via de
transmissdo, que pode ocorrer durante o periodo de gestacdo ou quando o feto entra em
contato com o sangue da mde infectada. A forma iatrogénica é importante por atuar na
manutencdo da estabilidade enzodtica de infecgdo por T. vivax na América do Sul'®*°, Ha
relatos de que o material genético do T. vivax foi encontrado em amostras de tecidos como
feto, placenta e liquido amnidtico de fémeas bovinas positivas para tripanosomose

experimentalmente infectadas®®>?.,

2.4. Fisiopatogenia

Quando a mosca tse-tsé injeta o parasito na pele do hospedeiro, desencadeia a fase
de inflamagdo local com edema, formando o chamado cancro, que se desenvolve. Na
inoculagio experimental n&o ocorre a formag&o do cancro®®.

O parasito entra nos ganglios linfaticos, depois na corrente sanguinea, onde se
reproduz rapidamente, de forma assexuada por fissdo binaria. O T. vivax invade os tecidos e
resultam em dano tecidual em varios 6rgdos®>®2. O bovino produz anticorpos contra o seu
revestimento de superficie, no entanto, os tripanosomos possuem multiplos genes, que
codificam diferentes proteinas de superficie, permitindo que 0s organismos com novas

glicoproteinas de revestimento superem a resposta imune. Este processo é conheido como



"variacdo antigénica" e resulta na persisténcia desses organismos. Alguns parasitos
sobrevivem, pois sdo capazes de substituir suas proteinas de superficie por outras diferentes,
contra as quais os anticorpos nio podem agir®3,

Os tripanosomos sobreviventes sdo capazes de multiplicar e causar um novo pico
de parasitemia, até que o organismo do hospedeiro produza anticorpos especificos contra as
novas proteinas da superficie. Esse processo de oscilagdo continua por muito tempo, pois o
tripanosomo € capaz de produzir um namero quase ilimitado de variantes antigénicas, de
modo que o hospedeiro responde a cada uma delas, até que o repertério antigénico do
tripanosoma seja finalmente exaurido, momento em que ocorre a cura do hospedeiro. Nas
situacBes em que a capacidade para reagir a todas as variantes antigenicas é sobrecarregada, 0
hospedeiro morre'®,

A real causa da a morte do animal ndo esta totalmente compreendida, mas
acredita-se que o parasito libera substancias toxicas quando é destruido dentro do sistema
circulatorio e, portanto, danifica o revestimento dos vasos sanguineos. Sendo assim, o dano ao
hospedeiro nao é decorrente da exaustao dos nutrientes pelo parasito, mas sim da producéo de

substancias toxicas®?.

2.5. Sinais clinicos

A ocorréncia de sinais clinicos varia de acordo com diversos fatores, como a fase
aguda ou crénica da doenca. Um aspecto tipico e inicial da tripanosomose € a temperatura, ha
picos de febre em intervalos de alguns dias. A variacdo antigénica se torna mais lenta a
medida que a doenca progride e os intervalos entre 0s picos de temperatura se tornam mais
longos e menos intensos'®. Além da febre, pode-se observar anemia, letargia, fraqueza, perda
de peso progressiva, ataxia, anorexia, palidez de mucosa, aumento dos linfonodos, queda na
producéo de leite, aborto e morte. Em alguns casos pode haver lacrimejamento, tosse, diarreia
depressdo, edema submandibular, descarga nasal e ceratite. Em casos mais graves, o animal
pode apresentar sinais nervosos caracterizados por incoordenagdo motora, tremores
musculares e cegueira transitoria e/ou permanente?S,

Um dos principais sinais clinicos da doenca é a anemia, existindo vérias teorias
sobre a patogénese desta alteracdo. Nos estagios iniciais da doenca, acredita-se que ela seja
causada em parte pela fagocitose dos eritrocitos (sua remogdo por um certo tipo de células
brancas do hospedeiro, os fagdcitos). Os gldbulos vermelhos aparentemente ficam cobertos

com material de tripanosomas lisados, que enganam os fagocitos, confundindo-os com



invasores externos e removendo-os resultando em uma queda na porcentagem de volume
globular (hematdcrito). E possivel que a anemia causada pela fagocitose seja aumentada por
substancias tdxicas emanadas dos tripanosomas que destroem os eritrocitos diretamente por
lise (hemdlise). O sistema hemopoiético, tenta compensar a perda de eritrécitos aumentando
sua atividade. Mais tarde, nos estagios crbnicos da tripanossomose, outras toxinas dos
parasitas tém um efeito depressor no sistema hemopoiético, de modo que a velocidade de
remocao é superior a de producao dos eritrocitos, pois, mesmo gue normalmente essas células
tenham uma vida util limitada, agora elas passam a ser removidas mais rapidamente por causa
da autoimunidade e da hemodlise®. Na tripanosomose bovina, a anemia é descrita como
normocitica normocrémica, com tendéncia a ser macrocitica normocrémica. A macrocitose €
resultado da eritroposicdo que ocorre duas semanas apos o inicio da infeccdo, momento em
que os eritrocitos imaturos sdo liberados na corrente sanguinea®>.

Devido os sinais clinicos serem inespecificos para os animais infectados e o
parasito sobrepor o sistema imune do bovino a doenga pode ser confundida com outras
enfermidades como babesiose, anaplasmose, raiva e deficiéncia nutricional, dificultando o
diagnostico definitivo, devendo-se sempre considerar o diagndstico diferencial para
tripanosomose31*,

Durante o estagio agudo, o apetite € variavel, diminuindo durante os picos febris.
Mas no estdgio cronico, quando as reacdes de febre sdo menos pronunciadas, o apetite
geralmente é normal, quase até a morte, mesmo quando a fraqueza extrema impede que o
animal se levante. Ha consumo das reservas de gordura durante as fases recorrentes de febre,
mas também héa graves alteracbes degenerativas das células musculares e outras células do
tecido, com aumento da degradacao de proteinas nos musculos e em outros lugares, levando a
degeneracdo atrofica (as células sdo reduzidas em tamanho e eficiéncia). A diminuicdo da
oferta de oxigénio por causa da anemia também é um fator importante. Além disso, na fase
crénica pode haver animais assintomaticos podendo prejudicar programas de controle que
dependem dos sinais clinicos claros para identificacio da doenca no rebanho®. Ha relatos que
animais na fase aguda morrem dentro de cinco semanas e 0 animal que chega a fase crénica
na doenga morrem entre 37 a 58 dias apos a infeccio®.

A fase cronica também esta correlacionada a problemas reprodutivos tanto no
bovino macho quanto na fémea. Em touros ha relatos de que o dano causado pelo T. vivax
diminui a qualidade do sémen, podendo levar a infertilidade e esterilidade. Nas fémeas a
tripanosomose pode desencadear abortos, cios irregulares, retencdo de placenta, atraso na

involugdo uterina, mortalidade perinatal e infertilidade®®.



2.6. Diagndstico

A infeccdo por T. vivax pode ser diagnosticada por diferentes métodos sendo eles
parasitologico direto, sorologicos e moleculares. O diagndstico parasitologico direto
proporciona praticidade na realizagdo com custos menores, porém apresenta menor
sensibilidade quando comparados a métodos moleculares. Contudo, é importante salientar que
todas essas técnicas sofrem influéncia direta da parasitemia. Na fase aguda da doenca, quando
a parasitemia esta alta, os métodos diretos conseguem diagnosticar. J& na fase cronica quando
a parasitemia estd baixa faz-se necessarios métodos mais sensiveis para diagnosticar o

parasito, como os métodos moleculares®-°®.

2.6.1. Diagnéstico parasitoldgico direto

Sao diversas as técnicas parasitolégicas para diagnostico de tripanossomose
denominadas de método padrdo de deteccdo de Trypanosoma (ou standard trypanosome
detection methods). Elas podem ser de trés tipos: (1) Técnicas de gota umida e esfregaco
(espesso e fino); (2) Técnicas de concentragdo (Teste de concentracdo em tubo de hematdcrito
e Método de Woo0); e (3) Técnica de inoculagdo em animal susceptivel. Ha ainda outros
métodos, como a técnica de concentracdo apds lise e centrifugacdo e a pesquisa de parasito

em imprint de baco, medula 6ssea, cérebro e pancreas, mas sdo menos utilizados*¢°"58,

2.6.2. Diagndsticos por método indireto (soroldgico)

Os métodos de diagnosticos soroldgicos sdao mais indicados quando a doenca esta
em sua fase crbnica pois sdo utilizados para detectar anticorpos especificos desenvolvidos
pelo hospedeiro apos a infeccdo, ou para demonstrar a circulagdo de antigenos do parasito no
sangue do hospedeiro. Técnicas como 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) podem ser utilizadas para diagnostico direto ou indireto.
Sao técnicas ndo muito eficientes, pois em decorréncia da variagdo antigénica dificulta o
desenvolvimento e padronizacdo dos testes imunoldgicos, fazendo com que o diagnostico
especifico em qualquer caso continue dependendo da demonstracéo de tripanosomatideos por
métodos parasitologicos®8°°. Novos testes soroldgicos tém sido desenvolvidos, como o teste
répido de fluxo lateral, que aparentemente ndo apresenta reacdo cruzada entre outros

Trypanosoma, entretanto nio esta comercialmente disponivel®.



2.6.3. Diagndsticos por método moleculares

H& dois métodos moleculares muito utilizados, sendo a reacdo de cadeia de
polimerase (PCR) e o teste amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP), que envolvem
a pesquisa de DNA do parasito, cujo resultado positivo indica a presenca do agente no
organismo do hospedeiro. Essas técnicas tem mostrado excelentes resultados de diagndstico
comparados a outras técnicas, sendo o0 método de diagndstico definitivo de tripanosomose em
bovinos, porém a realizacdo desse método exige infraestrutura adequada e o0 processamento

das amostras tem custos elevados 81,

2.6.4. Diagndstico pds-mortem

Os achados pds-mortem por si s6 ndo levam ao diagnostico da doenca. Na fase
aguda ha perda de condicdo corpérea e anemia, 0 baco, os linfonodos e o figado estdo
aumentados, edema na regido da barbela, palidez de carcaga, no coracdo pode haver algumas
hemorragias na superficie muscular, ¢ provavel que haja mais fluido que o normal nos
pulmdes, abdome e pericardio e os rins palidos e inchados'®*2. No diagndstico histopatoldgico
observa-se hepatite focal, nefrite focal, hiperplasia folicular dos linfonodos, pneumonia focal
e adrenalite. No sistema nervoso central, encontra-se meningite e mielite com manguitos
perivasculares, predominio de células mononucleares e macrofagos associados a presenca de
maldcia e células de Glitter®*. Os achados na fase cronica sdo mais marcantes, porém também

n&o sdo indicativos de diagndstico da doenca'®.

2.7. Tratamento

O tratamento satisfatorio da tripanosomose possui efeito curativo e/ou preventivo
variando da forma e dose medicamentosa utilizados. A velocidade de recuperacdo é
largamente determinada pelo plano nutricional, a quantidade de exercicio durante a
convalescencga e a duracdo da doenca. Animais descansados e bem alimentados recuperam-se
mais rapidamente apds a terapia tripanocida do que animais subnutridos que tém que
percorrer longas distancias para alcancar pastos e agua. Além disso, como a tripanosomose é
frequentemente uma doenga enzootica, a emergéncia clinica ocorre durante as estagdes
desfavoraveis aos bovinos com relagio a escassez de alimentos ou de agua®62,

Assim sendo, as drogas sozinhas ndo curam a tripanossomose, pois 0 parasita
sobrecarrega 0 sistema imunolégico do hospedeiro e o tratamento ajuda o sistema

imunologico a superar a infeccdo. No entanto, os portadores tripanosomose crénica muitas
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vezes ndo respondem & terapia e os animais infectados permanecem magros e anémicos,
apesar do tratamento tripanocida®1-2,

O diaceturato de diminazene é uma diamidina aromatica, comercializada em
combinagdo com antipirina, que € um esterilizador que prolonga a atividade do composto em
solugdo. Tem como mecanismo de acdo o bloqueio da glicélise e da sintese de DNA do
parasito. A tolerancia dos ruminantes e razoavelmente boa, e 0 medicamento é geralmente
administrado por via intramuscular nas doses de 3,5 a 7mg/kg®16-553,

O cloreto de isometamidium é uma fenantridina hibrida com propriedades
anfipaticas e catidnicas. O produto é apresentado como um p6 escuro, avermelhado, com
solubilidade em &gua, instavel em condicbes de pH baixos e altos, além de altas temperaturas.
Atua na inibicdo da sintese do DNA, devido a sua ligacdo ao DNA por intercalacdo entre os
isometamidium é administrado por via intramuscular profunda, apresentando efeito curativo
na dose de 0,5mg/kg e preventivo quando utilizado 1,0mg/kg®16:5563,

O diproprionato de imidocarb a principio era um farmaco babesicida, também
utilizado no tratamento de anaplasmose e agentes da tristeza parasitaria bovina. Apesar de ndo
ser um agente tripanocida ele atua como droga coadjuvante no tratamento da tripanosomose
bovina no Brasil®%, Sua administracio para o tratamento da Babesia bovis e Babesia
bigemina é realizada na dose de 3 a 5 mg/kg por via intramuscular ou subcutanea®. Essa
droga promove reducdo da parasitemia, apesar de ndo apresentar cura efetiva, ocorrendo a

reincidéncia dos protozodrios na circulagio ap6s alguns dias do tratamento®’.

2.8. Controle

Como o T. vivax é protozoario com alta variabilidade genética, a producdo de
vacina eficaz é dificultada, sendo assim, as medidas de controle incluem: evitar
movimentacdo de animais infectados de areas endémicas para areas ndo endémicas; controle
de vetores pela quimioprofilaxia, uso de drogas pour-on e armadilhas impregnantes com
inseticidas; evitar o uso compartilhado de agulhas entre os animais e estabelecer uma rotina

de exames, para identificar os animais infectados e iniciar o tratamento adequado®1641:54,



11

2.9. Bovinos tripanotolerantes da Africa

Atualmente existe na Africa duas racas de bovinos tripanotolerantes, N’Dama ¢
West African Shorthorn (WASH) que sdo racas taurinas de gado da Africa Ocidental e
Central. Esses animais sdo igualmente suscetiveis a infeccdo inicial por tripanosomas,
possuem capacidade de sobreviver, reproduzir e permanecer em areas de alto desafio com as
moscas transmissoras sem a necessidade do uso de substdncias quimicas para controlar o
vetor ou drogas para controlar o parasito, ao contrario de outras racas que sucumbem
rapidamente a doenca. Ha outra raca de bovinos também na Africa que tem semelhanca com
as tripanotolerantes ja comprovadas, que é a Orma Zebu da Africa Oriental e a principal
caracteristica entre todas elas sdo a capacidade desses animais em desenvolver anemia menos

grave diante da infeccdo™®.

2.10. Racas brasileiras locais bovinas

No Brasil, os primeiros rebanhos bovinos desembarcaram em Séo Vicente no ano
de 1534. Considera-se que existiam trés rotas principais de introducdo: Séo Vicente (Sao
Paulo), Pernambuco e Bahia. Enquanto todos os outros paises sul-americanos receberam
somente racas espanholas, devido a colonizacdo lusitana, o Brasil foi o Unico pais do
continente americano que recebeu além das racas espanholas as racas portuguesas. Assim que
chegaram ao Brasil, os bovinos desembarcados em S&o Vicente foram irradiados para 0s
campos sulinos, Goias e o Vale do Sdo Francisco (Minas e Bahia) chegando também até o
Piaui e o Ceard. A selecdo natural destes rebanhos atuando em ambientes extremamente
variaveis em todo o pais, juntamente com os eventos recorrentes da miscigenagdo destas ragas
levaram ao desenvolvimento das racas adaptadas a uma ampla gama de ambientes com niveis
excepcionais de variabilidade fenotipica e melhor adequacdo as condigdes locais. No
Nordeste do pais surgiu o bovino Curraleiro Pé-Duro, que migrou para Minas Gerais e Goias.
No Sudeste desenvolveu-se 0 Junqueira e o Franqueiro, além das racas Caracu e Mocho
Nacional. No Sul, formou-se o Crioulo Lageano e no Pantanal, o bovino Pantaneiro*?.

O gado que deu origem ao Curraleiro (Bos taurus ibericus), também conhecido
como Pé-Duro, foi trazido da Peninsula Ibérica para o Brasil, pelos portugueses, na época do
descobrimento. Os animais introduzidos em Pernambuco e na Bahia eram originarios da Ilha
da Madeira e Cabo Verde e poderiam ter sido portadores de genes zebuinos (Bos indicus)
africanos ou ainda té-los recebido apds a chegada ao continente americano. O Curraleiro Pé-
Duro (CPD) passou por um processo de sele¢do natural e adaptagdo as condicOes tropicais,

originando animais adaptados aos biomas onde foram submetidos, sendo bem adaptados ao
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trépico quente e seco ndo mudando suas medidas fisiologicas no decorrer do dia e do ano,
apesar das altas temperaturas do ambiente onde séo criados. Atualmente, animais desta raca
estdo presentes no Para, Maranhdo, Piaui, Goias e em Tocantins. Os criadores ressaltam a
rusticidade, adaptabilidade, resisténcia, baixo custo de producdo e a baixa exigéncia
nutricional como qualidades indiscutiveis desses animais®.

Os bovinos da raga Curraleiro Pé-Duro tém suas caracteristicas fenotipicas, sendo
animais com altura minima de 1,24 m e peso minimo de 380 kg para os machos e 1,38 m e
300 kg para as fémeas, possuem a cabeca pequena, chifres curtos e pelagem amarelada. As
fémeas sdo boas produtoras de leite, e a carne tem boa aceitacdo na pecuaria de corte pelo seu
sabor e qualidade, tornando o CPD com dupla aptidao. Os criadores ressaltam a rusticidade,
adaptabilidade, resisténcia, baixo custo de producdo e a baixa exigéncia nutricional como

qualidades indiscutiveis desses animais®®.

2.11. Resisténcia do bovino Curraleiro Pé-Duro

A resisténcia do gado Curraleiro Pé-Duro a doencas é um atributo particularmente
importante nos sistemas de producdo e a sanidade pode ser um fator limitante na
sustentabilidade desses sistemas. A possibilidade de aumentar a resisténcia genética a doengas
em um rebanho é bastante viavel aplicando-se técnicas simples, como a inclusdo de ragas
naturalizadas nos programas de melhoramento genético®.

Os bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro sdao completamente adaptados ao clima
tropical, as pastagens naturais do Nordeste, em especial, ao semi-arido com sua vegetacao de
caatinga. Também sendo tolerante a altas temperaturas, a parasitas e até as ingestdes toxicas,
como a erva-de-rato (Palicourea marcgravii) que intoxicam os animais das outras ragas®®.

Pesquisa realizada com CPD, em exposi¢do continua aos vetores e agentes que
transmitem a babesiose se mostrou em situacdo de estabilidade enzodtica, sem que houvesse
interferéncia do controle quimico. A relacdo de fatores climaticos, ambientais e 0 processo de
selecdo natural de aproximadamente 500 anos associado a interferéncia fisiologica da
imunidade do hospedeiro vertebrado, pode ter sido determinante para essa resisténcia a
babesia'l.

Estudo realizado com CPD e Nelore com a finalidade de avaliar a resposta imune
do hospedeiro apds vacinagdo com Mycobacterium bovis — BCG, mostrou que a raca CPD
quando comparada a raga Nelore obteve melhor capacidade de induzir a resposta imune

especifica a vacina, indicando o perfil de resisténcia da raga CPD"%'1,



13

Um trabalho avaliando hemograma e fungdo fagocitaria de leucocitos de vacas de
da raca CPD e mesti¢a, mostrou que a raca naturalizada brasileira apresentou maior eficiéncia
na construcdo da resposta imune inata, tida como primeira linha de defesa do organismo
contra patdgenos e apresentaram maior homogeneidade na etapa de ingestio da fagocitose’.

Estudos avaliando a resisténcia dos bovinos da raga Curraleiro Pé-Duro e outras
racas, a fim de comprovar sua resisténcia a plantas toxicas consideradas mortais como a
Palicourea marcgravii (erva-de-rato), apresentou um menor indice de mortes dos bovinos
CPD quando comparados a bovinos das racas Nelore e Pantaneiro tendo o indicativo de maior
resisténcia’.

Diante de todos esses resultados existem fortes razdes para a inclusdo de
caracteristicas genéticas no controle estratégico das doencas, particularmente frente as
diversas limitacdes impostas pelos modelos de producdo sustentaveis. Existem evidéncias
bem documentadas de variacdo dentro e entre racas em termos de suscetibilidade a muitas
doencas importantes e, em varios casos, essas caracteristicas foram incorporadas aos
programas de melhoramento genético. No entanto, os estudos sobre a genética da resisténcia e
tolerancia as doencas nos bovinos sdo limitados em termos de doencas, racas e especies
investigadas. Se as racas se extinguirem antes que suas caracteristicas de resisténcia a doencas
tenham sido identificadas, recursos genéticos que poderiam contribuir significativamente para
melhorar a satide animal e a produtividade serdo perdidas para sempre’.
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CAPITULO 2 - Infeccdo experimental por Trypanosoma vivax em bovinos da raga

Curraleiro Pé-Duro

(Capitulo formatado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Parasitologia

Veterinaria)

Experimental Trypanosoma vivax infection in Curraleiro Pé-Duro cattle

Abstract — In the experimental Trypanosoma vivax infection in Curraleiro Pé-Duro cattle, six
healthy male cattle with a minimum age of eight to 12 months and an average body weight of
98 to 165 kg were used. The experiment was divided into three phases: adaptation (10 days),
inoculation and post-inoculation (74 days) in order to evaluate physical, hematological,
biochemical and parasitological parameters. The results of the physical evaluations indicated
hypothermia in the initial and final phase of the evaluations and hyperthermia on the 22nd day
after inoculation. There was bradycardia in the first 15 days and 45 days after inoculation,
while bradypnea and hypomotility were detected throughout the evaluations. In erythrogram
there was a reduction in red blood cells, hemoglobin, globular volume, mean corpuscular
hemoglobin concentration (HCCM) and platelets characterizing a normocytic and
hypochromic anemia. In the leukogram, leukopenia with neutropenia was identified. The
bands, eosinophils, basophils, lymphocytes and monocytes did not differ because they were
within the normal range. In the analysis of blood biochemistry data, changes were discrete
and punctual for the following biochemical parameters: fibrinogen, total proteins, albumin,
globulin, creatine kinase, glucose, creatinine, urea, total direct and indirect bilirubin.
Aspartate aminotransferase (AST) activity decreased on days 18 to 60 post-inoculation and
gama glutamyltransferase activity increased between days 67 and 74 post-inoculation,
however, this increase was due to only two animals. Parasitaemia diagnosed for the Woo
method and quantified by the Brener method showed to be intense in the early stage of the
disease and throughout the evaluations there was a decrease in parasitemia peaks, leading no
calf to death. The cattle after experimental inoculation had mild and punctual symptoms and

survived the acute phase of the disease, establishing signs of tolerance in relation to T. vivax.

Index Terms: Experimental model, genetic resistence, hemoparasite, tolerance,

trypanosomaosis.
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Resumo — Na infecgdo experimental por Trypanosoma vivax em bovinos da raca Curraleiro
Pé- Duro utilizaram seis bovinos machos, higidos, com idade minima entre de oito a 12 meses
e peso corporal médio de 98 a 165 kg. O experimento foi dividido em trés fases: adaptacao
(10 dias), inoculacdo e pos-inoculacdo (74 dias), a fim de avaliar parametros fisicos,
hematolodgicos, bioquimicos e parasitologico. O resultado das avaliagdes fisicas apontou
hipotermia na fase inicial e final das avalia¢cGes e hipertermia no 22° dia po6s-inoculacao.
Houve bradicardia nos primeiros 15 dias e apds 45 dias pds-inoculagdo, enquanto bradipnéia e
hipomotilidade foram detectadas ao longo das avaliagdes. No eritrograna houve reducdo das
hemaécias, hemoglobina, volume globular, concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e plaquetas caracterizando uma anemia do tipo normocitica e hipocrémica. No
leucograma identificou-se leucopenia com neutropenia. Os bastonetes, eosinofilos, basofilos,
linfécitos e mondcitos ndo obtiveram diferenca pois estavam dentro dos parametros de
normalidade. Na analise de dados das bioquimicas sanguineas, as alteracdes foram discretas e
pontuais para 0s seguintes parametros bioquimicos: fibrinogénio, proteinas totais, albumina,
globulina, creatina quinase, glicose, creatinina, ureia, bilirrubina total, direta e indireta.
Notou-se reducdo da atividade sérica da aspartato aminotransferase nos dias 18 a 60 pos-
inoculacdo e elevacdo da gama glutamiltransferase entre os dias 67 e 74 pos-inoculacéo,
porém, esse aumento foi decorrente da resposta de somente dois animais. A parasitemia
diagnosticada pelo método de Woo e quantificada pelo de Brener se mostrou intensa no
estagio inicial da doenca e ao longo das avaliacdes houve diminuicdo dos picos de parasitemia
ndo levando nenhum bezerro ao 6bito. Os bovinos pos-inoculacdo experimental obtiveram
sintomas brandos e pontuais e sobreviveram a fase aguda da doenca, estabelecendo indicios

de tolerancia em relagéo ao T. vivax.

Termos de Indexacdo: Hemoparasito, modelo experimental, resisténcia genética, tolerancia,

tripanossomose.
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Introducéo

O agente etiolégico da tripanosomose bovina é o hemoparasita Trypanosoma
vivax, que causa hemoparasitose em ruminantes e vem assumindo grande importancia
econdmica mundial pelo impacto negativo na pecuéria. Ruminantes contaminados apresentam
queda na producdo de carne e leite gerando prejuizos (Bassi et al. 2018).

O T. vivax é originado da Africa e a primeira ocorréncia relatada no Brasil foi em
bufalos no estado do Para em 1972. O parasita estava inicialmente restrito ao norte do pais,
mas com o passar dos anos foram sendo identificados surtos em outras regides (Batista et al.
2008). Em Goias o primeiro surto foi reportado em maio de 2015, em seguida outros cinco
foram descritos e a disseminacdo da doenca no estado foi ligada a introducdo de animais de
areas endémicas (Bastos et al. 2017).

Logo apds a infeccdo do ruminante, o parasito entra nos ganglios linfaticos,
passando depois para a corrente sanguinea, onde reproduz-se rapidamente de forma
assexuada, por fissdo binaria. T. vivax invade os tecidos, causando dano tecidual em varios
orgdos. O animal produz anticorpos contra o revestimento de superficie, no entanto, os
tripanossomos possuem multiplos genes, que codificam diferentes proteinas de superficie,
permitindo que os organismos com novas glicoproteinas de revestimento ndo produzam
resposta imunolégica. Este processo produz a chamada "variacdo antigénica" e resulta na
persisténcia do parasita no organismo do hospedeiro. A exata razdo da morte dos animais
parasitados nao esta totalmente compreendida (Dagnachew 2015).

Como os sinais clinicos sdao semelhantes a outras doengas como babesiose e
anaplasmose, o diagndéstico € dificultado. Os achados clinicos inespecificos sdo: febre,
letargia, fraqueza, perda de peso progressiva, ataxia, anorexia, palidez de mucosa, aumento
dos linfonodos, queda na producdo de leite, aborto e morte. (Hoare 1972; Osério et al. 2008).
A infeccdo por T. vivax pode ser diagnosticada por métodos parasitologicos diretos, como o
Woo e esfregaco (Uilenberg et al., 1998, Woo 1970 e Wilson 1969); métodos indiretos como
ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI);
e os moleculares: reacdo em cadeia da polimeras (PCR) e amplificagdo isotérmica mediada
por loop (LAMP) (Zapata 1931 e Silva et al. 2002). Existem trés substancias que possuem
indicagéo para o tratamento da tripanossomiase bovina: diaceturato de diminazene, cloridrato
isometamidium (Silva et al. 2002; Hurtado, Castro & Giraldo-Rios 2016; Uilenberg 1998 e
Bastos 2019) e diproprionato de imidocarb (Batista et al., 2012 e Peregrine 1994).
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Na Africa existem duas racas locais de bovinos tripanotolerantes, 0 N'Dama e 0
West African Shorthorn, que séo igualmente suscetiveis a infecgdo inicial por tripanosomas,
mas possuem capacidade de sobreviver, reproduzir e permanecer em areas de alto desafio
com as moscas transmissoras, sem a necessidade do uso de substancias quimicas para
controlar o vetor ou medicamentos para controlar o parasita, ao contrario de outras ragas que
sucumbem rapidamente a enfermidade (Ganyo et al.,2018).

Os hospedeiros podem, em principio, empregar duas estratégias diferentes para se
defender contra parasitas: a resisténcia e a tolerancia. Animais normalmente apresentam
consideravel variacdo genetica para resisténcia. No entanto, pouco se sabe sobre o
desenvolvimento de tolerancia. E importante fazer a distingdo entre estes dois componentes,
porque, por definicdo, a resisténcia tem um efeito negativo sobre parasitas, enquanto a
tolerancia ndo; como resultado, a sua importancia relativa tera consequéncias substanciais
para a ecologia e evolucdo das interacdes parasita-hospedeiro (Raberg et al, 2013). Um
conceito muito proximo a tolerancia € a resiliéncia, que pode ser definida como a manutencao
da capacidade produtiva do animal frente a infeccdo (Bishop, 2012).

Diante da existéncia de bovinos de ragas locais africanas tripanotolerantes,
buscou-se avaliar racas bovinas locais brasileiras, quanto a possivel existéncia de resisténcia
ou toleréncia ao T. vivax. O bovino Curraleiro Pé-Duro é uma desas ragas locais, com
caracteristicas de resisténcia e rusticidade, traduzidas pela capacidade de desenvolvimento
frente a condi¢cGes ambientais adversas (Fioravanti et al., 2011). Estudos indicam a presenca
de caracteristicas ligadas a resisténcia ou tolerancia a enfermidades como babesiose e a
tuberculose (Juliano et al., 2007, Maggioli 2010 e Lobo 2009) e a intoxicagdo pela planta
Palicourea marcgravii (Serodio et al., 2019).

Os bovinos Curraleiro Pé-Duro foram trazidos da Peninsula Ibérica para o Brasil
pelos portugueses na época do descobrimento, passaram por um processo de selecdo natural e
adaptacdo as condicdes do sertdo brasileiro (cerrado e semi-arido nordestino). Atualmente,
animais desta raca estdo presentes nos estados de Goids, Tocantins, Piaui, Bahia e Para. Os
criadores ressaltam a rusticidade, adaptabilidade, resisténcia, baixo custo de producdo e a
baixa exigéncia nutricional como qualidades indiscutiveis desses animais (Fioravanti et al.,
2011).

Com esse estudo objetivou-se avaliar a resposta dos bovinos da raga Curraleiro

Pé-Duro frente a inoculacdo experimental do hemoparasita Trypanosoma vivax,
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acompanhando os parametros fisicos, hematoldgicos, bioquimicos e parasitologicos,

verficando a existéncia de resisténcia ou tolerancia.

Material e métodos

Comité de Etica para Uso de Animais. O projeto foi aprovado, com o protocolo
n°. 032/16, pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), estando de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal para sua execucao e elaboragdo de experimento.

Animais. Foram utilizados seis bezerros machos, higidos, da raca Curraleiro Pé-
Duro, identificados com brincos e numerados, com idade minima de oito meses e maxima de
10 meses e peso corporal de 98 kg a 165 kg (134.6 = 15.1 kg). O estudo foi realizado na
Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goiés (UFG), localizada
em Goiania, Brasil. Os bovinos foram mantidos em piquetes coletivos de 7,7m X 10m e
receberam agua e feno tifton 85 (Cynodon dactylon) a vontade, além de racédo
(Confinamento®, Goiania/GO) a 1% do peso vivo durante todo o periodo experimental.

Obtencdo do inéculo. A cepa de T. vivax utilizada neste estudo foi um isolado de
campo proveniente da cidade de Ipameri, denominado MK3902089 (Bastos et al., 2017) que
atualmente é mantido criopreservado em nitrogénio liquido a -196°C (92% de sangue e 8% de
glicerina), na UFG. Para a obtenc¢éo do indculo utilizado no estudo, uma porcao da amostra de
sangue congelada com alta parasitemia foi descongelada em banho Maria a 37°C por cinco
minutos. Apds atestada a sua viabilidade, em microscopio Optico (40x100), foi entdo
inoculada em um bovino utilizado como doador, que foi mantido no galpdo de
experimentacdo animal da UFG, em baias teladas. Cerca de aproximadamente quatro dias
apos a inoculacdo, o animal reservatorio demonstrou elevada parasitemia (3.000.000
tripomastigotas/mL) na corrente sanguinea, cujas amostras foram colhidas para a realizagdo
da etapa in vitro.

Experimento. O experimento foi dividido em trés etapas: adaptacdo (10 dias),
inoculacéo e pos-inoculacdo (74 dias). Na adaptacdo fez-se avaliacéo fisica (temperatura retal,
frequéncias respiratorias e cardiacas, motricidade ruminal, coloracdo das mucosas, peso e
nivel de consciéncia) e laboratorial (hemograma, fibrinogénio, aspartato aminotransferse
[AST], gama glutamiltransferase [GGT], bilirrubinas, creatina quinase [CK], ureia, creatinina,
albumina, globulina, proteina total e glicose) nos seguintes momentos: 0, 5 e 10 dias. A

inoculacéo foi realizada utilizando seringas de 1 ml acopladas a agulhas com calibre (40x1,2)
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com administragdo endovenosa de 1.000.000 de tripanossomatideos. Durante os 45 dias pos
inoculagdo, os animais foram monitorados diariamente por meio de exames fisicos (mucosa,
nivel de consciéncia frequéncia cardiaca e respiratoria, motricidade ruminal e temperatura
retal) e semanalmente foram realizados os exames hematologicos, bioquimicas sanguineas
(ureia, creatinina, GGT, AST, bilirrubinas, glicose, CK, albumina, globulina, proteina total
sérica), pesquisa do parasita pelo método de Woo e quantificacdo da parasitemia pelo método
de Brenner. Apds os 45 dias, os animais foram avaliados clinicamente a cada trés dias e

laboratorialmente semanalmente pelo periodo de 30 dias (Figura 1).

Feriodo de

- Feriodo Fos Feriodo Fos Feriodo Fos Feriodo Fos Feriodo Fos
adaptagio

Inoculagio Inoculagio Inoculagio Inoculagio Inoculagio Inoculagio
Dia -10 Dia 0 Dia 12 Dia 30 Dia 45 Dia &0 Dia 74

Feriodo de Feriodo Fos Feriodo Fos Feriodo Fos Feriodo Fos Feriodo Fos
adaptagio Inoculagio Inoculagio Inoculagio Inoculagio Inoculagio
Dia 5 Dia 4 Dia 21 Dia 37 Dia 53 Dia 67

FIGURA 1 — Linha cronolégica de estudo, indicando os dias de colheita de sangue para
realizacdo dos exames laboratoriais: hematologicos e bioquimicos. Os exames
parasitologicos foram realizados diariamente

Exames fisicos. O exame fisico consistiu na afericdo de parametros clinicos e no
monitoramento da evolucdo clinica dos animais. Os parametros clinicos avaliados foram:
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), movimentos ruminais (MR),
temperatura corporal (TC), coloracdo das mucosas, peso e nivel de consciéncia. Foram
realizados no periodo de adaptacdo e pds inoculacdo dos animais. A aferi¢cdo dos parametros
clinicos permitiu o monitoramento da evolug&o clinica.

Exames hematoldgicos e bioquimicos. Os exames hematoldgicos e bioquimicos
foram realizados durante o periodo de adaptacdo e apds a inoculacdo experimental. As
amostras de sangue foram colhidas da veia jugular em sistema a vacuo, em trés tubos de
aproximadamente 4mL, sendo um tubo sem anticoagulante protegido da luz ambiente por
papel aluminio, outro tubo com EDTA e o Gltimo tubo com fluoreto de sédio. Os parametros
hematoldgicos, avaliados em equipamento automatizado BC-2800VET (Mindray®), foram a
contagem total de hemacias (ERI), hemoglobina total (HGB), volume corpuscular meédio
(VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem total de
plaquetas (PLQ) e contagem total de leucdcitos (LEU). O hematdcrito (HCT) e a contagem
diferencial de leucdcitos (LEU) serdo processados rotineiramente de forma manual, sendo
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destacados a contagem diferencial de neutrofilos segmentados (SEG), contagem diferencial de
linfocitos (LIN), contagem diferencial de eosindfilos (EOS) e a contagem diferencial de
monocitos (MONO). O fibrinogénio (FIB) foi quantificado por meio da técnica de
precipitacdo no tubo de microhematdcrito a 56°C e a proteina plasmatica total (PROT) por
refratometria. Os pardmetros bioquimicos, mensuradas por reagentes comerciais (Labtest®) e
analisados automaticamente em equipamento CM 200 (Wiener Lab®), foram gama
glutamiltransferase (GGT), bilirrubina total (BLIT), bilirrubina direta (BLID) e indireta
(BILI), creatinina (CREA), ureia (UR), glicose (GLI), aspartato aminotransferase (AST),
creatina quinase (CK), albumina e globulina.

Pesquisa do parasita por métodos diretos. Para a pesquisa direta do parasito na
amostra sanguinea, foi utilizado o método de Woo, que consistiu na homogeneizacdo da
amostra de sangue, preenchimento ¥ do tubo capilar, encostando uma de suas extremidades
no sangue. Ao final do preenchimento o capilar teve a extremidade a que entrou em contato
com o sangue selada. Em seguida foi centrifugado por 5 minutos, e levado ao microscopio
para pesquisa direta de tripanossomatideos madveis, na regido entre a papa de hemacias e o
plasma sanguineo (Woo, 1970). Foram confeccionados esfregacos sanguinos para a
verificagdo de T. vivax, Anaplasma marginale e Babesia bovis e B. bigemina.

Quantificacdo do numero de parasitas. A contagem de tripanossomatideos por
mL foi feita pelo método de Brener, que consistiu na colocagdo de 5 pl de sangue em lamina,
cobertura da gota com laminula de 22x22, para a distribuicdo do sangue. Na sequéncia, por
microscopia direta, foram contados o nimero de parasitos em 50 campos microscépicos. O
namero encontrado foi multiplicado pelo fator de correcdo (38.000) indicando a contagem
final do nimero de parasitas por mL(Brener 1961).

Anédlise de dados. O estudo foi desenvolvido em delineamento inteiramente
casualizado com parcelas subdivididas no tempo. As varidveis numéricas foram avaliadas
quanto a normalidade (Teste de Shapiro Wilk) e homocedasticidade (Teste de Bartlett). Para
as variaveis paramétricas de temperatura corporal, VCM, contagem total de leucocitos e
contagem diferencial de linfocitos, AST, creatinina, ureia e globulinas foram comparados
entre 0 momento anterior & inoculagdo e apds a inoculagdo pelo Teste t de Student para dados
pareados. Para as demais variaveis classificadas como ndo paramétricos comparou-se entre o
momento anterior & inoculacao e apds a inoculacao pelo Teste de Wilcoxon. Foi adotado nivel
de 0,05 de significancia em todos os testes. Foi utilizado o auxilio do software R (Core
Development Core Team, 2019).
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RESULTADOS
Dois animais demonstraram leve apatia e mucosas levemente palidas nos
primeiros 11 dias apos-inoculacdo (DAI), enquanto os demais bezerros mantiveram higidos.
Os animais apresentaram hipotermia com diferenca significativa (p<0,05) nos
primeiros 15 e no 35 DAI. Hipertermia foi identificada em 5 animais somente no 22° DAI
com diferenca significativa (p<0,05). A partir do 20° ao 30° DAI, todos os animais

mantiveram a temperatura corporal dentro dos valores de referéncia (Figura 2).
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Fig. 2. Valores médios e desvio padrdo de temperatura corporal (°C) durante 74 dias
pos-inoculagdo. A presenca do asterisco indica diferenga entre o momento e o
periodo de adaptacdo (p<0,05), pelo teste t de Student para dados pareados.

Nas avaliacOes de frequéncia cardiaca dos bovinos infectados (Figura 3) notou-se
bradicardia em somente um animal nos primeiros 15 DAI e nos dltimos 20 DAI com

diferenca significativa (p<0,05).
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Nos primeiros cinco dias, entre 33 e 37 dias e a partir 53 DAI identificou-se

bradpnéia (Figura 4) em todos os bezerros infectados com diferenca significativa (p<0,05).

Hipomotilidade ruminal (Figura 5) foi observada em todos os bezerros pés-inoculagdo com

diferenga significativa (p<0,05).
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min.) durante 74 dias apds a inoculagdo. A presenca do asterisco indica diferenca
entre o momento e o periodo de adaptagéo (p<0,05), pelo Teste de Wilcoxon.
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Fig. 5. Valores médios e desvio padrdo de movimentos ruminais (movimentos por 5
min.) durante 74 dias apds a inoculagdo. A presenca do asterisco indica diferenga
entre o momento e o periodo de adaptacdo (p<0,05), pelo Teste de Wilcoxon.

No eritrograma houve uma reducdo nas hemacias, hemoglobina, volume globular
(hematdcrito), CHCM e plaquetas com diferenca estatistica (p<0,05) em todo o periodo de
avaliacdo apds-inoculacdo. A anemia apresentada por todos 0s bezerros é do tipo normocitica
hipocrémica, visto que, os valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular média estao
abaixo do valor de referéncia (Tabela 1). No leucograma identificou-se leucopenia e
neutropenia com diferenca significativa (p<0,05) nos seguintes dias pds-inoculagdo: 11, 18,
25, 32 e 60. As alteracdes relatadas na serie branca foram pontuais e somente em dois animais
(14 e 15). Os bastonetes, eosinofilos, baséfilos, linfocitos e mondcitos estavam dentro dos
parametros de normalidade (Tabela 2).

De acordo com a analise de dados das bioquimicas, as alteracdes foram discretas e
pontuais para 0s seguintes parametros biogquimicos: fibrinogénio, proteinas totais, albumina,
globulina, CK, glicose, creatinina, ureia, bilirrubina total, direta e indireta (Tabela 3). Notou-
se reducdo da concentracdo da AST nos dias 18 a 60 DAI, porém ndo houve diferenca
estatistica (p>0.05). A concentragdo da GGT (gamaglutamiltransferase) aumentou com
diferenca significativa (p<0,05) entre os dias 67 e 74 DAI, porém, esse aumento ocorreu em

somente dois animais 0 14 e 15 (Tabela 4).
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Os primeiros tripomastigotas detectados pela técnica de Woo nos bovinos foram
encontrados no 5° dia pds inoculacdo e ao longo dos 74 dias avaliados. Houve alguns
momentos (1,2,3,4,17,35,36,37,42,45,49,53,56,60,63,67,70 e 74) pds-inoculacdo que o
parasita ndo foi detectado e o pico da parasitemia foi com 12 DAI. As laminas de esfregaco
ndo detectaram anaplasma e babesia. Pela técnica de Brener, os primeiros T. vivax foram
detectados no sexto dia pds-inoculagdo nos animais 9, 11,13,14,15 (encontrando 4,5x10° de
tripomastigotas), somente no animal 12 que o parasita foi diagnosticado no quinto dia pds-
inoculagdo (1,9x10° tripomastigotas). Nota-se na figura 5 os picos de parasitemia juntamente

com a temperatura e hematdcrito do animal ao longo do estudo com 0s bovinos.

DISCUSSAO

Os sinais clinicos apresentados pelos animais do presente estudo foram pontuais e
brandos e todos sobreviveram a inoculagéo experimental, realizadas por Dagnachew & Bezie
(2015), Linhares et al. (2006) e Bastos et al. (2017) os sinais foram intensos e evidentes (febre
alta e persistente, apatia, edema de barbela, queda na producdo, aumento de linfonodos,
lacrimejamento, perda de peso progressiva), levando varios animais a 6bito.

No eritrograma dos animais observou-se um quadro brando de infeccdo pelo T.
vivax, com queda na contagem de hemécias, hemoglobina, hemat6crito, CHCM e plaquetas,
indicando anemia normocitica hipocromica. Anemia foi também relatada por varios
pesquisadores (Silva et al. 1999, Fidelis Junior et al. 2016, Igbokwe e Anosa 1989) mas de
forma mais intensa porque os animais também apresentaram mucosas oculares hipocoradas.
Entretanto, a classificagdo do tipo de anemia identificada nos diferentes artigos foi diferente
do presente trabalho, caracterizada como normocitica hipocrémica, os demais trabalhos foi
encotrado anemia hipocrémica macrocitica.

A leucopenia e neutropenia identificada nos bovinos parasitados por T. vivax foi
semelhante aos resultados obtidos por Espinosa & Aso (1992), Batista et al. (2006, 2008) e
Paiva et al. (2000). Sugere-se que a leucopenia precoce observada no decurso da
tripanossomose bovina pode ter sido influenciada por grandes quantidades de antigenos de
tripanossoma (MACKENZIE et al.,, 1978) e pela liberacdo de neuraminidase pelos
tripanosomas, durante esta fase da infeccdo. Suporte para este fato vem de que, logo apos o
declinio da parasitemia, os valores de leucdcitos tendem a retornar aos da fase de pré-infeccao
e, em alguns casos, até mesmo a ultrapassar estes valores (ESIEVO et al.,1983) corroborando

com os resultados do presente estudo.
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Todas as analises de bioquimica (fibrinogénio, AST, GGT, bilirrubinas, CK,
ureia, creatinina, albumina, globulina, proteina total e glicose) apresentaram resultados
pontuais e discretas. Almeida et al. (2010) observaram valores dentro da normalidade, com
um incremento da ureia nos animais infectados e uma diminuicdo na creatinina que condiz
com o presente estudo. Kadima et al. (2000), avaliando bovinos experimentalmente
infectados, obtiveram inicialmente valores de bilirrubina dentro da normalidade, seguido de
aumento intermitente significativo, que pode ser indicativo de uma incapacidade progressiva
do figado para conjugar a bilirrubina eficazmente na circulacao.

Kadima et al. (2000) e Batista et al. (2008), avaliaram bovinos e caprinos
experimentalmente infectados pelo T. vivax, respectivamente, e obtiveram valores da glicose
plasmatica inferiores aos limites estabelecidos para as espécies. Segundo Katunguka-
Rwakishaya et al. (1997) as investigacfes sobre os niveis de glicose no sangue em animais
infectados com tripanossomas tém produzido resultados ambiguos. Katunga-Rwakishaya et
al. (1996) observaram uma diminui¢do nos niveis de albumina e uma hiperglobulinemia.
Sekoni et al. (1990) observaram um discreto decréscimo nos valores das proteinas plasmaticas
totais de touros infectados experimentalmente com T. vivax, que atingiu valores minimos na
segunda semana pos-infec¢ao.

A CK apresentou discreta e pontual diminuicdo ao longo do experimento
corroborando Almeida (2007) e Moura et al. (2009) que encontraram valores diminuidos da
atividade dessa enzima em infeccBes experimentais. JA Schenk et al. (2001) obtiveram
alteracdes significativas dos valores da CK entre 0s grupos, mas estes permaneceram dentro
da faixa de normalidade para a espécie.

O pico de parasitemia ocorreu no 12° DAI para todos 0s animais, mas no primeiro
més pds infeccdo ocorreram outros picos menores de parasitemia. ApoOs esse periodo a
parasitemia se tornou flutuante sendo detectados parasitas circulantes até por volta do 56°
DAI. Resultados semelhantes de picos de parasitemia foram relatados por Fidelis Junior
(2014). Esievo et al. (1983) detectaram pico de parasitemia no 11° DAI, ap6s o qual a
parasitemia diminui, sendo detectados parasitas até 66° DAI. Moraes 2001 observou
parasitemias flutuantes e picos nos primeiros 30 dias, tendendo a zero apds os 60 DAI,
aproximadamente. No entanto Schenk et al. (2001) verificaram parasitemia apenas até o 30°
DAI. Para Radostits et al. (2006), o parasita é detectado mais facilmente nos estagios iniciais
da doenga, quando o pico de parasitemia corresponde ao pico febril. Madruga (2002) relata
gue a persisténcia da parasitemia se deve, possivelmente ao mecanismo de evasdo do

protozoario pela variacdo antigénica das glicoproteinas variantes de superficie (GVS), e que
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essa variacao é responsavel pela recorréncia da parasitemia. Paiva et al. (1998) acreditava que
a adaptacdo a forma de transmissdo mecénica tenha diminuido a variagdo antigénica das GVS.

Nos esfregacos sanguineos realizados diariamente ao longo dos 74 DAI, ndo
foram identificados outros hematozoarios, divergindo de outros pesquisadores (Bastos 2019,
Gale et al 1996 e Lopes et al 2016) que detectaram anaplasma aos 22 dias apds primo
infeccdo experimental por T. vivax. A presenca de T. vivax, A. marginale, B. bovis e B.
bigemina em bovinos, ja foi relatada na Costa do Marfim por Yeo et al. (2017)

Os bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro apresentaram parasitemia ao T. vivax pos
inoculagdo experimental, mas todos sobreviveram e as alteraces clinicas e laboratoriais

foram discretas e pontuais.

CONCLUSAO
Os resultados indicam que os bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro tém indicios de

tolerancia a infeccdo experimental por T. vivax.
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Tabela 1. Média e desvio padrio dos valores da contagem total de hemacias, concentragciao de hemoglobina, hematécrito, VCM, CHCM e contagem total de
plaquetas de bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro inoculados avaliados por 74 dias.

Momentos (dias) Hemacias Concentracdo de Hematdcrito VCM CHCM Plaquetas
Hemoglobina

Periodo de 7,02 +0,62 9,42 +0,82 29,72 £ 2,50 42,55+ 2,22 70,15+ 6,16 350,34 + 88,60

Adaptacio
11 5,64 +0,82* 7,27 +0,83* 22,67 + 2,25* 40,48 + 3,51 56,43 £ 8,21* 104,00 = 20,14*
18 5,61+0,63* 7,37 £0,78* 23,00+ 2,61* 41,10 + 3,58 56,10 £ 6,27* 91,33 +47,28*
25 5,13 +0,52* 6,83 +0,63* 21,32 +1,61* 41,80 + 3,62 51,25 +5,21* 158,67 + 59,05*
32 533+1,21* 6,70 + 0,65* 21,33 +2,50* 40,84 + 4,80 53,25 +12,10* 183,33 +100,96*
39 5,02 +0,62* 6,67 +0,55* 20,67 + 2,65* 41,24 + 2,69* 50,20 £ 6,21* 227,67 £91,07*
46 4,91 +0,66* 6,63 + 0,82* 21,17 £2,71* 43,21+3,71 49,13 + 6,62* 114,50 + 89,31*
53 4,70 £ 0,66* 6,32 +0,71* 20,83 + 2,32* 44,60 + 4,58 47,03 £ 6,62* 184,33 £ 124,26*
60 4,89 £ 0,75* 6,68 + 0,89* 21,83 +£2,93* 44,90 + 3,62* 48,85 + 7,48* 207,83 +£105,31*
67 4,60 +0,37* 7,70 £ 0,67* 23,17 +£2,48* 50,34 £ 2,76* 46,00 + 3,67* 170,33 + 38,61*
74 5,20 + 0,74* 6,93 +1,08* 23,33 +3,39* 44,87 + 2,22 52,02 + 7,41* 129,67 + 75,50*

A presenca do asterisco na mesma coluna indica diferenca entre o momento e o periodo de adaptacdo (p<0,05), pelo teste t de Student para dados pareados para VCM e pelo

teste de Wilcoxon para os demais parametros.

Tabela 2. Média e desvio padrio dos valores de contagem total de leucécitos e contagem diferencial de neutroéfilos, eosinéfilos, basofilos, linfocitos e

monocitos de amostra de sangue bovinos avaliados por 74 dias.

Momentos (dias) leucécitos totais bastonetes segmentados eosindfilos basofilos mondcitos
Periodo de 12012 £ 2677 77 £ 51 2293 +591 399 +317 5+12 9052 + 2387 194 + 64
Adaptacao

11 6150 + 1411* 41+52 734 + 368* 109 + 135* 0+0 5116 + 1652* 151 +109
18 8417 £ 1411* 37 +90 968 + 914* 73 £119* 0+0 7125+ 1733* 189 + 104
25 9150 + 2201* 175+ 115 1288 + 733* 175+ 182 0+0 7222 +1541 199 + 223
32 10133 + 2047* 117 £131 1830 + 773 169 + 113* 0+0 7921 + 1573 97 +86

39 10767 + 3222 36+ 58 1164 + 638* 195 + 140* 95 + 231 9101 + 2869 79 + 133*
46 10683 + 1411 19 + 47 1435 + 631* 273+399 0+0 8626 + 1104 331+331
53 10617 £ 2936 71+121 607 + 300* 173 +206* 0+0 9722 + 2684 43 + 49*
60 10317 +3037* 40+ 65 900 * 576* 588 + 294 0+0 8509 + 2738 279 £130
67 13217 + 4172 0+0* 2584 + 1285 1217 + 1516 0+0 9726 + 2929 412 + 270
74 10817 + 3172 36+57 913 £478* 652 * 635 0+0 8847 + 2224 266 + 218

A presenca do asterisco na mesma coluna indica diferen¢a entre o momento e o periodo de adaptacao (p<0,05), pelo teste t de Student para dados pareados para contagem
total de leucdcitos e contagem diferencial. de linfocitos e pelo teste de Wilcoxon para os demais parametros.
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Tabela 3. Média e desvio padrdo dos valores de fibrinogénio, proteina plasmatica total, albumina, globulina, CK e glicose de bovinos inoculados
avaliados por 74 dias.

Momentos (dias) Fibrinogénio Proteina P. Total Albumina Globulina CK Glicose
Periodo de 656 + 142 6,7+0,4 3,12+0,28 3,53+0,65 151,84 + 21,01 64,06 + 5,85
Adaptacdo

11 400 +179 72+0,7 3,25 +0,27* 3,94+0,71 95,17 +22,30* 54,17 £ 11,77*
18 667 + 207 51+0,5* 2,99+ 0,25* 2,07 +0,37* 76,33 £ 33,14* 61,50 + 4,59*
25 633 +197 6909 2,81+0,40 4,04 + 0,85 97,00 + 39,16* 63,50 + 8,50
32 333 +103* 59%0,5 2,94 +0,28* 3,00+ 0,55 130,83 + 70,71 64,67 + 6,80
39 567 +151 50+ 2,5* 2,97 £0,23* 3,10+ 0,56 130,83 + 41,21 64,33 £ 4,46
46 400 + 126* 7,1+0,8 3,07 £0,23* 4,03 +0,94 118,33 + 28,13 60,17 +4,17*
53 433 +234 6,5+0,6 3,14+ 0,24 3,35+£0,71 112,17 + 23,74* 65,83 £ 6,05
60 567 + 234 59 +0,4* 3,05+0,23 2,89 +0,41* 119,67 + 27,72 65,00 +5,18
67 433 +234 7,5+0,7 2,38+ 0,38* 5,15+ 0,65* 128,00 + 59,36 62,83 + 4,54
74 656 + 163 6,8+0,4 2,84 +0,34* 3,91+0,36 119,50 + 14,92* 68,83 +7,31

A presenca do asterisco na mesma coluna indica diferenc¢a entre o momento e o periodo de adaptagio (p<0,05), pelo teste t de Student para dados pareados para Globulina e pelo
teste de Wilcoxon para os demais parametros.

Tabela 4. Média e desvio padrio dos valores da AST, GGT, creatinina, ureia e bilirrubinas diretas, indiretas e total de bovinos inoculados avaliados por

74 dias.
Momentos (dias) AST GGT Creatinina Ureia Bilirrubina Total Bilirrubina Direta Bilirrubina Indireta
Periodo de Adaptacdo 75,33 +10,46 9,63 +2,07 1,34+0,18 23,56 + 4,47 0,20 £ 0,04 0,10 £ 0,05 0,12 +£0,06
11 73,17 £ 19,32 9,39+ 3,09 1,23 +£0,14 28,67 + 6,28* 0,76 £ 0,45* 0,53 £0,27* 0,36 +0,41
18 62,67 + 21,19 9,64 1,67 1,09+ 0,07* 29,00 + 5,87 0,10 £0,03* 0,09 £0,03 0,01 +£0,02*
25 73,50+12,86 9,78+1,18 1,12+ 0,16 21,33 +8,31 0,18 £ 0,20 0,16 £ 0,22 0,12+0,18
32 77,33 +13,88 10,51+ 1,37 1,13+0,18 21,17+ 7,49 0,36 £ 0,27 0,16 +£0,18 0,27 £0,26
39 79,00 +19,89 9,87 £1,40 1,21 +0,23 19,00 +7,13 0,05+0,01* 0,08 0,03 0,00 £ 0,00*
46 83,83 +16,19 9,17 £1,69 1,09 +0,16* 31,50 +9,31* 0,36 £0,15* 0,09+0,13 0,26+0,12
53 84,50 + 19,44 11,49 + 1,55 1,18+0,18 23,67 £3,72 0,06 £ 0,03* 0,05+0,01 0,01 £0,02*
60 78.83 + 14,62 10,70 + 2,39 1,18+0,12 22,83 + 4,07 0,15 +0,07 0,12 £ 0,07 0,06 £ 0,05*
67 90,67 + 15,13 14,50 + 4,81* 0,95 £ 0,09* 27,67 +4,18 0,33+0,14* 0,13+0,12 0,22+0,17
74 82,00 +11,97 15,60 + 2,08* 1,16 £0,16 22,83 +4,58 0,85+ 0,42* 0,61 +0,34* 0,26 £0,38

A presenca do asterisco na mesma coluna indica diferenca entre o momento e o periodo de adaptagdo (p<0,05), pelo teste t de Student para dados pareados para ATS,
creatinina e ureia e pelo teste de Wilcoxon para os demais parametros.
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Fig. 6. Grafico combinado das médias e desvio padrdo de temperatura (°C) em vermelho,
hematdcrito (%) e contagem de tripomastigotas, durante 74 dias pés-inoculagao.
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CAPITULO 3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve o intuito de indicar a raca Curraleiro Pé-Duro como resistente e
resiliente a infeccdo por T. vivax, assim permitindo esses animais ao se adaptar a
condicdes inospitas criaram maior resisténcia e resiliéncia a afeccdes fisicas e bioldgicas
durante a selecdo genética natural da raga.

Foi demonstrado que o T. vivax é capaz de infectar e desenvolver a doenca em
bezerros, demonstrando clinica leve e ndo houve a presenca de Anaplasma e Babesia
como co-infec¢do nos animais da raca Curraleiro Pé-Duro.

Este é o primeiro trabalho que descreve a presenca de T. vivax em animais da raca
Curraleiro Pé-Duro avaliando sinais clinicos, parasitemia, hematologia e bioquimica em

bovinos experimentalmente infectados no Brasil.



