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RESUMO

Trypanosoma (Duttonella) vivax € o protozodrio causador da tripanosomose bovina. Uma
hemoparasitose de ruminantes que vem assumindo grande importancia econdmica no Brasil.
Sua transmissdo pode ocorrer por vetores e também pela via iatrogénica. Animais infectados
apresentam sinais clinicos comuns a diversas outras doencas, o que dificulta o diagnostico e
tratamento precoce em rebanhos infectados. Nos ultimos 10 anos, a doenga vem
constantemente se expandindo para novos territorios brasileiro. Este estudo relata o primeiro
caso de tripanosomose bovina causada por Trypanosoma vivax no estado de Goids, bem como
outros casos que ocorreram dentro de um periodo de 24 meses, demonstrando aspectos
epidemiologicos, como o compartilhamento de agulhas e a comercializagdo de vacas
infectadas, que influenciaram na dispersdo da doenga. Ainda, observou-se que 7. vivax foi
capaz de infectar e desenvolver a doenca em bezerros, independente se inoculados pela via
intradérmica, subcutanea, intramuscular ou endovenosa. A presenga de Anaplasma marginale
latente nos bezerros com tripanosomose interferiu diretamente no percentual de mortalidade
dos animais. Por fim, com relacdo a eficdcia, apenas animais que receberam isometamidium
foram capazes de permanecer sem nova parasitemia durante os 180 dias de estudo. Animais
que receberam diminazene apresentaram nova parasitemia quando reinfectados 50 dias apos o
tratamento e, por ultimo, imidocarb ndo foi eficaz no tratamento da tripanosomose bovina.
Este ¢ o primeiro trabalho que descreve a presenga de 7. vivax, bem como sua epidemiologia
no estado de Goias, avaliou-se a capacidade de infec¢do deste parasito por diferentes vias, os
sinais clinicos, métodos de diagndstico e, também, avaliou-se a eficdcia do tratamento com
imidocarb, diminazene e isometamidium em bovinos experimentalmente infectados com 7.

vivax no Brasil.

Palavras-chave: Brasil, bovinos, infec¢do, tripanossomose.
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ABSTRACT

Trypanosoma (Duttonella) vivax is the protozoan that causes bovine trypanosomiasis. A
hemoparasitosis of ruminants that has been assuming great economic importance in Brazil. Its
transmission can occur by vectors and also by the iatrogenic way. Infected animals show
clinical signs common to several other diseases, which makes it difficult to diagnose and treat
early in infected herds. In the last 10 years, the disease has been constantly expanding to new
Brazilian territories. This study reports the first case of bovine trypanosomiasis caused by
Trypanosoma vivax in Goias, Brazil, as well as other cases that occurred within a period of 24
months, demonstrating epidemiological aspects such as needle sharing and commercialization
of infected cows influencing the spread of this disease. Furthermore, it was observed that T.
vivax was able to infect and develop the disease in calves when they were inoculated by
intradermal, subcutaneous, intramuscular or intravenous way. The presence of Anaplasma
marginale latent, in calves with trypanosomiasis, interfer directly in the percentage of
mortality of the animals. Finally, with regard to efficacy, only animals that received
isometamidium were able to remain without new parasitaemia after 180 days of study.
Treatment with diminazene allowed new parasitemia when reinfected 50 days after treatment
and, finally, imidocarb was not effective in the treatment of bovine trypanosomosis. This is
the first study that describes the presence of 7. vivax, as well as its epidemiology in the State
of Goids, evaluated the infection capacity of this parasite by different pathways, clinical signs,
and diagnostic methods and also evaluated the efficacy of the treatment with imidocarb,

diminazene and isometamidium in cattle experimentally infected with 7. vivax in Brazil.

Keywords: Brazil, bovines, infeccion, trypanosomiasis.



CAPITULO 1: CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Trypanosoma vivax é o protozoario causador da tripanosomose bovina. Uma
hemoparasitose de ruminantes que vem assumindo grande importancia econdmica no Brasil '.
Sua ocorréncia tem ocasionado expressivas perdas economicas devido a mortalidade de
animais e a queda de cerca de 50% do retorno financeiro didrio bruto de uma propriedade
leiteira *.

A transmissdo desta parasitose pode ocorrer por vetores e também pela via
iatrogénica °. Na América do Sul, mutucas (Zabanus) sio os vetores mecinico desta
enfermidade *. Mas, outras moscas como Stomoxys calcitrans ¢ Haematobia irritans também
sdo incriminadas pela transmissdo mecanica deste parasito °. O uso compartilhado de agulhas
¢ outra prética de risco relacionada com maior frequéncia a disseminagdo desta enfermidade °.

Animais infectados apresentam sinais clinicos comuns a diversas outras doengas,
o que dificulta o diagnostico e tratamento precoce em rebanhos infectados. Os sinais mais
comuns da tripanosomose bovina sdo: febre, anemia, perda de peso e reducdo dos indices
produtivos, decubito prolongado, aborto e morte °.

Esta doenca, de origem africana, foi relatada pela primeira vez na América do Sul
no inicio do século passado. Os primeiros casos de tripanosomose bovina no Brasil foram
descritos em 1946. Desde entdo, a doenga vem constantemente se expandindo para novos
territorios .

Em Goias, local onde a tripanosomose bovina foi relatada pela primeira vez em
2015 *, poucas informagdes sobre os aspectos clinicos, epidemiologicos, bem como formas de
diagnéstico e tratamento desta doenga. Tal observagdo repete-se também em outras partes do
Brasil. Portanto, este trabalho investigou e reuniu informagdes sobre os aspectos clinico-
epidemioldgicos em Goids, e também comparou diferentes métodos de diagnodstico de
tripanosomose bovina, concomitantemente, o presente estudo determinou a eficicia de
diferentes protocolos, com diminazene, imidocarb e isometamidium, para o tratamento desta

hemoparasitose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiologia

Trypanosoma (Duttonella) vivax € um protozoario hemoparasito que localiza-se

’ . , 2 . . .
no plasma sanguineo de bovinos, e também de outros ungulados”. Foi no continente africano,
entre 1894 e 1897, que pela primeira vez sua presenca foi relacionada a ocorréncia de doenga
em bovinos, bem como foi demonstrado que o agente era transmitido pelo vetor biologico do
. , . s . . w

género Glossina, conhecido como mosca tsé-tsé (que na linguagem Tswana significa “mosca

que mata o rebanho™®

). Algum tempo depois, também descobriu-se que animais selvagens
atuavam como reservatorios deste protozoario. Em 1905, T. vivax passou a ser considerado a
principal espécie de tripanossomatideo que afeta bovinos, causando a doenca denominada
Nagana, como ¢é conhecida na Africa, ou tripanosomose bovina, denominagio utilizada no
continente americano’.

T. vivax foi classificado como pertencente ao subgénero Duttonella e Secao
Salivaria, pois possui formas flageladas monomorficas (com pequenas variagdes de tamanho)
e por desenvolver-se exclusivamente na proboscide do vetor bioldgico’. Morfologicamente,
possui regido posterior do corpo arredondada, cinetoplasto terminal grande e arredondado ou
eliptico, apresenta um flagelo livie e com membrana ondulante semidesenvolvida'. A
observagdo de algumas estruturas, como a membrana ondulante (de tamanho maior que a de
Trypanosoma congolense e menor que de Trypanosoma brucei e Trypanosoma evansi) € a sua
extremidade posterior (cuja forma ¢ arredondada), por exemplo, permite a diferenciacio de 7.
vivax das demais espécies quando observados na microscopia luminosa’. Ndo so pelas
caracteristicas morfologicas, 7. vivax também pode ser diferenciado dos demais
tripanosomatideos pela sua capacidade de movimentacao, que ao exame microscopio a fresco
apresenta rapida movimentagao (geralmente retilinea), enquanto que outros tripanosomatideos
locomovem-se em circulos'”.

A partir de andlises biométrica, observou-se que o comprimento de 7. vivax varia
de 18 a 31 pm, sendo que 3 a 6 pum deste total corresponde ao tamanho do flagelo livre’.
Inicialmente, o conhecimento destas medidas foi utilizado para realizar diferenciacdo entre
isolados de Mato Grosso, Para e Bolivia, cujo resultados de comprimento médio eram 18,73

um, 22,77 ym e 15,86 pum, respectivamente10’11

. Também, foram feitas algumas rela¢des entre
. .. 12
morfologia e patogenicidade, mas sem sucesso .
Esta reunido de resultados discrepantes do mesmo organismo, entre diferentes

autores, levou ao questionamento dos dados, uma vez que foram utilizados diversos métodos



(como técnicas de desenho com camera lucida e captura de imagens com maquina
fotografica) que, além de tediosos, sua acuracia depende da habilidade de cada pessoa'’.

A partir disso, descobriu-se que apesar de serem monomorficos, 7. vivax pode
apresentar quatro variacdes de sua forma, que ocorrem nas diferentes fases de parasitismo.
Estas formas sdo classificadas como: (1) pequenos tripomastigotas ou “stumpy forms”; (2)
tripomastigotas intermediarios; (3) grandes tripomastigotas ou “slender forms”; e (4)
tripomastigotas em divisio (durante a fissdo bindria)''. A observagio de grandes
tripomastigotas predomina durante a fase ascendente de parasitemia, enquanto que durante a

fase decrescente, pequenos tripomastigotas sio mais frequentes'’ (Figura 1).

: <—Flagelo

Membrana
ondulante

Nucleo

Cinetoplasto

FIGURA 1: Trypanosoma vivax e variagdes de sua forma, obtidos em amostra
de sangue de bovino naturalmente infectado. Extensdo sanguinea corado com
May Grunwald/Giemsa e observada em microscopia com Oleo de imersdo
(1.000x). Pequeno tripomastigota (A), grande tripomastigota (B) e
tripomastigotas em divisdo (C e D). Arquivo pessoal, 2019.



Para melhor compreender este polimorfismo, foram empregadas técnicas de
diagndstico molecular e demonstrou-se que isolados da Colombia, Venezuela e da Guiana,
apesar de proximos, apresentam moderada diversidade genética'’. Mas, aparentemente, esta
diferenga é inferior quando comparada aos isolados africanos’. Ainda, isolados brasileiros
oriundos de Para, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul apresentaram alta similaridade genética
(ou homogeneidade)'*, mesmo quando obtidos de animais sintomaticos e assintomaticos' e
que amostras de 7. vivax obtidas em Mato Grosso apresentaram sequéncias de alta

homogeneidade com amostras analisadas do oeste da Africa'.

2.2. Epidemiologia

2.2.1. Distribuicao

Tripanosomose bovina ¢ uma doenca de ocorréncia mundial, contudo os maiores
numeros de casos da doenga ocorrem no continente africano, onde houve os primeiros relatos
dessa doenga, e na América latina, local onde vem causando danos a bovinocultura ¢ com isso
sendo progressivamente estudada'”.

Com relagdo a América do Sul, especificamente, ndo sabe-se com exatidao
quando 7. vivax foi introduzido. Mas, a primeira detec¢do ocorreu na Guiana Francesa, no
inicio do século XX, sendo encontrado em seguida na Venezuela. Desde entdo, a presenca
deste agente foi relatada em diversos outros paises sul americanos como: Colémbia, Suriname
e Guyana, Panama e Brasil, dentre outros'”.

No Brasil, a ocorréncia desta doenga em bovinos foi descrita pela primeira vez no
Para, em 1946 por Bulhosa. Neste mesmo Estado, posteriormente foi descrito novos casos em
bufalos ''. Apés isto, diversos outros relatos de tripanosomose bovina foram feitos,

registrando sua disseminacao para outros 18 estados (Quadro 1).

2.2.2. Hospedeiros
Tripanosomose causada por 7. vivax ¢ uma doenga que afeta animais ungulados,
. , 6 , . . I
podendo ocorrer em ruminantes e equideos’. Na América do Sul, assim como na Africa,
. .. . 28 , . . .
infecta principalmente bovinos™, sendo também detectada em equinos, ovinos, caprinos,
bufalos, lhamas, alpacas e veados. Entretanto, a infec¢do em equinos precisa ser melhor

estudada .
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QUADRO 1: Distribui¢do, ano de ocorréncia e referéncia bibliografica dos primeiros relatos
de Trypanosoma vivax nos diferentes estados brasileiros.

N Local Ano Referéncia

1 Para 1946 Shaw e Lainson''

2 Amapa 1981 Serra-Freire'®

3 Mato Grosso 1995 Silva et al.'’

4 Mato Grosso do Sul 1997 Paiva et al.'®

5 Paraiba 2002 Batista et al."’

6 Maranhao 2003 Guerra et al.*’

7 Tocantins 2005 Linhares et al.*!

8 Minas Gerais 2007 Carvalho et al.”

9 Sao Paulo 2008 Cadioli et al.

10  Rio Grande do Sul 2009 Silva et al.”

11 Pernambuco 2010 Pimentel et al.**

12 Alagoas 2013 Andrade Neto e André®
13 Goias 2015 Bastos et al.’

14 Sergipe 2015 Vieira et al.*

15 Piaui 2015 Lopes et al.!

16 Rio de Janeiro 2016 Costa et al.”’

17 Espirito Santo 2016 IDAF (2016) (Dados nao publicados)
18 Rio Grande do Norte 2017 Lopes et al.'

Nos bovinos brasileiros, tripanosomose foi identificada afetando rebanhos de

2123 Ha relatos de

corte (Nelore, Angus, Brahman) e de leite (Pardo Sui¢o, Gir e Girolando)
racas taurinas (Bos taurus taurus) que sdo conhecidas pela capacidade de serem
tripanotolerantes. Animais das racas N’Dama, Muturu e Dahomey, encontrados
principalmente no oeste da Africa, apresentam este tipo de resisténcia & T. congolense, T.
brucei e a isolados de T. vivax do oeste africano'’,

Para melhor compreender o parasito, tentativas de inoculagdo in vitro em ratos e
coelhos foram realizadas, mas ndo foram efetivas. Apenas infeccdo em camundongos foi
possivel a partir de cepas especificas’. Foi demonstrado que rato do algoddo (Sigmodon sp.),
por exemplo, ¢ imune ao 7. vivax pois em seu soro hd anticorpos capazes de causar lise
celular deste parasito. Também, foram feitos testes em babuinos e concluiram que estes
animais sdo refratarios a infecgdo’. Além disso, testes realizados em burros demonstrou que
estes equideos podem se infectar com 7. vivax e, apesar de ndo manifestarem a doenga,

. ;. . . 09
possivelmente podem atuar como reservatorio no semiarido brasileiro™ .

2.2.3. Transmissao
Trypanosoma sdo parasitos obrigatorios e heterogenéticos que ndo sobrevivem
fora do corpo do hospedeiro. Por ser da classe Salivaria, 7. vivax pode apresentar transmissao

bioldgica (por vetores biologicos que possuem o parasito em sua glandula salivar) e
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transmissio mecanica (por vetores mecanicos ou iatrogénica)’’. Também, apesar de menos
frequente, é possivel que ocorra transmissio por via transplacentaria'®.

A transmissio por vetores ocorre principalmente na Africa, onde a mosca tsé-tsé
(Glossina spp.), reconhecida como vetor bioldgico, ¢ endémica. J4 na América do Sul, onde
ndo existe tsé-ts¢, aparentemente o parasito se adaptou para sobreviver a partir da transmissao
mecanica. Esta tltima ¢ atribuida a vetores como Tabanus spp. e, possivelmente, moscas
como Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans. Relata-se que em Cuba, mosquitos possam
ser potenciais vetores'’. Ainda, causas iatrogénicas, como quando se utiliza seringas, agulhas
e outros equipamentos contaminados também podem transmitir o agente "',

A transmissdo mecanica pode ser influenciada pelo nivel de parasitemia do
hospedeiro, de modo que animais com alta parasitemia atuam como fontes de infeccdo mais
eficiente do que animais com baixa parasitemia’. Mas, para que a transmissdo mecanica
ocorra, diversas condigdes devem ocorrer simultaneamente, como a existéncia de um animal
portador com alta parasitemia, abundancia de vetores (ou outra condicdo favoravel para a
transmissdo, como a forma iatrogé€nica) e presenca de animais susceptiveis (situacdo comum
onde ha rotas comercias de bovinos)'®, seja pela idade, presenca de infecgdes concomitantes,
gravidez, lactago e/ou condi¢io nutricional®”.

Uma vez que ¢ baixa a probabilidade de todos estes fatores ocorrerem
concomitantemente'’, casos da doenga sdo imprevisiveis em areas onde a transmissio de 7.
vivax € estritamente mecanica. Neste locais, sua ocorréncia € observada na forma de surtos
que, apds ondas epidémicas, gradualmente resulta no controle do parasito, seja pela autocura
ou pelo tratamento. Deste modo, a situagdo epidemiologica torna-se instavel e, apos alguns
anos, a populagdo retorna ao estado de susceptivel (quando a soroprevaléncia esta abaixo de
20 a 30%), sendo possivel ocorrer nova onda epidémica’.

Depois que o parasito se estabelece em um rebanho de susceptiveis, ¢ importante
ressaltar a facilidade de disseminagdo que ele possui '°. Ha relatos de que esta doenga pode se
disseminar por todo o rebanho em seis meses, quando formado por animais que ndo foram
previamente expostos ao agente >°.

Com relacdo a transmissdo transplacentaria, na América latina este tipo de
transmissdo foi relatada em bezerro que apresentou alta parasitemia cinco horas apds o
parto”. A manifestagio perinatal da doenga aparenta ter relevancia epidemioldgica neste

continente '°.



2.3. Patogenia

Ap6s infeccdo do hospedeiro vertebrado, tripanosomatideos da classe Salivaria
multiplicam-se no sangue continuamente por fissdo bindria, mantendo a forma
tripomastigota’. Durante o periodo de incubagdo, que geralmente varia de sete a 11 dias, em
bovinos, o animal infectado ndo apresenta sinais clinicos®. Esta variagdo do periodo pré-
patente (PPP) pode ocorrer em fungdo da patogenicidade do isolado ou da quantidade de
in6culo que o animal susceptivel receber’>. Ha casos em que o PPP foi de 59 dias. Mas, isso
ocorreu com isolados pouco virulentos °.

Apbs a incubagdo, um primeiro pico de parasitemia pode ser detectado entre seis e
12 dias pos-infecgdo’”. Simultaneamente com este pico, hipertermia, trombocitopenia e
anemia aguda severa podem ser observados. Animais com anemia persistente podem
desenvolver insuficiéncia cardiaca congestiva, que resulta em 6bito'”.

Reducao do hematdcrito esta associado a estagios mais severos da tripanosomose.
Ha relato de animais que o valor de hematdcrito atingiu valor de 8%*. A anemia causada por
T. vivax é descrita como normocitica ¢ normocromica, com tendéncia a se tornar macrocitica
e normocromica. Sugere-se que esta anemia seja por hemolise do tipo imunomediada e ocorra
pela deposi¢do de imonocomplexos na superficie de eritrécitos, desencadeando a
eritrofagocitose'’. Mas, os mecanismos patofisiologicos desta doenga ainda ndo sdo
completamente conhecidos®. Apesar de menos frequente, zebuinos infectados também podem
desenvolver leucopenia, com neutropenia e linfopenia, com posterior reestabelecimento dos
pardmetros normais>*.

Em testes com touros zebuinos observou-se que o valor médio do hematdcrito
reduziu de 29% para 16%, apés 20 dias de infec¢do. Mas, além da anemia, estes animais
também apresentaram vdrios graus de lesdo testicular, afetando principalmente as células de
Leydig e tibulos seminiferos, o que resultou em degeneragdo epididimal dois meses apos
infec¢do. Aparentemente a glandula pituitaria e producdo de hormoénio luteinizante (LH) nao
foram afetadas, mas a destruicdo de células de Leydig pode resultar na diminuicdo da
esteroidogénese testicular e consequentemente afetar a espermatogénese. Danos que
dificilmente podem ser revertidos®”.

Com relagdo as vacas, foi observado que a gestacdo provoca exacerbagdo da
infeccdo, manifestada por aumento persistente da parasitemia, seguido por hipertermia.
Ovelhas infectadas no inicio de gestagdo morreram 35 dias apos infecgdo, enquanto que
ovelhas infectadas no ter¢o final de gestagdo apresentaram aborto e nascimento de cordeiro

= s e 34
fraco, mas nao foram a obito™".



Foi observado que entre 30 a 60 dias pds-infec¢do, a parasitemia deixa de ser
detectavel por métodos microscopicos. A partir deste periodo, considera-se que tem inicio a
fase cronica da doenga. Nesta fase, é comum o animal deixar de apresentar sinais clinicos .
Animais com a doenga cronica podem se tornar reservatérios de 7. vivax que, nestes casos,
permanece alojado extravascularmente em linfonodos, no humor aquoso dos olhos ou no
liquor. Tais infecgdes ocultas, posteriormente podem ser reativadas quando os bovinos forem
submetidos a estresse'’ ou infec¢iio concomitante. Esta reativagdo também pode ocorrem em
periodos de pouca disponibilidade de alimentos ou apos imunossupressio”’. Por outro lado,
animais bem alimentados e bem manejados (livre de calor extremo, ectoparasitos e
endoparasitos, por exemplo) podem responder bem a infecgdo e sobreviver’>.

Em caso de Obito, nas carcagas apenas sinais como edema e anemia s30
observados. Entretanto, estes sinais sdo comuns a varias outras doencas de bovinos, como

., o~ . . o . £ 10
helmintiase e mal nutri¢do, o que dificulta o diagnostico por meio de exame necroscopico .

2.4. Sinais clinicos

A infec¢do causada por 7. vivax em bovinos adultos pode causar desde infec¢do
assintomatica até doenca grave''. A febre é um dos primeiros sinais que pode ser observado,
seguido de anemia hemolitica, parasitemia, apatia, anorexia, letargia, ataxia, perda de peso
progressiva, palidez de mucosa, aumento de tamanho dos linfonodos (no pescoco e no flanco
principalmente), baixa condi¢io corporal, queda na producio de leite, aborto e morte™.

Em alguns casos pode ser observado lacrimejamento, tosse, diarreia, depressao,
edema submandibular, descarga nasal, ceratite e cegueira transitoria. Casos graves da doenga
desenvolvem sinais neurologicos como dismetria, ataxia, fraqueza muscular nos membros
posteriores, bem como decubito external e morte subita. Taxas de mortalidade de
aproximadamente 10% e a morbidade de 50% sdo relatadas em alguns trabalhos >~

A ocorréncia destes sinais variam de acordo com diversos fatores, como a fase da
doenca (aguda ou cronica) e resposta imune do hospedeiro'. Doenga aguda geralmente ocorre
apos introdugdo de animais infectados em um rebanho de susceptiveis®®. Sintomatologia em
bezerros, por exemplo, ¢ mais grave que em vacas. A infeccdo no ter¢o final de gestacdo
parece ser mais danosa as fémeas, uma vez que pode resultar em morte, retengcdo de placenta,
atraso na involugdo uterina, natimortalidade e aumento do intervalo entre parto™.

Uma vez que o parasito sobrepde o sistema imune do bovino, os animais
infectados podem apresentar sinais clinicos comuns a diversas outras enfermidades como

helmintiase, babesiose, anaplasmose, raiva, deficiéncia nutricional e intoxica¢des por
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plantas”, o que dificulta o diagnostico’’. Entretanto, ja foi observado que durante a
tripanosomose aguda, anemia ¢ o principal sinal clinico, enquanto que leucopenia e ictericia
raramente ocorrem. A ictericia, quando observada, ndo ¢ acompanhada por
hemoglobintria' .

Em ovelhas com a doenga aguda, o aparecimento de 7. vivax no sangue periférico
ocorreu junto com o aumento da temperatura corpérea do animal. Foi possivel notar a perda
de peso seguida de oObito, em casos severos. Durante a necropsia, ndo foram observadas
alteragcdes macroscopicas nos pulmdes, bago, cérebro e rins. Por outro lado, o figado
apresentou pequenos pontos brancos, o coragio apresentou-se flacido e medula dssea palida'’.

Cabras experimentalmente inoculadas apresentaram a doenga clinica e tiveram
que ser eutanasiadas. Por outro lado, o mesmo indculo quando utilizado em burros, nao
produziu sinais clinicos, parasitemia detectavel pelos métodos microscopicos direto ou
alteracdes hematoldgicas. Apenas foi possivel detectar DNA do parasito nos burros. Portanto,
no Brasil, burros foram considerados animais tolerantes e talvez possam atuar como
reservatério para ruminantes> .

Em bufalos, a infeccdo caracteriza-se por baixa parasitemia, acompanhando por
periodos de deteccdo de 7. vivax no sangue circulante juntamente com o aumento de
temperatura''. Alguns casos em bovinos a doenga também pode-se estabelecer equilibrio com
0 parasito e permanecer assintomadtica por longo periodo, caracterizando a fase cronica da
doenca’®.

A fase cronica da doenca esta relacionada principalmente com aparecimento de
problemas reprodutivos em fémeas e machos®. Em touros, 7. vivax causa dano testicular e
epididimal que pode resultar em infertilidade e, provavelmente, esterilidade®. Sugere-se, pela
deteccdo de DNA do parasito na placenta de animais infectados, que este agente tem
importante fungdo na patogénese da disfungéio placentaria e aborto®*. De acordo com Silva et
al.’’, aborto no ter¢o final de gestagio acompanhado de anemia ¢ sinal indicativo de
tripanosomose bovina. Além disso, ciclo estral alterado, anestro permanente™, repeti¢io de
cio e mortalidade perinatal também sdo sinais reprodutivos da doenga em fémeas . Febre,
anemia e presenga de parasitos no sangue circulante, que sdo os sinais mais frequentes na fase

. . A 10
aguda, sdo intermitentes na fase cronica .

2.5. Diagnéstico



10

Tripanosomose pode ser diagnosticada pela associacdo de achados clinicos e
epidemioldgicos com técnicas parasitologicas, imunologicas e moleculares. Ja, com relacao
ao diagnostico necroscopico, nio ha sinais patognoménicos que podem ser observados™.

Ha diversas técnicas parasitologicas para diagndstico de tripanosomose. Elas
podem ser divididas em trés tipos: (1) Técnicas de gota imida e esfregago (espesso e fino),
dentre outros (Figura 2); (2) Técnicas de concentragdo (Teste de concentragdo em tubo de
hematocrito e Método de Woo); e (3) Técnica de inoculagio em animal susceptivel* *'. Ha

. , , . - , . . ~ 42 .
ainda outros métodos, como a técnica de concentragdo apos lise e centrifugacdo e a pesquisa

. . . r r A 11 ~ +1:
de parasito em imprint de baco, medula 6ssea, cérebro e pancreas ', mas sao menos utilizadas.
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FIGURA 2: Trypanosoma vivax em extensao sanguinea corado com May Grunwald/Giemsa e

observada em microscopia com 6leo de imersdo (1.000x). Arquivo pessoal, 2019.

Todas estas técnicas sdo diretamente influenciadas pela parasitemia, podendo ser
uteis para se diagnosticar este parasito no sangue durante a fase aguda da doenca, a partir de
quatro dias ap6s a infeccdo, e em seguida por varios meses. Mas, devido a baixa sensibilidade,
ndo sdo capazes de detectar o parasito durante o periodo pré-patente, ou durante a fase cronica
da enfermidade '°.

Técnicas soroldgicas como imunofluorescéncia (IF) e ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) podem ser utilizadas para diagndstico direto e indireto. Sdo técnicas uteis para

investigagio epidemiolégica, especialmente para determinacio da distribui¢io de T. vivax'’.
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Entretanto, a ocorréncia de variacdo antigé€nica, caracteristica comum de 7. vivax, dificulta o
desenvolvimento e padronizacdo de testes imunoldgicos, fazendo com que o diagnostico
especifico em qualquer caso continue dependendo da demonstragdo de tripanosomatideos por
métodos parasitologico™ **,

Meétodos que envolvem a pesquisa de DNA do parasito sdo caracterizados como
métodos moleculares de diagnostico direto. Neste caso, um resultado positivo indica infec¢ao
ativa, ou seja, presenga do agente no organismo do hospedeiro. Dentre os métodos
moleculares disponiveis, dois sdo utilizados com maior frequéncia: a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e o Teste LAMP. Sao testes que podem detectar baixa parasitemia (comum

43,45

na fase cronica da doencga), entretanto possuem alto custo ", além de poderem ser inibidos

pela presenca de hemoglobina e heparina®.

2.6. Tratamento

Quimioterapia com drogas tripanocidas possuem efeito curativo e/ou preventivo,
dependendo da forma e dose que forem utilizadas. Estas drogas impedem um ou mais
processos, ainda ndo totalmente compreendidos, que sdo essenciais para a sobrevivéncia do
microrganismo no corpo do hospedeiro. Animais tratados apresentam répida eliminacdo da
parasitemia, mas ¢ importante afirmar que tratamento tripanocida isolado ndo irad curar a
tripanosomose, ¢ nem deixar o animal livre do parasito, pois este pode permanecer fora dos
locais de acdo da droga por algum tempo, antes de retornar ao sangue circulante. Além disso,
a recuperagdo do animal tratado exige manejo eficiente, como fornecimento de alimento
adequado e controle de estresse™.

Por volta de 1920, o Tartarato de antimoénio e potassio foi a primeira droga
utilizada com sucesso no tratamento da tripanosomose bovina. Mas, além de exigir varias
aplicacdes, tratava-se de uma droga extremamente irritante e sua aplicagdo deveria ser feita
exclusivamente via endovenosa*”. Depois que este quimioterapico deixou de ser empregado,
foram iniciados tratamentos em bovinos com Brometo de Etidio, na dose de 0,05mg/kg e via
intramuscular™.

Posteriormente, dois novos ativos foram empregados no tratamento da
tripanosomose bovina: diaceturato de diminazene (de 3,5 a 7mg/kg, aplicado via
intramuscular) e cloridrato isometamidium (com uso intramuscular profundo, apresentando
efeito curativo na dose de 0,5mg/kg e preventivo quando utilizado 1,0mg/kg)*>. Bovinos,
ovinos e equinos tratados com estes fAirmacos, apresentam efetivo clearance do parasito no

sangue circulante algumas horas apds administragcdo, sendo confirmado através de cPCR.
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Entretanto, estudos demonstraram que mesmo apds tratamento com estes farmacos, 7. vivax
pode reaparecer espontaneamente na circulacdo sanguinea do hospedeiro quando este ¢
submetido a situagdes de estresse, por exemplo ** .

Em casos onde a incidéncia da doenca ¢ baixa, havendo poucos individuos
infectados durante o ano, ¢ indicado que se realize tratamento do tipo curativo. Situagdo
comum em casos de 7. vivax transmitido mecanicamente. O tratamento com drogas curativas
¢ mais efetivo em rebanhos monitorados a cada trés meses. Caso algum animal venha a 6bito,
neste rebanho, sugere que as visitas sejam mensais ou quinzenais.

Por outro lado, quando o rebanho estd em constante risco de adquirir o parasito,
onde muitos animais se infectam frequentemente, deve-se realizar tratamento do tipo
profilatico. Tal situagdo ocorre em areas onde existe transmissao pela mosca tsé-tsé€. Este tipo
de tratamento também pode ser utilizado quando o rebanho apresenta baixo desempenho
produtivo e reprodutivo, mesmo recebendo visitas e tratamento curativo regularmente. Em
situagdes nas quais nao ¢ possivel fazer diagnostico para identificar os animais infectados ou

quando o risco de se infectar for intenso, indica-se o tratamento do tipo profilatico®.

2.6.1. Resisténcia as drogas tripanocida comercializadas

O desenvolvimento de resisténcia de Trypanosoma as drogas tripanocidas
dificulta o tratamento e prevengio da enfermidade'®. Continuamente sio relatadas a detecgdo
de cepas denominadas resistentes. Estas, assim como as demais, desaparecem rapidamente do
sangue circulante apds tratamento. Mas, apresentam a capacidade de reaparecer apds um
periodo de tempo variavel”’. Provavelmente, cepas resistentes tenham desenvolvido uma
capacidade de se esconder em partes do organismo do hospedeiro, como, por exemplo, nas
camaras oculares ou partes do cérebro, onde a droga ndo consegue penetrar”. Também, foi
observado que cepas resistentes apresentaram viruléncia menor que cepas nao-resistentes e

. .~ . 42
que quando juntas, por competi¢ao as cepas resistentes tendem a desaparecer .

2.7. Controle

Tratando-se de um protozoario cuja variabilidade genética dificulta a produgdo de
uma vacina eficaz, o controle deste agente deve ser feito por meio da adocdo de medidas
como: tratamento de animais doentes; restricio de movimentacdo de animais infectados, nao
permitindo o ingresso em areas ndo-endémicas; eliminag¢do da possibilidade de transmissao

. A s . ’ 33
iatrogénica; controle de vetores, principalmente na época do ano que se reproduzem™. Esta
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restricdo de movimentagdo de animais infectados € importante, pois estes quando sobrevivem
a doenga, tratados ou ndo, podem se tornar portadores assintomdticos e posteriormente
disseminar o agente no rebanho™. J4, o uso de defesa inata do hospedeiro no combate a
infeccdo, oferecendo manejo adequado e explorando melhor caracteristicas genética de racas

tripanotolerantes'’,

Justificativa

A partir dos contexto apresentado, este trabalho investigou e reuniu informagdes
sobre os aspectos clinico-epidemioldgicos em Goids, e também comparou diferentes métodos
de diagndstico de tripanosomose bovina, concomitantemente, o presente estudo determinou a
eficacia de diferentes protocolos, com diminazene, imidocarb e isometamidium, para o

tratamento desta hemoparasitose.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar, caracterizar e descrever os aspectos epidemioldgicos e clinicos da
infec¢do por Trypanosoma vivax em rebanhos bovino leiteiro no estado de Goias, bem como
determinar as vias de infec¢do, sinais clinicos , eficacia terapéutica de drogas tripanocidas em
bezerros Girolando infectados artificialmente com o isolado Ipameri.
3.2. Objetivos especificos

Investigar surtos da tripanosomose no estado de Goids.

Realizar estudo epidemioldgico da tripanosomose bovina causada por 7. vivax nos rebanhos

goianos.

Determinar a capacidade de infeccdo de 7. vivax isolado Ipameri pela seguintes vias:

endovenosa, intramuscular, intradérmica e subcutanea, em bezerros.

Descrever as alteracdes clinicas causadas pelo isolado de 7. vivax proveniente de Ipameri-GO,

em bezerros experimentalmente infectados.

Determinar a eficacia de diaceturato de diminazene (7,0 mg/Kg), dipropionato de imidocarb
(4,8 mg/kg) e cloridrato de isometamidium (0,5 e 1,0 mg/kg) no tratamento de bezerros

experimentalmente infectados com 7. vivax.
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CAPITULO 2: DISTRIBUICAO ESPACIAL, PREVALENCIA E FATORES DE
RISCO PARA OCORRENCIA AGUDA DE Trypanosoma vivax EM BOVINOS DO
ESTADO DE GOIAS, BRASIL

Thiago Souza Azeredo Bastos'; Adriana Marques Faria'; Darling Mélany de Carvalho
Madrid'; Leonardo Bueno Cruvinel'; Jodo Eduardo Nicaretta'; Alliny Souza de Assis
Cavalcante'; Dina Maria Beltrin Zapa', Luciana Maffini Heller'; Luiz Fellipe Monteiro
Couto'; Guido Fontgalland Coelho Linhares'; Valéria de Sa Jayme'; Gabriel Augusto
Marques Rossi’; Vando Edésio Soares’; Fabiano Antonio Cadioli* Welber Daniel Zanetti

Lopess.

1-Departamento de Parasitologia Veterindria, Escola de Veterindria e Zootecnia — EVZ,
Universidade Federal de Goias — UFG, Goiania, GO, Brasil. *E-mail: tsabvet@gmail.com.

2- Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias
(FCAYV), CEP 14884-900, Jaboticabal, SP, Brasil.

3- Universidade Brasil — Campus de Descalvado. Sdo Paulo, SP, Brazil.

4- Curso de Medicina Veterinaria, Departamento de Clinica, Cirurgia e Reprodu¢do Animal,
Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rua
Clovis Pestana 793, Aragatuba, SP 16050-680, Brasil.

S-Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica — IPTSP, Universidade Federal de Goids —
UFG, Goiania, GO, Brasil.

Resumo

Trypanosoma vivax é um protozodrio flagelado, causador da tripanosomose
bovina. Hemoparasito que vem se disseminando no territorio brasileiro nos tltimos anos. O
presente estudo teve como objetivo, verificar a distribui¢@o espacial, a prevaléncia e fatores de
risco para ocorréncia aguda de 7. vivax em bovinos do estado de Goias, Brasil, por meio da
técnica de Woo. Entre maio de 2015 a maio de 2017, foram colhidas amostras de 4.049
animais oriundos de 42 propriedades rurais, localizadas em 26 municipios do estado de Goiés.
Com base nos resultados observados, pode-se concluir que surtos de 7. vivax foram
diagnosticados em 358 (8,84%) vacas apenas da raca Girolando com aptidao leiteira, de 24
propriedades localizadas basicamente nas regides Central e Sul do referido Estado. A
presenca de tabanideos, S. calcitrans e H. irritans ndo apresentaram-se como fator de risco
(P<0,05) para ocorréncia deste protozodrio. Apos a constatagdo dos surtos, houve um
decréscimo de 39,62% na produgdo média didria de litros de leite das vacas. Além disso, em
vacas de trés propriedades em que os produtores acreditavam que o problema seria 7. vivax,
foram encontrados animais com elevado grau de parasitismo por A. marginale. Por fim, ¢
possivel afirmar que a aquisicdo de novos animais portadores de 7. vivax, aliado a conduta de
administracdo da ocitocina exdgena nas vacas em cada ordenha, utilizando-se a mesma
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seringa e agulhas entre varios animais, foram os principais fatores de risco (P<0,05) para
disseminar este hemoparasito no estado de Goids, bem como em outras regides do Brasil,
conforme discutido neste estudo. Tal fato demonstra a importancia em se restringir, que seja
em médio a longo prazo, a pratica de se comercializar animais Girolando de aptiddo leiteira
infectados em eventos de venda coletiva (leiloes), assim como eliminar o uso de ocitocina
exogena nos animais durante o processo de ordenha de vacas Girolando, podendo, desta
maneira, evitar graves problemas aos criadores de bovinos desta raca no Brasil.

Palavras-chave: Epidemiologia; tripanosomose; vetores mecanicos; via iatrogénica.

1. Introducao

Trypanosoma vivax é um protozodrio flagelado, causador da tripanosomose
bovina. Este agente ¢é originario da Africa, e acredita-se que foi introduzido no continente Sul
Americano por volta de 1.830 com o transporte de bovinos infectados, provenientes do
Senegal (Osorio et al., 2008; Ventura et al., 2001). O hemoparasito supracitado vive no
plasma sanguineo dos ruminantes, pode ser transmitido por vetores ou de forma iatrogénica e
vem assumindo grande importancia econdmica para bovinos no Brasil (Bastos et al., 2017,
Lopes et al., 2018).

Durante aproximadamente 30 anos, desde o primeiro relato de 7. vivax no Brasil,
que aconteceu no Estado do Pard em 1972 (Shaw and Lainson, 1972) até por volta do ano
2.000, o referido protozoario era considerado endémico e importante apenas para bovinos de
corte da regido do Pantanal brasileiro (Paiva et al., 2000; Silva et al., 1996), que envolve os
estado de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. Depois disso, dentro de aproximadamente 16
anos, a presenca de 7. vivax passou a ser detectada praticamente em todo territorio nacional,
sendo: na Paraiba em 2002 (Batista et al., 2007), Maranhdao em 2003 (Guerra et al., 2008),
Tocantins em 2005 (Linhares et al., 2006), Minas Gerais em 2007 (Carvalho et al., 2008), Sao
Paulo em 2008 (Cadioli et al., 2012), Rio Grande do Sul em 2009 (Silva et al., 2009),
Pernambuco em 2010 (Pimentel et al., 2012), Alagoas em 2013 (Andrade Neto and André,
2015), Goiads em 2015 (Bastos et al., 2017), Sergipe em 2015 (Vieira et al., 2017), Piaui em
2015 (Lopes et al., 2018), Rio de Janeiro 2016 (Costa et al., 2016) e Rio Grande do Norte em
2017 (Lopes et al., 2018).

Diante do historico descrito anteriormente, ¢ notério que nos ultimos anos, 7.
vivax se disseminou rapidamente, em rebanhos bovinos, no territdrio brasileiro. Tal fato,
justifica a realizacdo deste estudo que objetivou verificar a distribui¢do espacial, a
prevaléncia e fatores de risco para ocorréncia aguda de 7. vivax em bovinos do estado de

Goias, Brasil, pela técnica de Woo.
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2. Material e Métodos

Este projeto foi submetido e aprovado, protocolo n°® 032/16, pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias, Goiania-GO, de acordo com os
principios éticos na experimentagdo animal pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.1. Selecdo das propriedades e pesquisa de Trypanosoma vivax nos bovinos

Entre maio de 2015 a maio de 2017, foram colhidas amostras de 4.049 animais
oriundos de 42 propriedades rurais, localizadas em 26 municipios do estado de Goids
(Alexania, Anapolis, Bonfinépolis, Buriti Alegre, Caldas Novas, Campo Alegre de Goias,
Corumbaiba, Crominia, Edealina, Gameleira de Goias, Goianapolis, Goianésia, Goiatuba,
Guap6, Ipameri, Itaberai, Itaucu, Jatai, Mairipotaba, Mambai, Morrinhos, Pontalina, Porteirdo,
Quirinépolis, Santa Barbara de Goias, Urutai).

Dentre todos bovinos avaliados, aproximadamente 73% pertenciam a raca
originaria de cruza Girolando (1/2 Holandés + 1/2 sangue Gir e 3/4 Holandés + 1/4 Gir). Os
demais 27% eram bovinos da raga holandesa (7/8 Holandés + 1/8 Gir e 15/16 Holandés +
1/16 Gir), Gir, Jersey ou mestigos/Nelore, estes ultimos com aptidao para gado de corte.

As propriedades visitadas foram escolhidas de forma aleatoria, ap6s contato
telefonico com proprietarios cadastrados junto a Agéncia de defesa sanitaria do estado de
Goias. Entretanto, durante o contato telefonico, somente as propriedades em que os animais
ndo receberam nenhuma medicagdo com agdo especifica contra 7. vivax, € com problemas
agudos sugestivos da enfermidade em questdo, e relato de mortalidade de animais
recentemente, foram selecionadas para serem visitadas. Durante as visitas, foi feito anamnese
e colheita de sangue de todos animais da propriedade, sempre que possivel. Também, ¢
importante frisar, que houve contato com proprietarios de todas as regides do estado de Goias,
independente do tipo de exploragdo (leite, corte ou mista).

A pesquisa de 7. vivax nas amostras de sangue colhidas dos bovinos, foi realizada
por meio da técnica de Woo (Woo, 1970). Aproximadamente 4 mL de sangue, de cada
animal, foi colhido da veia caudal, em tubo contendo anticoagulante (EDTA). Imediatamente
apos a colheita, as amostras foram homogeneizadas e o sangue foi tranferido para tubos
“capilar” (tubo de microhematdcrito) até o preenchimento de 75% do tubo. Em seguida, cada
tubo foi colocado em uma micro-centrifuga e depois de cinco minutos de centrifugacao

(13.000 RCF) realizou-se a leitura do tubo capilar em microscopio Optico, para pesquisa de
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tripomastigotas de 7. vivax, em aumento de 400x. Animais apaticos, ¢ com elevada
quantidade de tripomastigotas diagnosticados pela técnica de Woo, aferiu-se temperatura retal
bem como quantificou-se a carga parasitémica de 7. vivax pela técnica de Brener (Brener,
1969). Quando ndo foi encontrado 7. vivax nas propriedades, extensdes sanguineas
(Dagnachew e Bezie, 2015) coradas com Giemsa, e/ou observagdes complementares foram
realizadas com o objetivo de tentar determinar a causa mortis dos animais. De cada
propriedade, foram colhidas amostras de 90% a 100% do rebanho para pesquisa de 7. vivax.
Em cada propriedade de leite, dos registros presentes nas fazendas, anotou-se a
quantidade total diaria de leite produzido uma semana antes da compra de novos animais, bem
como a quantidade total diaria de leite produzida na semana em que foi realizada a visita por

nds, na propriedade.

2.2. Distribuicdo espacial e estimativa dos fatores de risco

O estado de Goiéds, situado na regido Centro-Oeste do Brasil, possui extensio
territorial de 340.106 km?. Portanto, para facilitar a interpretacdo dos resultados de
distribuicdo espacial dos casos registrados, os dados foram agrupados por mesorregides. As
divisdes de mesorregidoes (Centro, Leste, Norte, Noroeste e Sul), bem como a divisdo de
municipios, onde foi pesquisado a presenca de 7. vivax nos bovinos, seguiram a divisao
estabelecida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019).

Os possiveis fatores de risco, para os bovinos adquirirem 7. vivax nos rebanhos
provenientes do estado de Goias, foi estimado por meio da andlise de dados obtidos com um
questionario, aplicado em cada propriedade visitada. Neste questiondrio perguntava-se: tipo
de exploracdo (corte, leite ou mista); categoria animal que apresenta o problema (vacas em
lactacdo, vacas secas, novilhas, bezerras, touros, novilhos, bezerros); houve compra de
animais nos ultimos 90 dias, e local de compra dos animais; ocorreu aborto durante esse
periodo; animal doente apresentou dificuldade em se locomover; aconteceu queda na
producdo de leite recentemente; ocitocina ¢ utilizada durante a ordenha das vacas, e ocorre
compartilhamento da mesma seringa e agulha entre os animais; ha a presenca de moscas
hematofagas (como Tabanus, Stomoxys calcitrans ou Haematobia irritans) no rebanho; e se

era empregado inseminagao artificial.

2.3. Andlise dos dados
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Os dados referentes as ocorréncias do total de animais diagnosticados com 7.
vivax nas mesorregides e municipios do estado de Goias, foram utilizados para os calculos das
prevaléncias e intervalos de confianca com 95% de significancia (P < 0,05). Posteriormente,
os percentuais de prevaléncia foram dispostos em ordem crescente, tanto para mesorregioes
quanto para os municipios, definindo o valor de razdo de chance (RC) igual a 1 para a menor
prevaléncia observada, sendo entdo calculadas as demais RC em relagdo a este. Neste caso,
para verificar a significancia (P < 0,05), foi utilizado o teste Z.

A andlise de regressdo para os fatores de risco, foi verificada a associa¢do entre a
prevaléncia (dicotomizada pela mediana, sendo zero para os valores abaixo € um para os
valores acima) de 7. vivax com todas as varidveis epidemiologicas citadas anteriormente.
Com estes dados, aplicou-se uma analise de regressao logistica binaria simples, para todas as
variaveis epidemioldgicas supracitadas, sendo selecionadas apenas aquelas que apresentaram
p <0,20.

Na sequéncia, utilizando apenas as varidveis que foram significativas na analise
univariada (p < 0,20), realizou-se uma analise de regressdo logistica bindria multivariada. A
forca de associacdo entre varidveis dependentes e independentes foi estimada pela Razdo de
Chance (RC), que foi derivada das estimativas de regressdo logistica, considerando
significativo as que apresentaram p < 0,05.

Além disso, andlise de correlacdo dos resultados de prevaléncia de 7. vivax, com
os dados epidemiologicos colhidos nas visitas, foram feitas pelo coeficiente de correlagdao de
Spermann. Todos os procedimentos de manipulacdo de dados, foram obtidos utilizando o

software Epi Info, versao 7.1.5.2.
3. Resultados

T. vivax foi encontrado em 24 propriedades, distribuidas em 14 municipios,
apenas em bovinos com aptiddo leiteira da ra¢a Girolando e, dentre estes, somente em vacas
em lactagdo e/ou vacas secas. Do total de 4.049 amostras de sangue de bovinos analisadas,
por meio da técnica de Woo', 358 (8,84%; IC 95% 7,97 — 9,72) apresentaram-se positivas
para forma aguda da tripanosomose, conforme exposto na Tabela 1 e Figuras 1A, 1B e 1C.

Em relacdo as mesorregides analisadas, a que apresentou maior prevaléncia em
Goias durante o periodo analisado foi a regido Sul (11,34% - IC 95% 9,70% — 12,99%). Além
disso, as regides Sul (RR= 33,41 e OR= 37,56; p=<0,0001) e Central (RR= 28,17 ¢ OR=



24

30,98; p=<0,0001) apresentaram maior chance de conter bovinos com 7. vivax, em
comparagdo a regido Leste.

Em ordem decrescente, os municipios de Urutai (OR= 35,40 e RR= 25,61;
p=0,0005), Campo Alegre de Goias (OR= 34,12 e RR= 24,94; p=0,0006), Pontalina
(OR=24,62 e RR= 19,50; p=0,0016), Morrinhos (OR= 17,16 ¢ RR= 14,55; p=0,0064), Caldas
Novas (OR=10,74 e RR= 9,69; p=0,0283), Bonfinopolis (OR= 10,58 ¢ RR= 9,56; p=0,0194)
e Ipameri (OR= 10,19 e RR= 9,25; p=0,0222), apresentaram maiores chances de ocorréncia
de T. vivax nos bovinos, quando comparado aos municipios de Quirindpolis, Mairipotaba,
Goianapolis, Alexania, Crominia, Itaucu e Santa Barbara de Goids, que apresentaram as
menores taxas de prevaléncia (1% a 10%) para 7. vivax (Figura 1B e Tabela 2).

Ao analisar os resultados pelo municipio de procedéncia, observou-se que dos 26
analisados no estado de Goids, em 12 deles (Anapolis, Edealina, Buriti Alegre, Corumbaiba,
Gameleira de Goids, Goianésia, Goiatuba, Guapd, Itaberai, Jatai, Mambai e Porteirdo) nao
foram identificados animais positivos para 7. vivax (Tabela 2). E importante frisar que em
quatro destas propriedades, localizadas nos municipios de Mambai, Buriti Alegre, Jatai e
Quirinépolis, em que ndo foi encontrada a presenca de 7. vivax, a extensdao sanguinea revelou
a presencga de elevado parasitismo por Anaplasma marginale nas vacas, o que provavelmente
foi a causa mortis de alguns animais, evento relatado pelos proprietarios destes locais durante
o preenchimento dos questionarios.

Os municipios com a maior quantidade de animais avaliados, ou seja, que tiveram
melhor representatividade amostral, em ordem crescente, foram Jatai, Urutai, Itaucu
Pontalina, Mambali, Ipameri e Bonfindpolis. Nestes, a prevaléncia de 7. vivax nos bovinos
variou de 0,0% a 28,46% (Tabela 2). No entanto, quando se considera a maior prevaléncia
aparente, os municipios Quirindpolis, Ipameri, Bonfindpolis, Caldas Novas, Morrinhos,
Pontalina, Campo Alegre de Goias e Urutai apresentaram indices superiores a 10% (Tabela
2).

Dentre as varidveis epidemiologicas avaliadas neste estudo, por meio da analise
de regressdo logistica, foi possivel verificar que o tipo de explora¢do animal (corte, leite ou
mista), a categoria animal (vacas em lactacdo e demais), a compra de animais nos ultimos 90
dias, o impacto negativo na producdo de leite diaria repentina e a utilizacdo de ocitocina
durante a ordenha das vacas compartilhando a mesma seringa e agulha entre os animais,
apresentaram associagao significativa (P>0,05) com a ocorréncia de 7. vivax nos bovinos do

estado de Goias (Tabela 3).
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Foi possivel verificar correlagdo positiva significativa (P<0,05) entre a
prevaléncia de 7. vivax com a categoria animal (0,78), tipo de exploracdo bovina (0,68),
compra de animais nos ultimos 90 dias (0,38), local de compra destes animais (0,87) e uso de
ocitocina nas vacas durante a ordenha compartilhando a mesma seringa e agulha (0,69). Além
disso, a compra de animais nos ultimos 90 dias também apresentou correlacdo positiva
significativa (P<0,05) com a ocorréncia de abortos (0,69), com a dificuldade dos animais se
locomoverem, com o impacto negativo na producdo de leite didria repentina (0,54) e com o
local de compra destes animais (0,41). Ainda foi possivel observar correlagdo positiva
significativa (P<0,05) entre o local de compra dos animais com o tipo de explora¢do bovina
(0,40) e também com o uso de ocitocina nas vacas durante a ordenha compartilhando a
mesma seringa e agulha (0,38).

A produgdo média diaria de litros de leite produzida antes dos surtos (1.595 litros
+1201,9), nas 24 propriedades em que o 7. vivax foi diagnosticado, foi estatisticamente
(P<0,05) superior a quantidade média de litros leite didria produzida (963,0 + 686,2) por estas
mesmas propriedades apds os surtos causados pela infecgdo deste protozoario. Em outras
palavras, a ocorréncia dos surtos por 7. vivax (+90 dias) proporcionou uma queda de 39,62%

na produ¢do média didria de litros de leite produzido pelas vacas destas 24 propriedades.

4. Discussao

Nos ultimos 16 anos, 7. vivax se disseminou rapidamente pelo territorio brasileiro
(Andrade Neto e André, 2015; Bastos et al., 2017; Batista et al., 2007; Cadioli et al., 2012;
Carvalho et al., 2008; Costa et al., 2016; Guerra et al., 2008; Linhares et al., 2006; Lopes et
al., 2018; Pimentel et al., 2012; Silva et al., 2009; Vieira et al., 2017). Entretanto, ¢ importante
frisar que em 11 destes surtos publicados, aconteceram em gado leiteiro Girolando, e, dentre
estes, em dez haviam relatos da introducdo de novos animais no rebanho, provenientes de
compra. Além disso, em sete destes relatos, os pesquisadores descrevem a utilizagdo de
ocitocina e/ou vacinas, como possiveis fatores predisponentes para ocorréncia de 7. vivax nos
respectivos rebanhos.

Os resultados encontrados no presente estudo, com associagdo significativa
(P<0,05) principalmente entre o tipo de exploracdo bovina, a compra de animais recentemente
e uso de ocitocina nas vacas durante a ordenha, com a prevaléncia de 7. vivax nos bovinos,
justificam o porque da rdpida disseminagdo deste protozodrio, em bovinos com aptidao

leiteira, no estado de Goids e possivelmente em outras regides do Brasil.
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O uso de ocitocina nas vacas ¢ um manejo que comumente vem sendo adotada em
propriedades de animais Girolando. Diariamente, administra-se cinco unidades internacionais
(UI) de ocitocina via endovenosa (veia epigastrica cranial superficial) nas fémeas em lactagao.
Esse hormonio esta envolvido em diferentes fungdes como nas contragdes uterinas durante o
parto, acasalamento e descida do leite (Araujo et al., 2012). Em animais Girolando, para
ocorrer a descida do leite até o teto da vaca de forma rapida durante a ordenha, geralmente ¢
necessario o condicionamento/treinamento dos animais desde novilhas (método mais
indicado), ou € necessaria a presenga e estimulo do bezerro junto a vaca, sendo, na sequéncia,
a ocitocina endogena naturalmente liberada na corrente sanguinea do animal. Como
atualmente a ordenha das vacas da raca Girolando acontece sem a presenga dos bezerros, € em
muitos sistemas de criagdo os proprietarios ndo condicionam os animais de forma adequada,
estes produtores optam pela administracdo endovenosa de ocitocina exdgena antes de cada
ordenha, o que aumenta a velocidade da descida do leite até o teto da vaca, reduzindo desta
forma, o tempo de cada ordenha (Aratjo et al., 2012). O problema ¢ que nestes casos, esta
pratica de manejo acaba sendo realizada com a mesma agulha e seringa em varios animais.
Entretanto, a administragdo de ocitocina apresenta importancia na disseminacdo de
enfermidades entre os animais de uma mesma propriedade.

A aquisi¢do de novos animais, potencialmente infectados por 7. vivax, apresenta-
se como um dos principais fatores predisponentes para que ocorra a disseminagdo deste
protozoario entre diferentes propriedades. O principal agravante para que ocorra o comércio
de animais com aptidao leiteira entre os proprietarios, ¢ o valor agregado que hé nas vacas,
quando comparado ao valor de comércio de um animal com aptiddao para o corte. Por
exemplo, uma vaca de leite custa em torno de R$ 5.000,00 (cerca de $1.350,00) quando
comercializada entre proprietarios, enquanto que se este mesmo animal for abatido em
frigorifico, como se fosse um animal de corte, o proprietario receberd um valor maximo de
R$2.500,00 a R$3.000,00 (entre $675,00 ¢ $810,00)**. Por este motivo, os proprietarios
acabam comercializando estes animais de aptidao leiteira de maneira coletiva, em leildes, o
que auxilia diretamente na disseminacdo deste protozoario para outras propriedades. Desta
maneira, diante dos resultados obtidos, aliado ao histérico de trabalhos citados anteriormente,
¢ possivel afirmar que a aquisicdo de novos animais portadores de 7. vivax, aliado a conduta
da administragdo da ocitocina exdgena nas vacas em cada ordenha, utilizando-se a mesma
seringa e agulhas em varios animais, foi a principal causa de dissemina¢do do agente no

estado de Goias e também em outras regides do Brasil.
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No estado do Mato Grosso, Silva et al. (1996), relataram que a transmissao
animal-animal nesta regido estad relacionada a presenca de vetores mecanicos, como mutucas
do género Tabanus (Otte e Abuabara, 1991). No semidrido brasileiro, e também em Minas
Gerais, um surto de 7. vivax foi relacionado com a grande quantidade de Stomoxys calcitrans
(Batista et al., 2018; Batista et al., 2012). Cadioli et al. (2012), no estado de Sao Paulo,
verificaram que a transmissdo de bovino para bovino, possivelmente aconteceu com auxilio
da grande densidade populacional de Haematobia irritans € Stomoxys calcitrans. Entretanto,
em nenhuma das 24 propriedades em que os surtos de 7. vivax foram diagnosticados, puderam
ser correlacionados (P>0,05) com a presenca de tabanideos, S. calcitrans ou mesmo de H.
irritans. Sendo assim, futuros estudos que avaliem a capacidade de disseminacdo de
transmissdo de 7. vivax pelas moscas hematofagas, bem como um estudo que avalie a
capacidade de propagacdo de 7. vivax via iatrogénica, s30 necessarios.

A queda repentina de 39,62% na produ¢do média diaria de litros leite dos animais
observada nas propriedades com surtos de 7. vivax, esta pode ser justificada pela febre
persistente que a fase aguda desta doenca desencadeia nos bovinos com elevada parasitemia
por T. vivax (>2x10°). E notério que a febre repentina e persistente, resulta em anorexia nos
animais (Cavalcante, 2000; Peixoto et al., 2011). Além disso, resultados encontrados por
demais pesquisadores (Almeida et al., 2010; Dagnachew e Bezie, 2015; Desquesnes, 2004;
Schenk et al., 2001), que descrevem haver correlagdo positiva entre a presenca de hipertermia
nos bovinos durante a fase aguda da enfermidade em questdo, reforcam ainda mais a
inferéncia descrita neste paragrafo.

A prevaléncia para 7. vivax em bovinos, tem relacdo direta com a sensibilidade do
método de diagnostico utilizado. Tais valores variam de 29% de positividade quando se
utiliza as técnicas parasitologicas diretas (Cuglovici et al., 2010), chegando até 62% para
técnicas soroldgicas (Alves et al., 2017; Cuglovici et al., 2010). Entretanto, em um estudo
comparativo entre as técnicas de Imunofluorescéncia indireta, com PCR convencional (cPCR)
e Woo, realizado por Alves et al. (2017), os autores concluem que a cPCR mostrou ser mais
sensivel na deteccdo de baixas parasitemia, enquanto que a técnica de Woo, ¢ uma ferramenta
que pode ser utilizada na identificagcdo de animais durante a fase aguda da infec¢do em surtos
de T. vivax. Tal fato, justifica a utilizacdo da técnica de Woo, uma vez que o objetivo neste
estudo, foi diagnosticar casos agudos da enfermidade em bovinos, e desta forma, obter
informagdes mais precisas por parte dos produtores, possibilitando compreender melhor o

perfil epidemiologico de disseminacao desta enfermidade no estado de Goias.
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5. Conclusao

Surtos de tripanosomose ocorreram principalmente nas regides Central e Sul e
Goias. A prevaléncia da tripanosomose no estado foi de 8,84%, afetando apenas vacas da raga
Girolando com aptiddo leiteira. Nas propriedades afetadas, houve decréscimo de 39,62% na
produ¢do média didria de litros de leite das vacas. A presenga de tabanideos, S. calcitrans e H.
irritans ndo apresentaram-se como fator de risco (P<0,05) para ocorréncia deste protozoario.
Além disso, em trés propriedades em que os produtores acreditavam que o problema seria 7.
vivax, foram encontrados animais com elevado grau de parasitismo por A. marginale nas
vacas. Por fim, ¢ possivel afirmar que a aquisicdo de novos animais portadores de 7. vivax,
aliado a conduta de administragdo da ocitocina nas vacas em cada ordenha, utilizando-se a
mesma seringa e agulhas entre varios animais, foram os principais fatores de risco (P<0,05)
para ocorrer a dissemina¢do deste hemoparasito no estado de Goids e também em outras
regides do Brasil, conforme discutido neste estudo. Tal fato, demonstra a importancia em
buscar alternativas para eliminar, que seja em médio a longo prazo, a pratica de se
comercializar animais Girolando de aptidao leiteira infectados em eventos de venda coletiva
(como leildes), assim eliminar o uso de ocitocina exdgena nos animais durante o processo de
ordenha de vacas Girolando, evitando, desta maneira, graves problemas aos criadores de

bovinos desta raga no Brasil.
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FIGURA 1: (A) Mesorregides do estado de Goias, (B) Distribui¢ao espacial de 7. vivax no estado de Goias durante o periodo avaliado e (C)

Distribuicdo da criacdo de gado bovino no estado de Goids, em relagdo a aptiddo (corte, leite ou mista). Adaptado de Rocha et al. 2009.

A B

dados.Prevalence|
0.00
111

1.43
. su - =it
I Norte E::::
B Noroest =:::; I corte
[ JlLeste N - [ IMisto
B 27.71 o
- Centro W 2845 \:] Leite

Missing Data




34

TABELA 1: Andlise de associagdo entre as mesorregioes do estado de Goias, referente a prevaléncia de Trypanosoma vivax diagnosticados nos

Total de

Animais

Representatividade
(%) da
mesorregiao em
relagdo ao total de

bovinos abatidos

T. vivax

Positivo

Prevaléncia (%)

Risco Relativo

95 % CI

Significance

level

Valor 95 % CI

Significance

level

0
0
14.55
50.19
35.27

0
0
2
194
162

-0.13 -
827 -
9.70 -

<0,0001
<0,0001

37.56 30.12

<0,0001
<0,0001

bovinos.
Mesorregiio
Norte 0
Noroeste 0
Leste 589
Central 2032
Sul 1428
- 4049

100.0

358

797 -

* Mesorregides com Odds ratio (OR) e Risco relativo > 1 (95% CI > 1), apresentam maior chance de conter bovinos com Trypanosoma vivax.



35

TABELA 2: Analise de associagdo entre os municipios do estado de Goids, referente a prevaléncia de 7Trypanosoma vivax diagnosticados nos

bovinos, no periodo de maio de 2015 a maio de 2017.

Representatividade
(%) do municipio Protozodrios Prevaléncia (%) Risco Relativo Odds ratio
MUNICIPIO Mesorregido ,°ia 9° em r:‘lu::o;otoul
vinos
abatidos Positivo Negativo Valor ~ 95%Cl  Valor  9s%cl X~ Snifieance g, 590 oz - Significance

Anapolis Central 110 272 0 110 0.00

Edealina Sul 25 0.62 0 25  0.00

Buriti Alegre Central 27 0.67 0 27 0.00

Corumbaiba Sul 25 0.62 0 25 0.00

Gameleira de Goias Sul 40 0.99 0 40 0.00

Goianésia Central 10 0.25 0 10 0.00

Golatuba Sul 50 1.23 0 50  0.00

Guapé Central 20 0.49 0 20 0.00

Itaberai Central 25 0.62 0 25 0.00

Jatai Sul 120 2.96 0 120  0.00

Mambai Leste 500 1235 0 500  0.00

Porteirao Sul 20 0.49 0 20 0.00

Ganta Barbara de Central 90 222 1 89 111 000 - 328 1.00 1.00

Itaugu Central 140 3.46 2 138 143 000 - 339 129 012 - 1397 021 0.8364 129 012 - 1444 0.21 0.8364
Crominia Sul 45 1.11 1 44 222 000 - 653 200 013 - 3124 049 0.6211 202 012 - 3311 049 0.6213
Alexania Leste 89 2.20 2 87 225 000 - 533 202 019 - 2191 058 05623 205 018 - 2298 0.58 0.5618
Goianépolis Central 47 1.16 3 44 638 000 - 1337 574 061 - 5372 153 0.1253 6.07 061 - 6003 1.54 0.1231
Mairipotaba Sul 12 0.30 1 1 833 000 - 2397 750 050 - 112.23 146 0.1444 8.09 047 - 13873 1.44 0.1493
Quirinépolis Sul 20 0.49 2 18 1000 000 - 2315 900 086 - 9447 183 0.0670 9.89 085 - 11498 1.83 0.0672
Ipameri Sul 584 14.42 60 524 1027 7.81 - 1274 925 130 - 6589 222 0.0264 1019 139 - 7448 229 0.0222
Bonfinépolis Central 1440 3556 153 1287 1063 9.03 - 1222 956 135 - 6754 226 0.0236 1058 146 - 7649 2.34 0.01%4
Caldas Novas Sul 65 1.61 7 58 1077 323 - 1831 969 122 - 7688 215 0.0316 1074 129 - 8960 2.19 0.0283
Morrinhos Sul 99 245 16 83 1616 8.91 - 2341 1455 197 - 107.48 262 0.0087 1716 223 - 13225 273 0.0064
Pontalina Sul 240 5.93 52 188 2167 1645 - 2688 1950 274 - 138.97 296 0.0030 2462 335 - 18095 3.15 0.0016
Sampo Alegre de Sul 83 2,05 23 60  27.71 1808 - 37.34 2494 344 - 180.60 3.18 0.0015 3412 449 - 25944  3.41 0.0006
Urutai Central 123 3.04 35 88 2846 2048 - 3643 2561 357 - 183.48 323 0.0012 3540 475 - 26406  3.48 0.0005

- ) 4049 100.00 358 3691 8.84 7.97 - 972 - - - - - - - - - -

* Municipios com Odds ratio (OR) e Risco relativo > 1 (95% CI > 1), apresentam maior chance de conter bovinos com Trypanosma vivax.
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TABELA 3: Associagdo entre a prevaléncia de Trypanosoma vivax diagnosticado no estado de Goids, entre maio de 2015 a maio de 2017, com

variaveis epidemioldgicas utilizando a andlise de regressao logistica.

Odds Nivel de
Variavel epidemioldgica* . 95 % CI o ‘

ratio significancia
Tipo de exploragdo (bovinocultura de leite) 1,3175 1,1309 - 1,5349  0,0004
Categoria animal (vacas em lactagdo ou secas) 1,4096  1,2505 1,5889 < 0,00001
Compra de animais nos ultimos 90 dias 2,6009 2,0057 - 3,3726 <0,00001
Utilizam ocitocina durante a ordenha compartilhando

_ 18,4205 12,3217 - 27,5379 <0,00001

a mesma agulha e seringa entre varios animais
Impacto repentino na produgdo didria de leite 1,0002 1,0002 - 1,0003 < 0,00001

* Variavel epidemiologica com Odds ratio (OR) > 1 (95% CI > 1), apresentam maior chance de conter bovinos com Trypanosoma vivax.
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CAPITULO 3: CAPACIDADE DE INFECCAO DE Trypanosoma vivax INOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE POR DIFERENTES VIAS EM BOVINOS COM
Anaplasma marginale LATENTE

Thiago Souza Azeredo Bastos'"; Adriana Marques Faria'; Alliny Souza de Assis Cavalcante';
Darling Mélany de Carvalho Madrid'; Dina Maria Beltran Zapa', Jaires Gomes de Oliveira
Filho'; Jodo Eduardo Nicaretta'; Leonardo Bueno Cruvinel'; Lorena Lopes Ferreira'; Luciana
Maffini Heller'; Luiza Gabriella Ferreira de Paula'; Luiz Fellipe Monteiro Couto'; Vando
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2- Universidade Brasil — Campus de Descalvado. Sao Paulo, SP, Brazil.
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Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rua
Clovis Pestana 793, Aragatuba, SP 16050-680, Brasil.

4-Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica — IPTSP, Universidade Federal de Goias —
UFG, Goiania, GO, Brasil.

Resumo

O presente estudo teve como objetivo realizar um estudo comparativo da capacidade de
infeccdo de Trypanosoma vivax inoculados experimentalmente por diferentes vias em bovinos
com Anaplasma marginale latente. Vinte e cinco bezerros Girolando, naturalmente infectados
por A. marginale, no dia 0 do estudo receberam aproximadamente 1x10° tripomastigotas de 7.
vivax isolado Ipameri-GO pelas vias intradérmica (T01), subcutanea (T02), intramuscular
(T03) e endovenosa (T04). Outros cinco animais permaneceram como controle (ndo
infectados). Pesquisa de 7. vivax foi realizado em todos os bovinos entre D+1 ¢ D+30 pelos
Me¢étodos de Woo, Brener e extensdo sanguinea. PCR foi realizado nos dias D+1, D+3, D+ 4,
D+5, D+28, D+29 e D+30. Com base nos resultados obtidos no presente estudo, ¢ possivel
concluir que 7. vivax foi capaz de infectar e desenvolver a doenca nos bezerros, independente
da via inoculada. Os animais apresentaram correla¢do positiva entre 7. vivax e temperatura
retal (P<0,05), e correlagdo negativa entre este protozodrio e volume globular (P<0,05).
Foram a 6bito 60% dos bezerros. A. marginale latente nos bezerros atuou como co-infec¢ao
para T. vivax, interferindo diretamente no percentual de mortalidade dos animais. Ictericia foi
visualizada apenas nos bezerros que apresentaram elevada parasitemia por 4. marginale. Por
este motivo, em areas com a presenca confirmada de 7. vivax nos bovinos, este protozodrio
deve ser incluido junto ao complexo denominado “Tristeza Parasitdria Bovina”, que,
atualmente, englobam apenas Anaplasma e Babesia.

Palavras-chave: Anaplasmose; Infeccdo; Tripanossomiase; Tristeza Parasitaria Bovina.
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1. Introduciao

Dentre os hemoparasitos que acometem bovinos, destacam-se o protozoario
Trypanosoma vivax, e os agentes causadores da sindrome Tristeza Parasitaria Bovina (TPB):
Anaplasma marginale, uma riquetsia, e Babesia bovis e Babesia bigemina, ambos
protozoarios. A prevaléncia de bovinos infectados pelos agentes da TPB em éareas endémicas
¢ maior que 90% em animais com idade superior a sete meses. Entretanto, 4. marginale vem
se destacando em relag@o a Babesia, demonstrando prevaléncia/parasitemia mais elevada nos
bovinos e, consequentemente, desencadeando surtos em rebanhos (Machado et al. 2015; Yed
etal. 2017).

Em relacdo ao 7. vivax, este vive no plasma sanguineo dos animais e gera
prejuizos significativos em inimeros rebanhos de bovinos leiteiros no Brasil (Batista et al.
2007; Cadioli et al. 2012; Andrade Neto et al. 2015; Bastos et al. 2017). A transmissao deste
agente para os bovinos pode ocorrer tanto por dipteros hematoéfagos, quanto por fomites
contaminados. Na Africa, os principais vetores bioldgicos sio moscas hematofagas Tsé-Tsé
(Glosina spp.), enquanto que na América do Sul, estd comprovado a transmissdo por
tabanideos. Mas, no Brasil, acredita-se que também possa ocorrer a transmissdo mecanica
por Stomoxys calcitrans (Dagnachew et al., 2015) ou Haematobia irritans (Cadioli et al.
2012). No que diz respeito aos fomites contaminados, como fonte de infeccdo para os
bovinos, utilizagdo compartilhada de agulhas merecem destaque uma vez que geralmente,
em um mesmo dia, sdo reutilizadas em diferentes animais. Um manual confeccionado pelo
USDA (2011), relata que aproximadamente 85% dos produtores reutilizam a mesma agulha
entre os animais. Dentre estes, 32% utilizam a mesma agulha em 11 a 30 bovinos.

Apesar da reutilizagdo das agulhas em diferentes animais poder apresentar
destaque na transmissdo de 7. vivax entre os bovinos, seu uso por diferentes vias merece ser
estudada. Inumeros sdo os medicamentos que apresentam indicagdo de uso pelas vias
subcutanea, intramuscular ou endovenosa (Lopes et al. 2009, Spézio et al. 2015, Gomes et al.
2015), ou ainda, quando a mesma agulha ¢ compartilhada para mais de um bovino pela via
intradérmica, em testes de diagndstico para tuberculose (Brasil - IN, 2017). Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi de avaliar a capacidade de infec¢do de 7. vivax em bovinos,

inoculados experimentalmente por diferentes vias, com A. marginale latente.

2. Material e Métodos
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Este projeto foi submetido e aprovado, protocolo n° 032/16, pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias, Goiania-GO, de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.1. Historico dos bovinos, local do estudo, alimentacdo e periodo de aclimatacio

Os 25 animais utilizados neste estudo eram provenientes de uma fazenda
comercial livre de 7. vivax, localizada no municipio de Goiatuba, estado de Goias, distante
140 km da cidade de Goiania-GO. Os 25 bezerros machos, Girolando, ap6s o nascimento
foram criados em sistema de casinhas em contato com o solo at¢ o desmame
(aproximadamente 60 dias de idade), quando na sequéncia foram destinados a areas de
piquetes com graminea Brachiaria decumbens para haver contato com carrapatos e
consequentemente agentes da TPB. Durante este periodo, os animais recebiam ad libitum
graminea e dgua. Com aproximadamente seis meses de idade (D-14 do estudo), quando
todos os bezerros apresentaram, de forma assintomadtica, presenca de A. marginale
diagnosticados por meio da extensdo sanguinea (Dagnachew et al. 2015), e auséncia de
infeccdo por 7. vivax detectado pelos métoos de Woo, Brener, esfregaco e cPCR (Woo
1970, Brener 1961, Dagnachew et al. 2015, Cortez et al. 2009), os animais foram
transportados para a Universidade Federal de Goias.

A etapa experimental deste estudo foi realizada entre Fevereiro e Margo de 2017
no Galpao de Experimentacdo para Animais de Grande Porte e no Centro de Parasitologia
Veterinaria, ambos pertencentes a Universidade Federal de Goids (CPV/UFQG). Neste local,
os animais foram alojados em 10 baias de 9 m?, protegidas com tela de nylon (com 3 mm
de distancia entre fios), para prevencdo de ataques por possiveis moscas hematofagas. Em
cada baia haviam de dois a trés animais.

Ao adentrarem nas baias, todos bezerros receberam: medicacao especifica contra
helmintos (albendazole 5mg/kg, Valbazen®, Zoetis); pulverizacdo com associagdo de
alfacipermetrina + clorpirifés + ethion (Potenty®, MSD Satide Animal) contra carrapatos e
toltrazuril 15mg/kg (Baycox®, Bayer Saide Animal) via oral contra Eimeria spp. Durante
todo periodo que permaneceram estabulados, os bezerros receberam agua e feno de capim
tifton ad libitum, bem como racdo comercial na quantidade de 1,5% de peso do animal por

dia. O periodo de aclimatagao foi de 10 dias (D-10 ao D-1).

2.2. Formacgado dos grupos experimentais, preparacdo e infeccdo dos bovinos com o inéculo
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Os animais foram distribuidos em cinco grupos e infectados por diferentes vias:
TO1= intradérmica, T02 = subcutanea, TO3 = intramuscular, TO4 = endovenosa ¢ T05 =
controle negativo ndo infectado. O critério de randomizagao e distribuicdo dos animais aos
grupos de tratamentos foi realizado de acordo com o peso aferido de cada animal obtido no
dia -1 e na localizacdo da baia. Os bovinos foram divididos em cinco blocos de cinco animais
cada, e dentro de cada bloco, os animais foram aleatoriamente alocados aos grupos de
tratamento. Conjuntos de dois e trés blocos subsequentes foram designados a conjuntos de
cinco baias proximas, respectivamente, e os animais dentro destes agrupamentos de blocos
foram alocados ao acaso as baias dentro do conjunto.

A presenca de parasitismo por A. marginale, detectado pela extensdo sanguinea
(Dagnachew et al. 2015), bem como auséncia de infec¢do por 7. vivax diagnosticado pelos
métodos de Woo (Woo, 1970), Brener (1961), extensdes sanguineas (Dagnachew et al.
2015) e PCR convencional (cPCR - Cortez et al. 2009), foi confirmado novamente nos 25
bezerros no D-1, antes da administragao do inéculo.

Como inoculo, foi utilizado o isolado Ipameri (Bastos et al., 2017 - codigo de
acesso Genbank MK392089), mantido criopreservado (com 8% de glicerol) em nitrogénio
liquido no CPV/UFG. Para tal, no D-6 amostras de 7. vivax deste isolado foram
descongeladas e inoculadas em um bovino mantido como doador (girolando, também com
seis meses), no mesmo local onde o estudo foi realizado. No D-1 do estudo, foi possivel
detectar elevada quantidade de tripomastigotas circulantes no sangue (3x10°) deste animal
doador. Sangue deste animal foi utilizado para inocular os demais bovinos no dia 0 do estudo,
apos nova quantificacdo de 7. vivax, realizada pela técnica de Brener (1961). Cada um dos 20
bovinos receberam o inoculo, sangue colhido do animal doador em EDTA, contendo
aproximadamente 1x10° tripomastigotas viaveis do protozoario em questio, nas respectivas

vias citadas anteriormente, utilizando-se uma seringa e agulha por animal.

2.3. Sinais clinicos, temperatura retal e determinacdo do volume globular

Para cada animal foi confeccionada uma ficha de identificacdo e, diariamente,
entre 0 D-1 ao D+30 todos os bovinos foram observados quanto possiveis anormalidades dos
olhos e dos sistemas musculo-esquelético, tegumentar (pele, pelos e cascos), gastrintestinal,
nervoso, linfatico e urinario. Além disso, a redug¢do do apetite ¢ do consumo de alimento,
apatia e palidez de mucosas também foram observados.

Na mesma periodicidade estabelecida para as observacdes clinicas dos bezerros

(D-1 ao D+30), aferiu-se a temperatura retal e o volume globular dos animais. A temperatura
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retal foi mensurada todos os dias entre 06:00 e 07:00h. Valores igual ou abaixo de 38,2°C
foram considerados normais para a categoria (Almeida et al., 2010). O volume globular foi
realizado por meio do microhematécrito. Para determinagdo do volume globular (VG),
aproximadamente 4mL de sangue, de cada animal, foi colhido da veia jugular, em tubo
contendo anticoagulante (EDTA). No laboratério, as amostras foram homogeneizadas
novamente e o sangue foi tranferido para tubos “capilar” (tubo de microhematdcrito) até o
preenchimento de 75% do tubo. Em seguida, cada tubo foi colocado em uma micro-centrifuga
(13.000 RCF) e logo ap6s cinco minutos de centrifugagado realizou-se a leitura do VG de cada
animal, utilizando um cartdo especifico para o microhematdcrito (Gomes et al., 2007).

Valores igual ou acima de 24% foram considerados normais para a categoria.

2.4. Colheita de sangue para pesquisa de Trypanosoma vivax e Anaplasma marginale;
achados de necropsia nos animais que vieram a o6bito durante o estudo

Do D-1 ao D+30, de cada animal foram colhidos aproximadamente 4 ml de
sangue, contendo EDTA, da veia jugular para pesquisa de 7. vivax pelos métodos de Woo
(Woo, 1970), Brener (Brener, 1961) e extensdes sanguineas (Dagnachew et al. 2015) coradas
com Giemsa. A técnica da cPCR (Cortez et al. 2009), foi realizada nos 25 bezerros nos dias
D-1, D+1, D+3, D+4, D+5, D+28, D+29 ¢ D+30. Além disso, como as técnicas de Woo e
Brener foram realizadas diariamente, foi possivel estabelecer o periodo pré-patente para 7.
vivax, nas diferentes vias de infecgao.

A pesquisa de 4. marginale nos animais, foi realizada entre os D-1 e D+30. Para
tal, foram analisadas as mesmas laminas que continham as extensdes sanguineas coradas com
Giemsa que foram confeccionadas para pesquisa de 7. vivax. Neste caso, a extensdo
sanguinea (esfregago) foi observada ao microscépio Optico em ocular 10x, com objetiva de
100x, em 6leo de imersdo, onde foi feita a pesquisa de 4. marginale e posterior calculo do
percentual de parasitemia, de acordo com a metodologia descrita por IICA (1984).

Animais que vieram a obito durante o estudo, foram submetidos a necropsia
patologica para se observar alteragdes macroscopicas encontradas nas carcagas, bem como a
possivel causa mortis de cada bezerro. No final do estudo, os animais infectados com 7. vivax
sobreviventes, receberam trés tratamentos consecutivos de diminazene 7mg/kg, e somente
apos ter sido constatada a cura parasitologica e clinica dos animais, estes foram soltos em

pastagens da fazenda escola da UFG, e retornaram a rotina adotada no local.

2.5. Analise dos dados
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Os dados de temperatura retal e volume globular foram analisados utilizando-se
um modelo linear misto de andlise de covaridncia com medi¢des repetidas, estabelecendo
como tratamento principal os cinco grupos experimentais, com cinco repeti¢cdes cada e como
tratamento secundario as datas de observacoes (SAS, 2008). As médias dos tratamentos foram

comparadas pelo Teste Tukey-Kramer ao nivel de 95% de confiabilidade (P<0,05).

As contagens brutas de 7. vivax e A. marginale quantificadas nos bovinos, os
diferentes tratamentos foram confrontadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis pelo
método Simes-Hochberg (SAS, 2008). Diferencas entre os tratamentos foram avaliadas ao
nivel de 95% de confiabilidade (P<0,05). As andlises foram efetuadas utilizando o software
estatistico Statistica, versao 12 (StatSoft, Inc., 2014) ao nivel de 95% de confiabilidade
(P<0,05).

Analise de correlacdo em relacdo aos dados quantitativos de infec¢do por 7. vivax
e A. marginale, bem como os resultados de temperatura retal e volume globular mensurados

nos animais, foram analisados pelo coeficiente de correlagdo de Spermann.

3. Resultados

Independente da via de infeccdo, os bezerros apds serem infectados com 7. vivax
apresentaram ao longo do estudo apatia, anorexia, diminuicdo de apetite, anemia,
lacrimejamento, diarreia, desidratacdo, aumento da temperatura retal e queda no volume
globular. Ictericia foi observada apenas nos animais com alto parasitismo por A. marginale.
Por outro lado, os animais do grupo controle mantiveram-se clinicamente saudéaveis, nao
demonstrando nenhuma anormalidade durante todo experimento, além de ndo terem
demonstrado parasitismo por 7. vivax.

Os grupos infectados pelas vias intradérmica, subcutanea, intramuscular e
endovenoso, apresentaram médias de temperatura retal superiores (P<0,05) as mensuradas no
grupo controle em D+13, D+16, D+19 e D+20 datas pds-inoculacdo (DPI), respectivamente
(Tabela 1). Para o volume globular, foi possivel verificar que os animais pertencentes aos
grupos infectados com 7. vivax pelas vias intradérmica, subcutanea, intramuscular e
endovenosa, demonstraram valores médios de hematocrito inferiores (P<0,05) aos dos grupo
controle a partir do 14°, 17°, 17° e 14° dia pds-inoculagdo (Tabela 2), respectivamente.
Analisando os resultados de todos os grupos infectados em conjunto, verifica-se que houve

correlacdo positiva tanto de 7. vivax (0,33; p= 0,0005), quanto de A. marginale (0,21;
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p=0,0325) com a temperatura retal dos animais. Por outro lado, foi encontrada correlacao
negativa de 7. vivax (-0,40; p=0,0385) e 4. marginale (-0,51; p=<0,00001) com o volume
globular.

As primeiras tripomastigotas detectadas pela técnica de Woo nos bovinos foram
encontrados a partir do 3° dia pds-inoculacdo, nos animais dos grupos infectados pelas vias
intradérmica, intramuscular e endovenosa. Os bezerros inoculados pela via subcutinea
apresentaram Woo positivo a partir do 6° dia pos-inoculagdo (Tabela 3). Pela técnica de
Brener, os primeiros 7. vivax foram encontrados no 5° DPI para os bezerros infectados pela
via endovenosa, enquanto que os animais inoculados pela vias intradérmica, subcutanea e
intramuscular, demonstraram parasitismo pelo protozoario em questdo a partir do 6°, 6° e 5°
DPI, respectivamente (Tabela 3). Pela cPCR foi possivel diagnosticar tripomastigotas do
protozoario em questdo em um animal do 1° DPI. Nos dias D+3, D+4 e D+5 pos-inoculagdo
15, 19 e 20 animais, respectivamente, demonstraram presenca de 7. vivax utilizando esta
técnica de diagndstico.

Os resultados estatisticos quanto a quantificacdo de 7. vivax obtidos nos bezerros
dos diferentes grupos, encontram-se registrados na Tabela 4. Foi possivel verificar que apenas
no 5° e 6° DPI, os animais infectados pela via endovenosa apresentaram contagem média de
tripomastigotas superiores (p<0,05) a dos demais grupos que receberam 7. vivax nas
diferentes vias. Depois disso, esporadicamente ocorreu diferenga estatistica (P<0,05) na
quantidade média de 7. vivax quantificado entre os grupos infectados (Tabela 4 e Figura 1). Ja
para A. marginale, parasitemia aumentou significativamente (P<0,05) do 23° DPI até o 30°
DPI, apenas nos bovinos que foram infectados experimentalmente com 7. vivax, enquanto que
os animais mantidos como controle (ndo infectados com 7. vivax), ndo demonstraram
aumento significativo (P>0,05) de parasitismo por 4. marginale durante todo experimento
(Tabela 5 e Figura 1). Foi encontrada correlagdo negativa (-0,22; p=0,0233) entre 7. vivax e A.
marginale nos animais.

Durante o estudo, 12 (60%) dos 20 animais vieram a dobito até o D+30, sendo que,
2 (10%), 3 (15%), 3 (15%) e 4 (20%) pertenciam ao grupo de bezerros infectados pelas vias
intradérmica, subcutdnea, intramuscular e endovenosa, respectivamente (Tabela 6). Pela
referida tabela, ¢ possivel verificar que as principais alteragdes encontradas nas 12 carcagas
foram: anemia (100%), petéquias no corac¢dao (50%), pneumonia (50%), ictericia (41,7%),
desidratacao (41,7%), hepato e esplenomegalia (41,7%), caquexia (33,3%), anasarca (25,0%)

e lesdes neurologicas (16,7%).
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4. Discussao

Este ¢ o primeiro trabalho que avaliou a capacidade de infec¢do de 7. vivax em
bovinos, inoculados experimentalmente por diferentes vias, com A. marginale latente. Os
artigos com 7. vivax em que os autores infectaram experimentalmente bovinos pela via
iatrogénica, conhecidos por nds, foram os trabalhos de Schenk et al. (2001) e Junior et al.
(2016), onde seis e trés bezerros foram inoculados pela via endovenosa, respectivamente, com
a dose de aproximadamente 2x10’ tripomastigotas viaveis deste protozodrio. Bassi et al.
(2018) por sua vez, inocularam 10 animais Girolando por via subcutinea na dose de 2x10°
tripomastigotas de 7. vivax provenientes de sangue de carneiros, entretanto, os animais foram
tratados 18 dias apos a infeccdo. Nos dois primeiros estudos, os pesquisadores utilizaram
bovinos Nelore de aproximadamente sete meses (isolado MS) e vacas Girolando (isolado
Lins), respectivamente. Nestes casos, os autores relatam que houve alteragdes hematoldgicas
e/ou bioquimicas nos animais durante a fase aguda, entretanto, os animais estabeleceram uma
relagdo de equilibrio com o parasito e nenhum bovino veio a obtido durante o experimento.
Por outro lado, em casos de infec¢do natural, ¢ comum encontrar na literatura o relato de
mortalidade de bovinos primo-infectados por 7. vivax (Carvalho et al. 2008, Silva et al. 2009,
Pimentel et al. 2012, Andrade Neto et al. 2015, Bastos et al. 2017) No presente estudo,
conforme mencionado, foi utilizada o isolado Ipameri (Bastos et al., 2017 - cddigo de acesso
Genbank MK392089), para os 20 bovinos na dose de 1x10° tripanossomatideos inoculados
nas vias intradérmica, subcutinea, intramuscular e endovenosa. Um aspecto que os autores
mencionam ¢ que a viruléncia do isolado de 7. vivax tem influéncia sobre a patogenicidade do
parasito, entretanto, os resultados encontrados neste trabalho demonstram que a categoria
animal, e o fato de estes bovinos serem co-infectados naturalmente com outros hemoparasitos
como A. marginale, também pode influenciar na patogenicidade de 7. vivax, bem como
interferir na mortalidade dos bovinos.

Na literatura, s3o inimeros os trabalhos que descrevem os sinais clinicos de 7.
vivax em surtos diagnosticados em bovinos (Dagnachew et al. 2015, Batista et al. 2007;
Gradner 2007, Guerra et al. 2008; Linhares et al. 2006; Carvalho et al. 2008; Cadioli et al.
2012; Silva et al. 2009; Pimentel et al. 2012; Andrade Neto et al. 2015). Segundo estes
autores, apesar de que os sinais possam variar conforme a viruléncia do isolado, na doenga
aguda, geralmente, ocorre febre, anemia, perda de apetite, fraqueza progressiva, decubito,
emagrecimento, edema de barbela/ascite e morte se o animal ndo for tratado. No presente

estudo, os sinais clinicos apresentados pelos bezerros, demonstram que 7. vivax teve
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capacidade de infectar os bovinos, independente da via de infec¢cdo, bem como desencadear
nestes animais quadros agudos desta enfermidade. Ajudam a reforgar esta inferéncia, a
presenga de correlagdo positiva entre 7. vivax e temperatura retal (0,33; p= 0,0005), bem
como correlagdo negativa para este mesmo agente com o volume globular dos animais (-0,40;
p=0,0385). Além disso, o fato de 60% dos bezerros infectados chegarem a o6bito até o D+30.

Alguns pesquisadores descrevem que os sinais clinicos sdo comuns a diversas
enfermidades, o que dificulta o diagnostico (Shaw e Lainson, 1972; Serra-Freire, 1981; Silva
et al. 1996; Paiva et al. 2000; Batista et al. 2007; Guerra et al. 2008; Linhares et al. 2006;
Carvalho et al. 2008; Cadioli et al. 2012; Silva et al. 2009; Pimentel et al. 2012; Andrade Neto
et al. 2015, Bastos et al. 2017, Bassi et al 2018). Entretanto, os resultados obtidos no presente
trabalho destacam a importancia de considerar a presenca de 7. vivax com co-infec¢do com A.
marginale. Também, ficou claro que o aumento do nivel de parasitemia por A. marginale nos
bezerros, ocorre aproximadamente 22 dias apds a primo-infec¢ao experimental destes mesmos
bovinos com 7. vivax. Este tempo em dias, ¢ referente ao periodo pré-patente (PPP) de A.
marginale em estudos de infec¢do experimental em bovinos realizados por Gale et al. (1996)
e Lopes et al. (2016). Em outras palavras, a anaplasmose latente foi “reativada” 22 dias apés a
infeccdo por 7. vivax. Os achados de necropsia encontrados nos bezerros, reforcam ainda mais
as inferéncias descritas anteriormente, assim como o que ocorreu 26 ¢ 30 dias pds-infec¢ao
por T. vivax. Ou seja, basicamente as mortalidades que aconteceram até o D+22 foram
oriundas da infec¢do por 7. vivax, e entre o0 D+23 até D+30 foram decorrentes da presenga de
A. marginale ou de A. marginale + T. vivax nos bezerros. A presenca conjunta de 7. vivax, A.
marginale, B. bovis e B. bigemina em bovinos, ja foi relatada na Costa do Marfim por Yeo et
al. (2017).

Outro aspecto que merece atengdo foi a presenca de ictericia nos animais e nas
carcagas. Apesar de alguns autores considerarem a ocorréncia de hemolise extravascular com
posterior presenca de ictericia em bovinos infectados com 7. vivax (Silva et al. 2009, Cadioli
et al. 2012), no presente estudo, tal sindrome foi visualizada apenas nos animais que
apresentaram elevada parasitemia por 4. marginale, 0 que possivelmente nos permite concluir
que este ocorrido estava relacionado a presenca desta riquetsia. Ajudam a reforgar estas
inferéncias citadas nos paragrafos anteriores, a auséncia de ictericia, mortalidade e de
parasitismo elevado por 4. marginale nos bezerros mantidos como controle.

O PPP de T. vivax variou de um a cinco dias. Estes resultados assemelham-se com
os encontrados por Junior et al (2016) e Bassi et al. (2018) que encontraram o referido

parasito dois e 12 dias pds-infeccdo pela técnica de Brener, entretanto, Bassi et al. (2018)
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realizou o diagnostico a cada trés dias, e por este motivo, ¢ possivel que o PPP deste estudo
tenha sido menor que o relato por estes pesquisadores. Outro aspecto interfere no PPP ¢ a
dose infectante, via de infec¢do e também método de diagnostico utilizado. No presente
estudo, pela cPCR foi possivel detectar o agente em um animal desde o 1° DPIL. J4 pela
técnica de Woo o PPP em média foi de trés dias para via endovenosa e de quatro para as
demais (intradérmica, subcutinea e intramuscular). Ja pela técnica de Brener, o PPP médio
variou de quatro a cinco dias para via endovenosa, e de seis dias para as demais (vias
intradérmica, subcutinea e intramuscular). Na América do Sul e Africa, estudos que
utilizaram Tabanus (Otte et al. 1991) e Glossina spp. (Anosa et al. 1992) como vetores de
infeccdo para bovinos, respectivamente, o PPP variou de oito a 10 dias. Devido a essa
variacdo supracitada, ¢ possivel que o PPP descrito em literatura para 7. vivax possa variar de
um a 15 dias, entretanto, esse periodo tende a ser menor sempre que o referido protozoario ¢

inoculado pela via endovenosa.

5. Conclusao

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que 7. vivax foi capaz de
infectar e desenvolver a doenga nos bezerros, independente se inoculados pela via
intradérmica, subcutinea, intramuscular ou endovenosa. Os animais apresentaram correlagao
positiva entre 7. vivax e temperatura retal (P<0,05), e correlagdo negativa entre este
protozoario € volume globular (P<0,05), 60% dos bezerros vieram a obito. A. marginale
latente nos bezerros atuou como co-infec¢do para 7. vivax, interferindo diretamente no
percentual de mortalidade dos animais. Ictericia foi visualizada apenas nos bezerros que
apresentaram elevada parasitemia por 4. marginale. Por este motivo, este estudo propde que
,em areas com a presen¢a confirmada de 7. vivax nos bovinos, este protozoario deve ser
incluido junto ao complexo denominado “Tristeza Parasitaria Bovina”, que atualmente

engloba apenas Anaplasma e Babesia.
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TABELA 1: Resultados das comparagdes multiplas das temperaturas corporais dos bezerros do controle (ndo infectado) e dos grupos inoculados

em diferentes vias com 1x10° formas infectantes de Trypanosoma vivax isolado Ipameri. Dados transformados em y=Log(x+1). Goiania, Goias,

Brasil. Fevereiro, 2017.

Periodo Experi-

mental (dias T 01: Via intradérmica

3828+ 049 A

4 3858+ 0,79 A
6 3958 + 041 A
8 3952+ 041 A
10 3870 + 042 AB
12 3832+ 043 BC
14 39,00 + 1,12 AB
16 3876+ 053 B
18 3870+ 054 B

3885+ 033 BC

3797+ 045 B

3883+ 067 B

T 02: Via subcutdnea
3842+ 050A
884+ 057 A
3908 + 060 A
3972+ 048 A
39.04 + 026 AB
3838 + 054 BC
3932+ 052A
3950+ 043 A
3940+ 044 A
3953+ 045 A
38,58 + 093 AB

3920+ 061 AB

T 03: Via intramuscular
3866 + 0.64 A
3850+ 049 A
3960+ 033 A
3955+ 033 A
3868+ 0.60B
3913+ 090 A
3925+ 0,64 A
3948 + 049 A
3850+ 0,66 B
3933+ 032 AB
3920+ 105A

3960+ 026 A

T04: Via endovenosa
3836+ 057 A
3898+ 061 A
3970 + 085 A
3950 £ 032 A
3920+ 036 A

3890 + 037 AB
3973+ 072 A

39,13 + 0.62 AB
3947+ 061 A

3953+ 076 A

3873+ 078 A

39.17 + 049 AB

T 05: Controle

3853+ 030 Aa
3875 + 040 Aa
3825+ 0,19 Ba
3855+ 0.10 Ba
3818+ 043 Ca
3788 + 0,57 Ca
3808 + 033 Ba
3788 + 026 Ca
3813+ 0,70 Ba
3863+ 053 Ca
3798 + 0,64 Ba

3793 + 026 Ca

037

0.64

6,14

3.64

263

4,14

545

7.63

6,08

3.03

528

6.88

0.8302

0.6325

<0.0001

0.0061

0.0334

0.0025

0.0003

<0.0001

<0.0001

0.0173

0.0003

<0.0001

26 3893+ 031 A 3833+ 036B 3945+ 1,06 A 3910 + 044 A 3818 + 0.79 Ba 5.03 00005
28 3890+ 070 A 3880 + 090 A 3930+ 099 A 3845+ 093 Aa 204 0.1077
30 3885+ 0.64 A 3770+ 014 B 3875+ 049 A 3803 + 0.88 Ba 578 00007
32 3875+ 007 A 37.65+ 1,17 Ba 10.68 0,0011
Valor de F* 3.00 3.9 335 241 1.66
prob. < F <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0,0001 0.0743

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitiscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0.05).

2: Volor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significicincia parao valor de F
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TABELA 2: Resultados das comparagdes multiplas do Volume globular dos bezerros do controle (ndo infectado) e dos grupos inoculados em
diferentes vias com 1x10° formas infectantes de Trypanosoma vivax isolado Ipameri. Dados transformados em y=Log(x+1). Goiania, Goias,

Brasil. Fevereiro, 2017.

Periodo Experi-

mental (dias) T 01: Via intradérmica T 02: Via subcutdnea T 03: Via intramuscular T 04: Via endovenosa

3380+ 526 A 3880+ 926 A 3620+ 988 A 3560+ 826 A 3775+ 6,85 Aa

3420+ S81A 3920+ T69A 3520+ 1085 A 3460+ 829A 3700 + 3,56 Aa

3260+  619A 3860+ 937A 3800+ S5T72A 3180+ 826 A 3525+ 411 Aa

3380+  672A 3820+ 1062 A 4125+ 411 A 3350+ 252A 3850+ 5,00 Aa

2880+ 522 A 3520+ 1150 A 3375+ 556 A 3575+ 591 A 3700 £ 497 Aa

12 2760+  TI3A 3260+ 971 A 3125+ 359A 2750 = 580 A 36,75+ 532 Aa
S 13 2820 698A 3140+ 98A  3150% S520A 2550+ 733A 3675 47242 18  0ONS5
14 2640+ 814B 30,60 + 1260 AB 3025+ 435 AB 2450 + 957 B 3825+ 435 Aa 289 0,0218
16 2660+ 862B 3040 + 1292 AB 3225+ 435AB 2375 = 846 B 4100+ 572 Aa 455 0,0013
18 2625+ 763 B 2420+ 1472B 3033+ 451 B 267+ 577B 3625+ 6,29 Aa 3,07 0,0160
2525+ 854B 2775+ 1597 B 2900+ 265B 20,67 = 321 B 3775+ 5,56 Aa 412 0,0026
469 00010
2433+ 723B 2450+ 1343 B 2367+ 551B 18,67 + 513B 3650+ 4,51 Aa 456 0,0012
2600+ 600B 2250+ 1256 BC 2133+ 5,13 BC 14,67 + 651 C 3800+ 6,48 Aa 771 <0,0001
2600+ 529B 1850+ 9mMC 1867+ 416C 11,67 351D 3375+ 5,56 Aa 739 <0,0001
2233+ 252B 1350+ 265C 1500 = 1.41 BC 3325+ 1245 Aa 846 <0,0001
1700+ 265B 1050+ 071B 1300+ 283B 2050 + 13,13 Aa 743 <0,0001
32 14,00 + 141 B 2875+ 1480 Aa 1153 0,0007
Valor de F* 290 9.08 6.95 631 0,97
prob. < F' <0.0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0.5206

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitscula na linha, nio diferem entre si pelo teste t (p=0.05).
2: Volor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental
3: Probabilidade de Significicincia para o valor de F
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TABELA 3: Periodo pré-patente (dias pds-inoculacdo) de Trypanosoma vivax isolado

. . . . . 6
Ipameri em bezerros infectados experimentalmente por diferentes vias com 1x10

tripomastigotas.

Via de infecgao

Animal

PPP (dias) /

PPP (dias) /

PPP(dias) /

do grupo Técnica de cPCR  Técnica de Woo  Técnica de Brener
573 3 5 6
574 3 3 6
48 5 5 7
Intradérmica
603 4 4 6
618 4 4 7
Média 3,8 4,2 6,4
578 3 6 6
597 3 4 6
46 4 5 6
Subcutanea
601 3 4 6
606 3 4 7
Média 3,6 4.6 6.2
595 3 4 7
605 4 5 7
27 3 3 5
Intramuscular
610 3 4 6
612 4 6 6
Mean 3,4 44 6.2
589 2 3 5
600 1 4 5
40 1 3 4
Endovenosa
611 2 3 5
617 2 3 5
Mean 1,6 32 4.8
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TABELA 4: Resultados das comparacdes multiplas das quantificacdes de
tripomastigotas de 7rypanosoma vivax isolado Ipameri nos bezerros do controle (ndo
infectado) e dos grupos inoculados em diferentes vias com 1x10° formas infectantes
do protozoario em questdo. Dados transformados em y=Log(x+1). Goiania, Goias,

Brasil. Fevereiro, 2017.

Periodo Experi- Grupos Experimentais Infectados / Médias e Desvios Padrdes' Andlise de Variancia
mental (dias) T 01: Via intradérmica T 02: Via subcutdnea T 03:Viaintramuscular T 04: Via endovenosa T 05: Controle Valor de F? prob. <F*

A A A A Aa

0a4 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00+ 0,00 084+ 187 0,00+ 0,00 0,25 0,9081
B B B A Ba

5 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,84 + 1,87 531+ 055 0,00 + 0,00 9,64 <0,0001
B B B A Ca

6 2,69 + 2,49 3,79 + 221 325+ 3,07 6,38 + 0,38 0,00 + 0,00 9,49 <0,0001
B A A A Ca

7 482+ 1,12 6,32+ 039 589 + 0,61 6,02 £ 0,73 0,00 + 0,00 12,61 <0,0001
A A A B Ca

8 6,29 £ 0,51 6,59 £ 0,61 6,76 £ 0,22 4,57 + 2,67 0,00 = 0,00 14,65 <0,0001
B AB A AB Ca

9 399+ 224 5,08 + 045 5,53 + 0,54 528+ 0,18 0,00 + 0,00 9,57 <0,0001
A A A A Ba

10 452+ 257 588+ 0,79 575+ 0,75 6,15+ 024 0,00+ 0,00 11,95 <0,0001
A A A A Ba

11 580+ 0,73 587+ 0,58 5,67 0,71 6,07 = 0,51 0,00 + 0,00 12,43 <0,0001
A A A A Ba

12 6,30 = 0,30 6,34 + 0,52 6,08 + 0,34 6,48 =+ 0,36 0,00 + 0,00 14,41 <0,0001
A A AB B Ca

13 6,64 + 0,20 6,67+ 0,20 6,47 + 0,20 6,26 £ 0,32 0,00 + 0,00 15,4 <0,0001
A A A A Ba

14 6,59 £ 0,32 6,52+ 045 629+ 046 6,30 = 0,23 0,00 £ 0,00 14,98 <0,0001
A A A A Ba

15 6,37+ 0,68 6,66 + 0,28 6,33 + 0,15 507 = 2,84 0,00 + 0,00 14,17 <0,0001
A A A A Ba

16 6,48 = 0,31 6,62 + 0,29 6,48 + 0,36 522+ 2,93 0,00 + 0,00 14,5 <0,0001
A A A A Ba

17 6,19+ 093 6,34 + 0,44 6,31 = 0,29 4,90 = 2,77 0,00 + 0,00 13,41 <0,0001
A A A B Ca

18 6,28 + 0,33 6,70 £ 0,31 6,34 + 0,15 3,82+ 3,50 0,00 + 0,00 14,48 <0,0001
AB A AB B Ca

19 6,40 + 0,37 6,82 £ 0,30 5,00 2,82 3,89+ 3,56 0,00 + 0,00 13,5 <0,0001
A A A A Ba

20 518+ 2,90 6,70 £ 0,24 385+ 3,52 378 £ 345 0,00 £ 0,00 11,18 <0,0001
A A A B Ca

21 398 + 3,64 535+ 3,00 4,36 + 2,49 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 11,75 <0,0001
B A A B Ba

22 0,00 = 0,00 536+ 3,00 3,46 + 3,16 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 11,37 <0,0001
B A A B Ba

23 0,00 = 0,00 388 + 3,55 3,06 = 2,80 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 6,69 <0,0001
A A A A Ba

24 2,83 + 2,59 3,78 + 3,46 3,59 + 2,01 3,80+ 2,13 0,00 + 0,00 4,72 <0,0001
A A B AB Ba

25 422 + 240 3,56 + 3,26 0,00 + 0,00 2,83+ 259 0,00 + 0,00 723 <0,0001
A BC c AB Ca

26 580+ 0,54 231+ 3,17 0,00 £ 0,00 3,26+ 298 0,00 £ 0,00 10,76 <0,0001
A B AB Ca

27 6,33 + 0,52 353+ 323 391 + 2,19 0,00 + 0,00 12,32 <0,0001
A A A Ba

28 4,51 = 2,54 3,67+ 344 4,86 + 2,72 0,00 + 0,00 9,01 <0,0001
A A A Ba

29 591+ 033 352+ 336 4,71 = 2,64 0,00 + 0,00 11,78 <0,0001
A A A Ba

30 4,19+ 238 4,62 + 2,59 4,04 + 2,26 0,00 + 0,00 8,41 <0,0001
B A Ba

31 0,00 = 0,00 509+ 2,85 0,00 + 0,00 15,65 <0,0001
B A Ba

32 0,00 = 0,00 535+ 2,99 0,00 £ 0,00 17,27 <0,0001

Valor de F* 10,84 6,40 8,04 8,36 0,00
prob. <F’ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitiscula na linha e mintiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0,05).
2: Volor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significicancia para o valor de F

3: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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TABELA 5: Resultados das compara¢des multiplas dos percentuais de parasitemia por
Anaplasma marginale quantificado nos bovinos dos grupos infectados e controle.
Dados transformados em y= asin(sqrt(x/100))*180/pi. Goidnia, Goias, Brasil. Fevereiro

de 2017.

Periodo Experi- Grupos Experimentais Infectados / Médias e Desvios Padrdes’ Anélise de Varidncia
mental (dias) T 01: Via intradérmica T 02: Via subcutanea T 03: Viaintramuscular T 04: Via endovenosa T 05: Controle Valor de F? prob. < F*

A A A A Aa

Oa4d 0,10 £ 0,30 0,20 = 0,50 0,10 £ 0,80 0,84 + 1,87 0,10 £ 0,50 0,21 0,9081
A A A A Aa

5 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,14 0,6541
A A A A Aa

6 0,00 £ 0,00 0,00 £ 221 030+ 1,10 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,21 0,9015
A A A A Aa

7 424 + 6,28 0,00 £ 0,39 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,25 09312
A A A A Aa

8 0,00 £ 0,00 1,56 = 0,61 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,24 0,9874
A A A A Aa

9 0,00 £ 0,00 0,00 = 045 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 0,00 0,18 0,9021
A A A A Aa

10 048 £ 1,07 0,00 = 0,79 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,22 0,8759
A A A A Aa

11 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,58 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,24 0,6854
A A A A Aa

12 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,52 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,23 0,6874
A A A A Aa

13 0,00 + 0,00 0,00 + 0,20 0,00+ 0,00 115+ 230 0,00+ 0,00 0,24 0,8457
A A A A Aa

14 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,45 0,00 £ 0,00 0,20 £ 0,40 0,00 + 0,00 0,28 0,7548
A A A A Aa

15 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,28 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,24 0,5476
A A A A Aa

16 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,29 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 02 0,8546
A A A A Aa

17 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,44 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,10 £ 0,30 0,29 0,6784
A A A A Aa

18 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,31 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,17 0,8457
A A A A Aa

19 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,30 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,18 0,6475
A A A A Aa

20 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,24 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,24 0,5784
A A A A Aa

21 0,30 + 0,60 0,00 = 3,00 047 £ 0,81 0,67 = 1,15 0,00 0,00 0,31 0,6587
B B A B Ca

22 2,03+ 222 231 + 3,00 3,13+ 2,73 1,53 £ 2,66 0,00 £ 0,00 11,37 0,0854
B B A B Ca

23 4,67+ 2,20 557+ 3,55 10,93 + 12,37 377+ 5,12 0,00 + 0,00 12,32 <0,0001
B B A B Ca

24 420 + 4,41 525+ 346 12,37 £ 16,77 397 £ 440 0,00 £ 0,00 14,25 <0,0001
B B A B Ca

25 3,90 £ 3,90 9,76 £ 3,26 2327+ 31,88 11,17 £ 6,17 0,00 + 0,00 10,85 <0,0001
B A A B Ca

26 4,13 + 3,84 18,94 = 3,17 13,35 + 14,50 627 £ 572 0,00 £ 0,00 23,5 <0,0001
B A A Ca

27 827+ 726 2038 £ 3,23 12,60 + 10,47 0,20 0,30 12,32 <0,0001
B A B Ca

28 6,47 £ 6,60 20,18 £ 3,44 785+ 1,63 0,00 £ 0,00 9,01 <0,0001
B A B Ca

29 783+ 740 17,22 + 3,36 9,50 £ 2,40 0,00 + 0,00 11,78 <0,0001
A AB B Ca

30 10,80 = 9,36 578+ 2,59 220+ 3,11 0,00 £ 0,00 8,41 <0,0001

Valor de F* 10,84 6,40 8,04 8,36 0,00
prob. < F* 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitiscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=>0,05).
2: Volor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significicancia para o valor de F

3: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.

*Laboratorios Biovet S/A
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TABELA 6: Achados de necropsia de bezerros com infeccao latente por Anaplasma marginale e posteriormente infectados com Trypanosoma

vivax isolado Ipameri por diferentes vias de inoculagdo, que foram a 6bito durante o estudo.

Numero do animal| 27 40 611 48 612 606 618 605 589 617 597 601 - -
Via de inoculagdo| IM EV EV 1D 1M SC 1D 1M EV EV SC SC - -
Dia da necropsia 6 8 16 19 19 19 22 26 27 27 30 30
Volume globular (%) 18 17 15 14 23 15 24 14 8 11 10 13
Tempetatura retal (oC) 37 38,4 38,6 38,8 40,6 38,9 38,4 40 39,3 38,9 38,5 39,5
Achados de necrdpsia nas carcagas Total absoluto Total relativo
Anasarca + + + 3 25,0
Anemia + + + + + + + + + + + + 11 100,0
Caquexia + + + + 4 33,3
Desidratagdo + + + + + 5 41,7
Esplenomegalia + + + + + 5 41,7
Hepatomegalia + + + + + 5 41,7
Ictericia + + + + + 6 41,7
Lesdo cardiaca (petéquias) + + + + + + 6 50,0
Sinais neurolégicos + + 2 16,7
Pneumonia + + + + + + 6 50,0
Histdrico em relacdo a presenga de Trypanosoma vivax e Anapalsma marginale nos bezerros antes do ébito
Parasitoldgico direto (esfregago) pata T. vivax - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Trypanosoma vivax(Woo + + + + + + + + - + + + 11 91,7
Trypanosoma vivax (Brener] 15000 3000000 | 2300000 36000 340000 450000 | 7700000 0 0 8800000 19000 0 9 75,0
A. marginale (parasitemia média % - ultimos 3 dias 0 0 0 0 0 0 0 39,0 17,6 5,6 8,5 35,5 5 41,7
T. vivax + A. marginale - - - - - - - + - + + + 4 33,3

ID= intradérmico; IM= intramuscular; SC= subcutaneo; EV= endovenoso



FIGURA 1: Resultados das quantificagdes de tripomastigotas de Trypanosoma vivax isolado Ipameri em bezerros com
Anaplasma marginale latente, pertencentes ao grupo controle (ndo infectado) e aos grupos inoculados em diferentes vias

com 1x10° formas infectantes do protozoario em questdo, Goiania, Goias, Brasil. Fevereiro, 2017.
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CAPITULO 4: EFICACIA TERAPEUTICA DO DIMINAZENE (7MG/KG),
IMIDOCARB (48MG/KG) E ISOMETAMIDIUM (0,5 E 1,0MG/KG),
ADMINISTRADOS EM DIFERENTES PROTOCOLOS, CONTRA Trypanosoma vivax
EM BOVINOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Thiago Souza Azeredo Bastos'; Adriana Marques Faria'; Alliny Souza de Assis Cavalcante';
Darling Mélany de Carvalho Madrid'; Dina Maria Beltran Zapa', Joio Eduardo Nicaretta';
Leonardo Bueno Cruvinel'; Luciana Maffini Heller'; Luiz Fellipe Monteiro Couto'; Vando

Edésio Soares’; Fabiano Antonio Cadioli*® Welber Daniel Zanetti Lopes".

1-Departamento de Parasitologia Veterindria, Escola de Veterindria e Zootecnia — EVZ,
Universidade Federal de Goids — UFG, Goiania, GO, Brasil. *E-mail: tsabvet@gmail.com.

2- Universidade Brasil — Campus de Descalvado. Sao Paulo, SP, Brazil.

3- Curso de Medicina Veterinaria, Departamento de Clinica, Cirurgia e Reprodu¢do Animal,
Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rua
Clovis Pestana 793, Aragatuba, SP 16050-680, Brasil.

4-Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica — IPTSP, Universidade Federal de Goias —
UFG, Goiania, GO, Brasil.

Resumo
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia terapéutica do diaceturato de diminazene
(7mg/kg), dipropionato de imidocarb (4,8mg/kg) e cloreto de isometamidium (0,5 e
1,0mg/kg), administrados em diferentes vias e protocolos de tratamentos, contra
Trypanosoma vivax parasitando bezerros Girolando experimentalmente infectados.
Concomitantemente, de acordo com os critérios estabelecidos neste estudo, no 50° dia pos-
tratamento (DPT), os animais que receberam diminazene e isometamidium (1,0mg/kg) foram
desafiados novamente com 1x10° tripomastigotas de 7. vivax. Trinta bovinos machos,
Girolando, com oito meses de idade, foram estabulados e infectados com aproximadamente
1x10° tripanossomatideos por via endovenosa. No D-1 do estudo os bezerros foram
randomizados, de acordo com a carga parasitémica de cada animal e localiza¢do das baias,
formando seis grupos de cinco animais cada, sendo: G1 para animais mantidos como controle
(CPOS); G2 para bovinos tratados com diaceturato de diminazene 7mg/kg (DIM) no dia 0,
via intramuscular; G3 para animais tratados nos dias 0 e +14 com dipropionato de imidocarb
4,8mg/kg (IMI) via subcutdnea; G4 para bovinos tratados com cloreto de isometamidium
0,5mg/kg (ISO 0.5) no dia 0, via intramuscular; G5 para bezerros tratados com cloreto de
isometamidium 1,0mg/kg (ISO 1.0) no dia 0, via intramuscular; G6 para animais receberam
no dia 0 o DIM, e no D+14 ISO 1.0, ambos pela via intramuscular. Durante 180 dias, foram
realizadas colheitas de sangue para pesquisa de 7. vivax pelo método de Woo, Brener e por
reacdo em cadeia da polimerase. Com base nos resultados encontrados no presente estudo,
pode-se concluir que os protocolos de tratamento que continham diminazene (7mg/kg) e/ou
isometamidium (0,5 e 1,0mg/kg), foram totalmente efetivos, atingindo 100% de eficacia
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terapéutica contra Trypanosoma vivax parasitando bovinos experimentalmente infectados. Os
grupos que receberam isometamidium mantiveram tais indices de eficacia at¢ D+180. Por
outro lado, o imidocarb (4,8mg/kg) apresentou recidivas parasitologicas por 7. vivax
aproximadamente 10 a 14 dias pos-tratamento. Os animais tratados com isometamidium
1,0mg/kg, ndo demonstraram parasitismo por 7. vivax, mesmo depois de serem reinfectados
50 dias apos a realizagdo do referido tratamento, diferentemente do que foi observado para o
grupo de bovinos tratados no dia 0 com diminazene (7mg/kg) e reinfectados com o
protozoario em questdo depois de 50 dias. Entretanto, os animais que receberam
isometamidium 1,0mg/kg, demonstraram queda no volume globular, em alguns momentos, se
equivalendo estatisticamente (P<0,05) aos valores médios de volume globular mensurados
nos animais controle. O reaparecimento de 7. vivax em bovinos de campo no Brasil tratados
com diminazene (7mg/kg), possivelmente ocorreu em fungdo do curto periodo residual deste
ativo, e ndo pelo fato de haver resisténcia de 7. vivax ao medicamento.

Palavras-chave: Quimioterapia, Tratamento, Tripanossomose bovina.

1. Introduciao

Tripanossomose bovina ¢ uma doenca causada por Trypanosoma vivax, parasito
que localiza-se no plasma sanguineo de ruminantes e vem assumindo grande importancia
econdmica para bovinos (Gutiérrez et al.,, 2013), seja pela mortalidade de animais, pela
reducdo do valor estimado do rebanho, ou pela queda do retorno financeiro bruto didrio de
uma propriedade comercial (Abrdo et al., 2009). Para os bovinos, a transmissdo deste agente
pode ocorrer de forma iatrogénica, por fomites contaminados (Bastos et al., 2017), bem como
por vetores hematofagos como tabanideos, e possivelmente Stomoxys calcitrans (Dagnachew
e Bezie, 2015) e Haematobia irritans (Salas et al., 2017). Animais doentes apresentam sinais
clinicos como: febre, anemia, perda de apetite, fraqueza progressiva, decubito,
emagrecimento, edema de barbela, ascite, aborto, repeticdo de cio, desordens neuroldgicas em
casos graves (como tremores musculares e cegueira), e morte (Silva et al., 1996).

Atualmente, a maneira mais efetiva de controlar esta enfermidade ¢ por meio de
medicamentos tripanocidas, a base de diaceturato de diminazene ou cloridrato de
isometamidium (Dagnachew e Bezie, 2015). Entretanto, sdo comuns os relatos a campo de
ineficacia do diaceturato de diminazene contra 7. vivax no Brasil (Paiva et al., 2000; Van den
Bossche et al., 2000; Gall et al., 2004; Cadioli et al., 2012; Bastos et al., 2017; Mulandane et
al., 2018), bem como a dificuldade de tratamento e preven¢ao desta enfermidade com o uso
de cloreto de isometamidium na Africa (Mulandane et al., 2018). Possivelmente isto esta
relacionado ao desenvolvimento de resisténcia pelo agente a este Gltimo ativo de acordo com
os pesquisadores. Outra incognita relacionada ao controle deste protozodario, por meio do uso

de produtos quimicos, ¢ o fato dos produtores utilizarem o dipropionato de imidocarb para o



59

tratamento de bovinos com 7. vivax, mesmo sem este ativo apresentar indicacdo terapéutica
em bula para o agente em questdo (Costa et al., 2016).

Apesar do exposto acima, inexistem na literatura, conhecida por nds, estudos que
avaliaram a eficécia terapéutica de todas estas classes de medicamentos citadas anteriormente
contra 7. vivax, em um mesmo delineamento experimental, em bovinos experimentalmente
infectados. Por este motivo, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia terapéutica do
diaceturato de diminazene, dipropionato de imidocarb e cloreto de isometamidium,
administrados em diferentes vias, e protocolos terapéuticos, contra 7. vivax em bovinos

infectados experimentalmente.

2. Material e Métodos

Este projeto foi submetido e aprovado, protocolo n° 032/16, pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias, Goiania-GO, de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.1. Historico dos bovinos, local do estudo, alimentacdo e periodo de aclimatacio

Foram utilizados 30 bovinos machos, Girolando, que apds o nascimento, foram
criados em tie stall em uma fazenda comercial livre de 7. vivax, no municipio de Santo
Antonio de Goids, estado de Goids, distante 13km da cidade de Goiania. Ao atingirem
aproximadamente oito meses de idade (peso médio de 120 + 34kg), foram encaminhados para
a Universidade Federal de Goiés.

O experimento aconteceu entre abril e setembro de 2017 no Galpao de
Experimentacdo para Animais de Grande Porte e no Centro de Parasitologia Veterindria
(CPV), ambos pertencentes a Universidade Federal de Goias (UFG). Neste galpdo, os animais
foram alojados em baias de 9m?, protegidas com tela de nylon (com 3mm de distincia entre
fios), para prevencao de ataques por possiveis moscas hematofagas. Em cada baia havia de
dois a trés animais.

Ao adentrarem nas baias no dia -12 (D-12), todos bezerros receberam medicagdo
preventiva contra helmintos (albendazole 5mg/kg, Valbazen®, Zoetis); pulverizacdo de
alfacipermetrina + clorpirifés + ethion (Potenty®, MSD Saude Animal) contra carrapatos;
toltrazuril 15mg/kg (Baycox®, Bayer Saude Animal) via oral contra Eimeria spp. ¢ 7,5mg/kg

de enrofloxacina (Kinetomax®, Bayer Saude Animal) contra Anaplasma marginale.
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Durante todo periodo que permaneceram estabulados, os bezerros receberam agua
e feno de capim tifton ad libitum, bem como ragdo na quantidade de 1,5% de peso do animal
por dia. O periodo de aclimatacdo foi de sete dias (entre D-12 a D-5) e, no primeiro e ultimo
dia deste periodo, sangue foi colhido de todos os animais para confirmar auséncia de Babesia
sp. € A. marginale, detectado pela extensdo sanguinea (Dagnachew e Bezie, 2015), bem como
auséncia de infec¢do por 7. vivax diagnosticado pelos métodos de Woo (Woo, 1970),
extensdo sanguinea (Dagnachew e Bezie, 2015) e cPCR (Cortez et al., 2009), antes da

administracao do indculo.

2.2. Preparacdo do indculo, infeccio dos bovinos e alocacdo dos animais aos grupos

Para prepacdo do indculo, foi utilizado o isolado Ipameri (Bastos et al., 2017)),
codigo de acesso Genbank MK392089, que fica criopreservado (com 8% de glicerol) em
nitrogénio liquido no CPV/UFG. No D-9 amostras de 7. vivax deste isolado foram
descongelados e inoculados, por via endovenosa, em um bovino (girolando, também com seis
meses) mantido como doador, em isolamento, no mesmo local onde o estudo foi realizado.
Deste modo, no D-5 foi possivel detectar elevada quantidade de tripomastigotas circulantes
(aproximadamente 3x10°) no sangue do animal doador pelo método de Brener (1969). Apos
quantificacdo, preparou-se aliquotas de sangue com EDTA contendo aproximadamente 1x10°
tripanossomatideos viadveis, que foram inoculadas, no D-5, nos 30 bovinos utilizados neste
estudo.

No D-1, ap6s confirmacdo da infec¢do por 7. vivax em todos os 30 animais, pelo
método de Brener (1969), os mesmos foram distribuidos em seis grupos, de cinco animais
cada, de acordo com a contagem de tripomastigotas do protozoario em questdo (Brener 1969).
Os bovinos foram divididos em seis blocos de cinco animais cada, e dentro de cada bloco, os
animais foram aleatoriamente alocados aos grupos de tratamento. Conjuntos de dois e trés
blocos subsequentes foram designados a conjuntos de seis baias proximas, respectivamente, e
os animais dentro destes agrupamentos de blocos foram alocados ao acaso as baias dentro do

conjunto.

2.3. Grupos experimentais e critérios para repetir o tratamento e/ou reinfectar os animais
com T. vivax apos o dia 0 do estudo

O dia 0 do estudo, foi estabelecido como o dia em que os animais receberam o
primeiro tratamento especifico contra 7. vivax. Apds a randomiza¢do dos bovinos aos

tratamentos, realizada de acordo com os critérios estabelecidos no item anteior, os grupos
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ficaram assim divididos: G1 para animais CPOS; G2 para bovinos tratados com DIM
(Ganaseg® Elanco Saude Animal), via intramuscular no dia 0; G3 para animais tratados nos
dias 0 e 14 com IMI (Imizol® MSD Saude Animal) via subcutinea; G4 para bovinos tratados
com cloreto de ISO0.5 (Vivedium® Ceva Saude Animal), via intramuscular no dia 0; G5 para
bezerros tratados com ISO1.0 (Vivedium® Ceva Saude Animal), via intramuscular no dia 0; e
G6 para animais receberam no dia 0 o DIM (Ganaseg® Elanco Satide Animal), e no D+14
ISO1.0 (Vivedium® Ceva Saude Animal), ambos pela via intramuscular, conforme descrito
na Tabela 1.

Foi estabelecido que os bovinos receberia novo tratamento no 14° dia pos-
tratamento (DPT), caso houvesse reaparecimento de parasitemia por 7. vivax (detectado pelos
métodos de Woo e/ou Brener) antes desse periodo. Também, caso os bovinos dos grupos
DIM, IMI e ISO1.0 mantivessem auséncia de parasitemia até o 50° DPT, estes seriam

reinoculados com 1x10° tripomastigotas de 7. vivax nesta data (Tabela 1).

2.4. Sinais clinicos, temperatura retal e determinacdo do volume globular dos animais

Para cada animal foi confeccionado uma ficha de identificacdo e, diariamente,
entre D-1 e D+30 todos os bovinos foram avaliados visualmente quanto a possiveis
anormalidades dos olhos e dos sistemas musculo-esquelético, tegumentar (pele, pélos e
cascos), gastrintestinal, nervoso, linfatico e urindrio. Além disso, a redugdo do apetite e do
consumo de alimento, apatia e palidez de mucosas também foram observados.

Na mesma periodicidade, aferiu-se a temperatura retal e volume globular (VG)
dos animais. A temperatura retal foi mensurada todos os dias entre 06:00 e 07:00h. Valores
igual ou abaixo de 38,2°C foram considerados normais para a categoria (Almeida et al.,
2010). Volume globular foi mensurado pela técnica do microhematocrito. Para o VG, 4 mL de
sangue foi colhido da veia jugular de cada animal, em tubos contendo anticoagulante (EDTA).
No laboratorio, as amostras foram homogeneizadas novamente e o sangue foi tranferido para
tubos “capilar” (tubo de microhematocrito) até o preenchimento de 75% do tubo. Em seguida,
cada tubo foi colocado em uma micro-centrifuga (13.000 RCF) e logo ap6s cinco minutos de
centrifugacdo realizou-se a leitura do VG de cada animal, utilizando um cartdo especifico para
microhematocrito (Gomes et al., 2007). Valores igual ou acima de 24% foram considerados
normais para a categoria. Entre D+31 e D+90, todos procedimentos supracitados passaram a
ser realizados em dias alternados, quando apds esta data, uma ttlima avalia¢do foi realizada

no D+180 apenas para os bovinos pertencentes aos grupos [SO0.5; ISO1.0 e DIM+ISO1.0.
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2.5. Colheita de sangue para pesquisa de Trypanosoma vivax pelos métodos de Woo,
Brener e cPCR

Entre D-1 ao D+30, foram colhidos 4mL de sangue de cada animal em tubos com
EDTA, da veia jugular para pesquisa de 7. vivax pelos métodos de Woo (Woo, 1970) e
método de Brener (Brener, 1961). Entre D+31 e D+90, todos procedimentos passaram a ser
realizados em dias alternados. Entre D+90 ao D+180 as avaliagdes foram realizadas
semanalmente, apenas para os bovinos pertencentes aos grupos I[SO0.5; ISO1.0 e
DIM+ISO1.0. A técnica da cPCR (Cortez et al., 2009), foi realizada nas amostras colhidas
dos 30 bovinos no D-8 € D-1. No D+1, D+7, D+14, D+21, D+28, D+55, D+75 ¢ D+180, as

analises foram realizadas apenas nas amostras colhidas dos grupos tratados.

2.6 Percentual de Eficdcia e de reducdo nas contagens de tripomastigotas de T. vivax
Utilizando-se as médias aritméticas, foram calculados valores de eficacia e o
percentual de redugdo nas contagens de tripomastigotas de 7. vivax (Brener, 1969), para cada

grupo de tratamento, em cada dia, utilizando as formulas descritas a seguir:

Percentual de Eficdcia:
MC -MT
PE=____ X100
MC
PE: percentual de eficacia
MC: Média de tripomastigotas de 7. vivax no grupo controle no dia X

MT: Média de tripomastigotas de 7. vivax no grupo tratado no dia X

Percentual de reducdo:

MTDO - MT
PR = X100
MTDO

PR: percentual de reducdo
MTDO: Média de tripomastigotas de 7. vivax no grupo tratado no dia 0 (antes do tratamento)

MT: Média de tripomastigotas de 7. vivax no grupo tratado no dia X

2.7. Analise dos dados
Os dados experimentais de temperatura retal, volume globular e contagens de

tripomastigotas de 7. vivax (Brener, 1969), foram agrupados em intervalos de sete dias para
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serem avaliados estatisticamente. Na sequéncia, foram testados para as prerrogativas de
normalidade, homogeneidade de variancia e andlise de residuos, o que determinou que as
variaveis temperatura retal e valor globular fossem analisados em um esquema fatorial em
parcela subdivididas no tempo e suas médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. As
observacdes obtidas pela técnica de Brener para os diferentes tratamentos foram confrontadas
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, método de Simes-Hochberg. Todas as anélise
foram efetuadas utilizando o software estatistico Statistica, versao 12 (StatSoft, Inc., 2014) ao

nivel de 95% de confianga (P<0,05).

3. Resultados

Este ¢ o primeiro trabalho que testou a eficacia do tratamento com imidocarb,
diminazene e isometamidium em bovinos experimentalmente infectados com 7. vivax no
Brasil. Durante o estudo, nenhum efeito adverso ocorreu com os bovinos que receberam DIM
e IMI. Entretanto, no grupo de animais que receberam ISO0.5 e ISO1.0, foi possivel observar
uma rea¢do no local de aplicagdo, associada por claudicagdo destes animais apds a
administracdo desta formulacdo nas diferentes doses. Trés animais pertencentes ao grupo
controle vieram a obito durante o estudo (12°, 20° ¢ 35° DPT), decorrente da elevada
parasitemia por 7. vivax. Além disso, no 9° DPT, um animal tratado com DIM foi a dbito de
maneira subita, por causa indefinida.

O percentual de eficacia terapéutica e de reducdo alcancados pelas formulagdes,
administradas em diferentes protocolos de tratamento, estdo descritos na Tabela 1. Foi
possivel verificar que decorridos 24 horas pds-tratamento com as respectivas formulagdes,
100% de eficacia e redugdo foi atingido pelo DIM, ISO1.0 e DIM+ISO1.0. Para o IMI e
ISO0.5 ainda foi possivel diagnosticar tripomastigotas vidveis nos bovinos pertencentes a
estes grupos no D+1 (99,9% de eficacia). Do 2° DPT até o final do estudo (180° DPT), as
formulagdes contendo ISO0.5, ISO1.0 ¢ DIM+ISO1.0, demonstraram valores de eficacia
maxima (100%). Por outro lado, os animais que receberam IMI apresentaram recidivas de
parasitemia por 7. vivax no 14° DPT (66,9% de eficacia), e pelos critérios pré-estabelecidos
neste estudo, receberam novo tratamento com IMI neste dia. Entretanto, estes mesmos
bovinos voltaram a demonstrar parasitemia por 7. vivax no 25° DPT (18,4% de eficacia) e,
por este motivo, este grupo foi excluido do experimento. Para o DIM, os valores de eficdcia e
de reducao foram de 100% do 1° ao 50° DPT. No 55° DPT, cinco dias apds a reinfeccao

destes animais, os valores de eficacia e de redugdo atingidos pelo DIM decresceram para



64

0,0% e 13,8%, respectivamente, quando este grupo foi excluido do estudo. J& para ISO1.0 e
DIM+ISO1.0 os valores de eficicia e de redugdo obtidos por estes tratamentos, foram de
100%, durante todo estudo, mesmo sendo reinfectados com 1x10° tripomastigotas de 7. vivax
50 dias depois do tratamento com as referidas formulagdes (Tabela 2).

Os resultados da andlise estatistica, realizada por meio das contagens de
tripomastigotas de 7. vivax (Brener), reforcam as inferéncias descritas no paragrafo anterior
(Tabela 3). As contagens médias de 7. vivax dos bovinos tratados com IMI, ndo diferem
estatisticamente (P>0,05) em relagdo a carga parasitaria média quantificada nos animais
controle do 15° ao 28° DPT. Além disso, do 55° ao 59° DPT, as contagens médias de
tripomastigotas de 7. vivax presentes nos animais tratados com DIM foram superiores
(P<0,05) as dos demais grupos (Tabela 3 e Figura 1). Nos animais tratados com ISOO0.5,
ISO1.0 e DIM+ISO1.0, a carga parasitaria média por 7. vivax diagnosticada foram inferiores
(P<0,05) as demonstradas pelos animais mantidos como controle, em todas as ocasides pos-
tratamento em que os bovinos ndo tratados (controle) demonstram parasitismo por 7. vivax
(59° DPT), pela técnica de Brener (Tabela 3 e Figura 1).

Durante a fase aguda de 7. vivax (1° ao 28° DPT), foi possivel verificar que
animais mantidos como controle (CPOS) apresentaram médias de temperatura retal superiores
(P<0,05) as mensuradas nos grupos tratados com DIM, IMI, ISO0.5, ISO1.0 e DIM+ISO1.0
do 1° ao 28° 1° ao 7° 1° ao 28° 1° ao 7° e 1° ao 14° DPT, respectivamente (Tabela 4).
Diferengas significativas (P<0,05) de temperatura retal dentro do mesmo grupo ndo foram
observadas nos animais tratados. Apenas no grupo controle foi observada diferenga (P<0,05)
de temperatura corporal entre o 55° e 65° DPT, quando comparado com o periodo antecedente
(Tabela 4).

Os dados de VG obtidos pelos grupos de animais que receberam tratamento
contendo diminazene e/ou isometamidium (DIM; ISO0.5; ISO1.0 ¢ DIM+ISO1.0), verificou-
se que ndao houve diferenga estatistica nos valores médios de VG entre estes grupos.
Entretanto foi possivel observar em algumas datas, que apenas os grupos de bovinos que
foram tratados com isometamidium 1mg/kg (ISO1.0 e DIM+ISO1.0), demonstraram queda
nos valores de volume globular médio equivalentes estatisticamente (P<0,05) aos mensurados
nos animais infectados e mantidos como controle (Tabela 5 e Figura 2). Resultados
semelhantes a estes citados para o ISO1.0, foram também obtidos para o IMI. As contagens
médias de VG mensuradas nos bovinos tratados com IMI, ndo diferiram estatisticamente

(p>0,05) as do grupo controle positivo do 8° ao 14° e do 22° ao 28° DPT (Tabela 5).
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Os resultados da cPCR expressos na Tabela 6 demonstram que apods o tratamento
dos animais, ainda foi possivel confirmar a presenca de 7. vivax no D+1 em um bovino que
recebeu IMI e outro animal tratado com ISO0.5. No 14° e 24° DPT, T vivax foi diagnosticado
em dois € um animal, tratados com IMI, respectivamente. Além disso, os quatro bovinos
tratados no dia 0 com DIM, e reinfectados no 50° DPT, demonstraram parasitismo por 7.
vivax pela cPCR no 55° DPT. As demais amostras avaliadas foram negativas para 7. vivax

durante todo o periodo pos-tratamento (Tabela 6).

4. Discussao

No presente trabalho todos os animais se infectaram por 7. vivax apds inoculagao,
e os sinais clinicos tipicos da tripanosomose como caquexia, anemia, decubito e morte,
semelhantes aos descritos em estudos anteriores (Andrade Neto e André, 2015; Cadioli et al.,
2012; Pimentel et al., 2012), puderam ser observados nos animais mantidos como controle. O
percentual de eficacia e de reducdo nas contagens de 7. vivax, alcangados para o DIM e
ISO1.0 foi de 100% 24 horas pds-tratamento, em acordo com dados apresentados por outros
autores (Paiva et al., 2000; Schillinger et al., 1985). Ainda, foi observado que este resultado
manteve-se até D+180 para os grupos de bovinos que receberam isometamidium (ISOO0.5;
ISO1.0 e DIM+ISO1.0), resultado inédito, nao relatado anteriormente.

Testes de eficacia envolvendo diminazene e isometamidium foram realizados
anteriormente utilizando metodologias diversas. Paiva et al. (2000) relatam resultados
utilizando duas formulagdes comerciais de diminazene (3,5 mg/kg) contra 7. vivax em vacas
criadas em sistema extensivo e avaliadas 15 dias ap6s a realizacdo do tratamento. Seu estudo
indica que diminazene foi eficaz no tratamento de 7. vivax, mesmo relatando que um animal
(dentre 14 analisados), apresentou nova parasitemia no final do estudo. Desquesnes et al.
(1995) concluiram que a eficidcia do diminazene 7,0mg/kg no controle da tripanosomose
bovina foi considerada nula, quando realizaram teste com dois zebuinos infectados com
isolado de T. vivax obtido durante surto natural ocorrido na Guiana Francesa. Ainda, neste
estudo, os autores consideraram que o tratamento com isometamidium foi eficaz, na dose de
0,5 mg/kg, sem detectar o parasito até o dia 113 de estudo. Schonefeld et al. (1987), quando
avaliaram a sensibilidade de isolados de 7. vivax africanos ao isometamidium, relatam que
este farmaco ndo apresentou efeito curativo em bovinos. Segundo os autores, este resultado
sugere existéncia de resisténcia em fun¢do do uso indiscriminado de isometamidium no

controle da doenca naquela regido. A possivel justificativa para a diferenga dos resultados
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encontrados no presente estudo para o isometamidium, em compara¢do aos resultados
relatados por Schonefeld et al em 1987, pode estar relacionada ao fato de que no Brasil, o
isometamidium, depois de décadas sem ser utilizado em bovinos, voltou a ser licenciado e
comercializado pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento em 2017. Tal fato,
possivelmente fez com que até o momento, ndo ocorreu exposi¢do de maneira significativa
deste ativo ao referido protozodrio.

O reaparecimento espontdneo de 7. vivax pds-tratamento, j4 foi observado em
infec¢des naturais e experimentais em animais de varias espécies, que receberam diminazene,
isometamidium ou outras drogas tripanocidas (Dagnachew e Bezie, 2015). Como primeira
hipotese, alguns autores relacionam esta nova parasitemia com o desenvolvimento de
resisténcia do agente ao farmaco (Mulandane et al., 2018); a segunda hipotese seria em
funcdo da capacidade de escape que o Trypanosoma apresenta as drogas tripanocidas,
invadindo tecidos do sistema nervoso (Ardelli e Woo, 2001; Batista et al., 2011) globo ocular
(Whitelaw et al., 1988), pele (Capewell et al., 2016) ou tecido adiposo (Trindade et al., 2016),
locais onde estes farmacos ndo atingiriam concentragdes suficientes para eliminar o
protozoario em questao.

No caso em especifico ao reaparecimento de 7. vivax pods-tratamento com
diminazene, em bovinos com infecgdo natural no Brasil, é importante destacar um aspecto. E
comum encontrar relatos publicados (Batista et al., 2008; Bassi et al., 2018; Cadioli et al.,
2012), inclusive um reportado por esta mesma equipe de pesquisadores do presente estudo
(Bastos et al. 2017), sobre o reaparecimento da parasitemia por 7. vivax, em casos de surtos
clinicos em gado de leite, depois de 15 a 20 dias que os animais recebem diminazene 7mg/kg.

A principal suspeita levantada por estes pesquisadores para este ocorrido, ¢ a
presenga de resisténcia do protozoario em questio ao diminazene na dose utilizada.
Entretanto, o referido ativo apresenta meia-vida de eliminac¢do igual a 107.5+8.50 horas
(aproximadamente 4,5 dias) em bezerros, e 65% da dose administrada, acaba sendo eliminada
em até 24 horas ap6és a sua administragdo (Kaur et al., 2000). Tal fato demonstra que na
verdade o diminazene apresenta um curto periodo residual de agdo contra um determinado
parasito. Se for levado em consideragdo os resultados de eficacia obtidos pelo DIM (7mg/kg),
no presente estudo, pode-se verificar que este ativo, na dose supracitada, eliminou totalmente
as tripomastigotas de 7. vivax, e os bovinos foram demonstrar nova parasitemia pelo
protozoario em questdo, apenas porque estes animais foram reinfectados por 7. vivax 50 dias

pOs-tratamento.
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E importante frisar que, o isolado de 7. vivax utilizada para infecgdo dos bovinos,
no presente estudo, ¢ a mesma em que foi relatada ser resistente ao diminazene por Bastos et
al. (2017), situagdo muito semelhante a de outros pesquisadores (Batista et a. 2008, Bassi et
al. 2018, Cadioli et al. 2012). Na pratica, o que aconteceu no estudo publicado por Bastos et
al. (2017), e também possivelmente por outros pesquisadores, foi o baixo periodo residual
apresentado pelo diminazene, uma vez que os animais depois de 8 a 10 dias de tratamento,
provavelmente se reinfectaram pela via iatrogénica, com uso de ocitocina exdgena no
rebanho, o que permitiu depois de aproximadamente 15 a 20 dias do tratamento, a ocorréncia
de nova parasitemia nos animais, ao invés de resisténcia do parasito ao diminazene
administrado na dose de 7mg/kg. Por este motivo, recomenda-se que em situagdes onde os
artigos descrevem resisténcia de 7. vivax ao diminazene no Brasil, de maneira semelhante a
descrita por Bastos et al. (2017), devem ser revistas.

O efeito de protecdo encontrado para os grupos que receberam ISO1.0 no presente
estudo, uma vez que este animais foram reinfectados com 1x10° tripomastigotas de 7. vivax
50 dias apdés o tratamento com o ativo citado anteriormente, pode ser justificado pelos
resultados obtidos por Kinabo e Bogan (1988) e Eisler (1996). Tais autores, descrevem a meia
vida de excrecdo do isometamidium (1,0mg/kg) sendo de 286 horas (aproximadamente 12
dias), podendo chegar a 463 horas, com capacidade de ser detectado no soro do animal por
mais de 64 dias.

Para o dipropionato de Imidocarb h4 apenas um relato encontrado, por nos,
citando seu uso no controle de 7. vivax, durante um surto em vacas de leite no Brasil, onde
este ativo, na dose de 2,4mg/kg, ndo foi eficaz contra 7. vivax parasitando bovinos (Costa et
al., 2016). Além disso, testes em ratos demonstram que o imidocarb também nao foi eficaz no
tratamento de infec¢des por outras espécies de Trypanosoma (Schafer da Silva et al., 2008),
resultados semelhantes observados no presente estudo. De qualquer maneira, este ¢ o primeiro
trabalho controlado que relata resultados de teste de eficidcia do imidocarb em bovinos
experimentalmente infectados.

Com relagdo a temperatura corporal apresentada pelos animais, pode-se observar
que picos de parasitemia que ocorreram nos animais do grupo controle (CPOS), em D+14 ¢
D+24 assim como nos animais tratados com imidocarb e também nos bovinos tratados com
DIM depois de serem reinfectados, foram acompanhados por picos de hipertermia, conforme
j& mencionado por diversos autores (Almeida et al., 2010; Dagnachew e Bezie, 2015;

Desquesnes, 2004; Schenk et al., 2001).
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Ja os resultados de volume globular médio apresentados neste trabalho trazem
informagdes interessantes, principalmente, em relagdo aos grupos de animais que foram
tratados com ISO1.0. Estes bovinos foram os unicos, com exce¢do daqueles que receberam
imidocarb que ndo foi efetivo contra 7. vivax, que demonstraram queda no VG médio, em
alguns momentos, se equivalendo estatisticamente (P<0,05) aos valores médios de VG
mensurados nos animais mantidos como controle. Esta observacdo do presente trabalho se
assemelha com os resultados encontrados por Schillinger et al. (1985), quando estes
pesquisadores afirmaram ocorrer queda significativa nas concentragdes de hematdcrito e
hemoglobina, para até um ter¢o do valor inicial, em bovinos tratados com isometamidium
Img/kg. Tal fato destaca a importdncia em ndo se utilizar o isometamidium, na dose de
Img/kg, quando o bovino estiver debilitado.

Com relagdo aos métodos de diagndstico utilizados no estudo para detecgdo de T.
vivax no presente estudo, animais que receberam diminazene (7mg/kg) ou isometamidium
(1mg/kg) ndo apresentaram tripanossomatideos no sangue circulante 24 horas pds-tratamento,
por todos os métodos de diagndstico empregados. Esta capacidade de clearance também foi
observada por outros autores, em caes, ovelhas e bovinos infectados com 7. evansi, T.
congolense e T. vivax, apOs tratamento com isometamidium (Schillinger et al., 1985) ou
diminazene (Dagnachew e Bezie, 2015).

Com base nos resultados aqui encontrados, podemos concluir que os protocolos
de tratamento que continham diminazene (7mg/kg) e/ou isometamidium (0,5 e 1,0mg/kg),
foram totalmente efetivos, atingindo 100% de eficacia terapéutica contra Trypanosoma vivax
parasitando bovinos experimentalmente infectados. Os grupos que receberam isometamidium
mantiveram tais indices de eficacia até D+180. Por outro lado, o imidocarb (4,8mg/kg)
apresentou recidivas parasitologicas por 7. vivax aproximadamente 10 a 14 dias pos-
tratamento. Os animais tratados com isometamidium 1,0mg/kg, ndo demonstraram
parasitismo por 7. vivax, mesmo depois de serem reinfectados 50 dias apos a realiza¢do do
referido tratamento, diferentemente do que foi observado para o grupo de bovinos tratados no
dia 0 com diminazene (7mg/kg) e reinfectados com o protozoario depois de 50 dias.
Entretanto, os animais que receberam isometamidium 1,0mg/kg, demonstraram queda no
volume globular, em alguns momentos, se equivalendo estatisticamente (P<0,05) aos valores
médios de VG mensurados nos animais controle. O reaparecimento de 7. vivax em bovinos de
campo no Brasil tratados com diminazene (7mg/kg), depois de 15 a 20 dias, mencionado em
alguns trabalhos publicados, possivelmente ocorreu em fung¢ao do curto periodo residual deste

ativo, e ndo pelo fato de haver resisténcia do 7. vivax ao diminazene, conforme discutido
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neste estudo. Este ¢ o primeiro trabalho que avaliou, em um mesmo delineamento
experimental, a eficacia do diminazene, imidocarb e isometamidium contra 7. vivax em

bovinos experimentalmente infectados.

5. Conclusao

Podemos concluir que o tratamento curativo com diminazene (7 mg/kg) e
isometamidium (1 mg/kg) apresentaram clearance de T. vivax no sangue circulante apos 24
horas, enquanto que Imidocarb (4,8mg/kg) e isometamidium (0,5 mg/kg) necessitaram de um
periodo maior para isso. Com relagdo a eficdcia, apenas animais que receberam
isometamidium foram capaz de permanecer sem nova parasitemia durante os 180 dias de
estudo. Diferente do que foi observado com o diminazene, animais que receberam
isometamidium na dose de 1,0mg/kg, mesmo sendo desafiados 50 dias apds tratamento, nao

apresentaram reinfec¢ao. Imidocarb ndo foi eficaz no tratamento da tripanosomose bovina.
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FIGURA 1: Volume globular médio dos grupos de bezerros experimentalmente infectados com 7Trypanosoma vivax isolado Ipameri e
posteriormente tratados com diferentes formulagdes ou mantidos como controle. CPOS= Controle positivo; ISO0.5= tratamento com

Isometamidium (0,5mg/kg) no dia 0; ISO1.0= tratamento com Isometamidium (1mg/kg) no dia 0; DIM+ISO1.0= tratamento com Diminazene
(7mg/kg) no dia 0 e Isometamidium 1.0 (1,0mg/kg) no dia 14.
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FIGURA 2: Valores médios de parasitemia em bezerros experimentalmente infectados com 7Trypanosoma vivax isolado Ipameri e posteriormente
tratados com diferentes formulagdes ou mantidos como controle. CPOS= Controle positivo; DIM= tratamento com aceturato de diminazene (7
mg/kg) no dia 0; IMI= tratamento com dipropionato de imidocarb (4,8mg/kg) nos dias 0 e 14; ISO0.5= tratamento com isometamidium

(0,5mg/kg) no dia 0; ISO1.0= tratamento com Isometamidium (1mg/kg) no dia 0; DIM+ISO1.0= tratamento com Diminazene (7mg/kg) no dia 0

e Isometamidium 1.0 (1,0mg/kg) no dia 14.
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TABELA 1: Grupos experimentais, produtos utilizados, dose, via de inoculagdo, regime de tratamentos e desafio pos-tratamento dos bezerros

infectados experimentalmente com 7. vivax isolado Ipameri.

Tratamentos Dosc Via de inoculaciio de Regime de Dia da re-infeccio
Grupos Trypanosoma vivax tratamento pos-tratamento
Controle Intramuscular DO -—--
CPOS (solugdo salina 0,9%) 10mL profunda
+
DIM Diminazene 7 mg/kg Intramuscular DO D+50
profunda
. DO e D+14
IMI Imidocarb 4,8mg/Kg Subcutanea Oe
1 DO -
ISO0.5 Isometamidium 0,5mg/kg Intramuscular
profunda
+
ISO1.0 Isometamidium Img/kg Intramuscular Do D+30
profunda
Intramuscular D0 e D+14 D+50

DIM+ISO1.0  Diminazene + Isometamidium 7 mg/kg + Img/kg profunda
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TABELA 2: Percentuais de eficicia e de reducdo nas contagens de tripomastigotas de Trypanosoma vivax isolado Ipameri em bovinos
experimentalmetne infectados com 1x10° tripomastigotas, e posteriormente tratados com diferentes formulagdes ou mantidos como controle.

Dia do Grupos experimentais / Nimero médio de Tripomastigotas de 7. vivax % EFICACIA % REDUCAQO
T 06:
TO03: diminazene
T02: . T04: TO5: .
estudo  LoL:Comtrole i azene  Imidocarb . tamidium  isometamidium  UM&/ke)diale DIM  IMI  ISO0,5 ISOL0 DIM+ISOL,0 DIM IMI ISO05 ISOL0 DIM+ISOL,0
positivo 7mg/kg dia 0 (.8mg/ke) (0,5mg/kg) dia 0 (1,0mg/kg) dia 0 isometamidium
dias 0 e 14 4 ’ (1,0mg/kg) dia
14
-1 555600.0 555600.0 551600.0 553600.0 553600.0 553600.0
1 792000.0 0.0 4.0 4.0 0.0 0.0 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 100.0 999 99.9 100.0 100.0
2 897600.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
3 340004.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
4 695204.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
5 1846008.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
6 1115208.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
7 1127600.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
8 1210004.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
9 4054120.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
10 3755200.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
11 3755200.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
12 2025000.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
13 1585015.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
14 5250030.0 0.0 1735200.0 0.0 0.0 0.0 100.0 66.9 100.0 100.0 100.0 100.0 0.0 100.0 100.0 100.0
15 3250020.0 0.0 7604.0 0.0 0.0 0.0 100.0 99.8 100.0 100.0 100.0 100.0 98.6 100.0 100.0 100.0
16 1050015.0 0.0 72.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
17 4834500.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
18 5237500.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
19 1934515.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
20 1766833.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
21 390000.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
22 530000.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
23 366746.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
24 63366.7 0.0 4.0 0.0 0.0 0.0 100.0 100.0  100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
25 392006.7 0.0 320000.0 0.0 0.0 0.0 100.0 184 100.0 100.0 100.0 100.0 42.0 100.0 100.0 100.0
26 50673.3 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
27 93.3 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
28 300266.7 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
29 290053.3 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
30 213353.3 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
35 1765000.0 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
41 280000.0 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
45 10.0 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
51 32030.0 0.0 NR 0.0 0.0 0.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0 100.0 NR 100.0 100.0 100.0
55 60.0 479010.0 NR 0.0 0.0 0.0 0.0 NR 100.0 100.0 100.0 13.8 NR 100.0 100.0 100.0
61 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
65 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
71 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
75 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
81 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
85 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
90 0.0 NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0
97a180 NR NR NR 0.0 0.0 0.0 NR NR NA NA NA NR NR 100.0 100.0 100.0

NR= N&o realizado. Grupo foi excluido do estudo em fungéo da baixa eficacia
NA= Néo aplicado em fungéo das contagens de tripomastigotas de T. vivax presentes no grupo controle
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TABELA 3: Parasitemia por tripomastigotas de Trypanosoma vivax isolado Ipameri, diagnosticada pela técnica de Brener, em bovinos
experimentalmente infectados com 1x10° tripomastigotas do protozoario em questdo, e posteriormente tratados com diferentes formulagdes, ou

mantidos como controle.

Periodo Expe- Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrdes*
rimental (dias) T1 T2 T3 T4 T5 T6
0 555600 + 592998 Aab 555600 + 390956 Aa 551600 + 613989 Aa 553600 + 612531 Aa 553600 + 355591 Aa 553600 + 923334 Aa
la7 973375 + 1287947 Aab 0t 0 Bb 1+ 1 Bb 1+ 1 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
8al4 3090653 + 2006711 Aa 0+ 0 Bb 247886 + 548240 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
15a21 2637626 + 2700325 Aab 0+ 0 Bb 1097 + 2450 ABb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
22228 243308 + 194064 Aabc 0+ 0 Bb 53155 + 118858 ABb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
29a35 583901 + 192509 Aa 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
37a41 301683 + 53031 Aab 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
43a47 36693 + 25923 Abcd 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
49a53 282010 + 163113 Aab 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
55a59 20 + 14 Bcd 479010 + 696078 Aa 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb 0+ 0 Bb
61a65 0t 0 Ad 0+ 0 Ab 0t 0 Ab 0t 0 Ab
67a71 0t 0 Ad 0t 0 Ab 0t 0 Ab 0t 0 Ab
73a77 0t 0 Ab 0+ 0 Ab 0+ 0 Ab
79290 0t 0 Ab 0+ 0 Ab 0+ 0 Ab
*: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis (p=0,05)
T1: Controle positivo T2: Diminazene 7mg/kg (Dia0) - IM T3: Imidocarb (4,8mg/kg) Dias 0 e 14 - SC T4: Isometamidium 0,5mg/kg - IM

T5: Isometamidium 1mg/kg - IM T6: Diminazene 7mg/kg DO e Isometamidium 1mg/kg D+14
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TABELA 4: Valores médios de temperatura retal mensuradas em bovinos experimentalmente infectados com 1x10° tripomastigotas de

Trypanosoma vivax isolado Ipameri e posteriormente tratados com diferentes formulagdes, ou mantidos como controle.

Periodo Expe-

Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrdes Temperatura retal (°C )*

rimental (dias) T1 T2 T3 T4 T5 T6
0 38,60 0,90 Aabc 38,16 £ 0,61 Aa 38,14 + 0,46 Aa 38,50 + 0,33 Aa 38,22 + 0,69 Aa 37,86 t 0,47 Aabc

la7 39,56 £ 0,79 Aa 37,59 £ 0,37 Ba 37,83 + 0,33 Ba 37,86 + 0,14 Ba 37,99 + 0,65 Ba 37,93 + 0,53 Babc
8al4 38,88 + 0,42 Aab 37,90+ 0,21 Ba 38,10 + 0,66 ABa 37,86 £ 0,39 Ba 38,44 + 0,42 ABa 38,16 + 0,50 Bab
15a21 38,66 £ 0,19 Aabc 37,81 £ 0,22 BCa 38,34 + 0,33 ABa 37,63 £ 0,53 Ca 38,39 + 0,39 ABa 38,23 + 0,21 ABCab
22 a28 39,09 0,54 Aab 38,28 £ 0,23 Ba 38,33 ¢ 0,27 ABa 37,71 0,41 Ba 38,42 + 0,59 ABa 38,25 + 0,28 ABab
29a35 38,23 £ 0,34 Abc 37,67 £ 0,30 Aa 37,84 + 0,22 Aa 37,97 + 0,35 Aa 37,68 + 0,33 Aabc
37a41 38,64 0,12 Aabc 37,75 0,55 Ba 37,91 + 0,24 ABa 38,31 ¢ 0,70 ABa 37,89 0,28 ABabc
43 a 47 38,24 £ 0,31 Abc 37,68 £ 0,11 Ba 37,82 0,21 ABa 37,78 £ 0,30 Ba 37,71 £ 0,14 Babc
492a53 38,49 £ 0,22 Abc 37,68 £ 0,29 Ba 37,92 0,37 ABa 37,91 + 0,45 AB 37,61 £ 0,37 Bbc
55a59 36,99 t 0,22 Ad 37,69 t 0,55 Aa 37,54 + 0,59 Aa 37,33 ¢ 0,13 Ac
61a 65 36,97 £ 0,24 Ad 37,71 + 0,54 Aa 37,69 + 0,54 Aa 37,66 + 0,26 Aabc
67a71 37,87+ 0,42 Acd 38,08+ 0,71 Aa 37,96 + 0,58 Aa 37,84 + 0,18 Aabc
73a77 37,75 £ 0,69 Aa 37,81 0,74 Aa 37,89 £ 0,35 Aabc
79290 38,17 + 0,35 Aa 38,61 + 0,65 Aa 38,42 + 0,46 Aa

*: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer (p<0,05)
T2: Diminazene 7mg/kg (Dia0) - IM

T1: Controle positivo

T5: Isometamidium 1mg/kg - IM

T3: Imidocarb (4,8mg/kg) Dias 0 e 14 - SC
T6: Diminazene 7mg/kg DO e Isometamidium 1mg/kg D+14

T4: Isometamidium 0,5mg/kg - IM
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TABELA 5: Valores médios de volume globular aferido de bovinos experimentalmente infectados com 1x10° tripomastigotas de Trypanosoma

vivax isolado Ipameri e posteriormente tratados com diferentes formulagdes, ou mantidos como controle.

Periodo Expe-

Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrdes do VG*

rimental (dias) T1 T2 T3 T4 T5 T6
0 31,00 9,06 Aa 33,00 4,36 Aa 26,40 £ 9,48 Aa 28,20 £ 3,42 Aa 34,80 8,93 Aa 30,20 6,65 Aa
la7 23,77 9,01 Aa 30,11 + 4,70 Aab 24,94 + 7,32 Aa 28,86 * 3,32 Aa 33,54 + 8,49 Aa 26,54 + 3,87 Aa
8al4 17,67 + 4,97 Ba 27,61+ 2,22 Aabc 27,14+ 4,90 ABa 28,51+ 3,69 Aa 32,06 + 8,47 Aa 27,43+ 2,48 Aa
15a21 17,43+ 5,01 Ba 26,46 £+ 2,51 Abc 25,86 + 4,58 Aa 28,86 + 6,03 Aa 26,37+ 3,63 Aa 24,97 + 3,06 ABa
22a28 21,14 + 5,21 Ba 25,57 + 1,27 Abc 27,06 = 3,35 ABa 31,20 = 4,02 Aa 23,89 8,31 ABa 24,49 + 3,08 ABa
29a35 22,32 + 4,21 Aa 23,50 + 0,92 Ac 27,37 1,59 Aa 26,03 = 5,55 Aa 23,00 = 3,88 Aa
37a41 2191+ 0,76 Aa 25,83+ 2,88 Abc 27,47 + 2,02 Aa 26,80 + 9,08 Aa 24,87 + 4,46 Aa
43a47 19,00 + 6,59 Ba 2533+ 3,05 Abc 28,13+ 2,59 Aa 27,60 + 6,43 ABa 24,60 + 3,00 ABa
492a53 20,80 £ 7,16 Aa 26,67 2,20 Abc 28,07 £ 2,64 Aa 26,73 £ 8,79 Aa 24,60 £ 4,06 Aa
55a59 19,77 £ 6,11 Ba 30,73 £ 4,37 Aa 28,00 £ 7,34 ABa 25,53 £ 4,78 ABa
61a65 22,60 6,86 Aa 32,53 £ 4,37 Aa 28,00 £ 7,86 Aa 27,00 £ 4,73 Aa
67a71 20,75 £ 5,59 Aa 31,53 £ 6,93 Aa 30,00 £ 9,29 Aa 26,60 £ 3,48 Aa
73a77 31,53 £ 6,70 Aa 30,60 £ 8,12 Aa 27,60 £ 2,84 Aa
79290 29,93 £ 4,09 Aa 27,00 £ 6,58 Aa 27,13 £ 1,82 Aa

*: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer (p>0,05)
T2: Diminazene 7mg/kg (Dia 0 ) - IM

T1: Controle positivo

T5: Isometamidium 1mg/kg - IM

T3: Imidocarb (4,8mg/kg) Dias 0 e 14 - SC
T6: Diminazene 7mg/kg DO e Isometamidium 1mg/kg D+14

T4: Isometamidium 0,5mg/kg - IM
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TABELA 6: Resultados dos exames de diagnostico para Trypanosoma vivax isolado Ipameri realizados nos bovinos previamente infectados com

1x10° tripomastigotas e posteriormente tratados com diferentes formulagdes, ou mantidos como controle.

Dias pés inoculagdo/Técnica de diagnéstico utilizada

Numero do i -
Tratamento . 8 1 1 7 14 24 28 55 75 180
bovino Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre Wo Bre
PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR
o ner o ner o ner o ner o ner o ner o ner o ner o ner o ner
107 - - - + + + + + NR + + NR + + NR + + NR + + NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
582 - - - + o+ o+ + + NR + + NR + + NR - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Controle positivo 602 - - - + o+ o+ + + NR + + NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
604 - - - + o+ o+ + + NR + + NR + + NR + + NR + + NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
620 - - - + + + + + NR + - NR - - NR - - NR + + NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Total 0 0 o0 5 5 5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - + + + NR NR NR NR NR NR
Diminazene 18 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - + + + NR NR NR NR NR NR
7 K dia 0 20 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - + + + NR NR NR NR NR NR
mg/kg no dia 21 - - - + o+ 4+ - - - - - - - - - - - - - - + o+ 4 NR NR NR NR NR NR
651 - - - + + + - - - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Total 0 0 o0 5 5 5 0 0 0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 4 4 4 - - - - - -
) 9 - - - + o+ o+ - - - - - - - - - - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Imidocarb 12 - - - + o+ 4+ + o+ 4+ - - + o+ 4+ + o+ 4+ NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
4,8mg/kg nos dias 48 - - - + o+ o+ - - - - - - - - - - - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Oe1d 112 I + o+ o+ - - - - - - + o+ o+ - - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
594 - - - [ - - - - - - - - - - - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Total 0 0 o0 5 5 5 1 1 1 0 0 o0 2 2 2 1 1 1 - - - - - - - - - - - -
9 - - - + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - -
Isometamidium 12 B B B ot B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B
. 48 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0,5mg/kg no dia 0 112 oL o+ 4 oL o o oL o o oL oL
CHI - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - -
Total 0 0 o0 5 5 5 1 1 1 0 0 0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 0
577 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - -
Isometamidium 591 B B B ot B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B
R 596 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1,0mg/kg no dia 0 619 oL o+ 4 o o oL o o o oL o
643 - - - + o+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - -
Total 0 0 o0 5 5 5 0 0 o0 0 0 0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0
- 5 - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Diminazene 7mg/kg
R 7 - - - + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
nodiaOe
: - 15 - - - + o+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
isometamidium
1,0mg/kg no dia 14 v . B B + + * B B B B i B . B B ° B B B B B B B B B B B B B B
OmerE 576 - - - +  + o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Total 0 0 o0 5 5 5 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 o0

- Diagnostico negativo (auséncia) para 7. vivax; + Diagnostico positivo (presenga) para 7. vivax; NR=Nao realizado.
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CAPITULO 5: CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo relata que no estado de Goids os surtos de tripanosomose bovina
causada por 7. vivax foram diagnosticados apenas em animais da raca Girolando com aptidao
leiteira, em propriedades localizadas basicamente nas regides Central e Sul do referido estado,
onde a aquisi¢do de novos animais portadores de 7. vivax, aliado a conduta de administra¢ao
da ocitocina nas vacas em cada ordenha, utilizando-se a mesma seringa e agulhas entre varios
animais, foram os principais fatores de risco para ocorrer a disseminacdo deste hemoparasito.
Apos a constatagdo dos surtos, houve um decréscimo de 39,62% na producao média didria de
litros de leite das vacas e, além disso, em trés propriedades em que os produtores acreditavam
que o problema seria 7. vivax, foram encontrados animais com elevado grau de parasitismo
por A. marginale. A presenca de tabanideos, S. calcitrans e H. irritans ndo apresentaram-se
como fator de risco para ocorréncia deste protozoario.

Foi demonstrado que 7. vivax ¢ capaz de infectar e desenvolver a doenca em
bezerros, independente da via de inoculacdo: intradérmica, subcutinea, intramuscular ou
endovenosa. Os animais doentes apresentaram correlagdo positiva entre 7. vivax e temperatura
retal, e correlagdo negativa entre este protozodrio e volume globular. A presenca de
Anaplasma marginale latente nos bezerros infectados com 7. vivax atuou como co-infecgao,
interferindo diretamente no percentual de mortalidade dos animais. Devido a sua
manifestagdo clinica, 7. vivax deve ser incluido ao complexo denominado “Tristeza
Parasitaria Bovina”, que, atualmente, englobam apenas Anaplasma e Babesia.

Com relagdo a efic4cia, foi observado que apenas animais que receberam
isometamidium foram capaz de permanecer sem nova parasitemia durante os 180 dias de
estudo. O tratamento curativo com diminazene (7 mg/kg) e isometamidium (I mg/kg)
apresentaram clearance de T. vivax no sangue circulante ap6s 24 horas, enquanto que
Imidocarb (4,8mg/kg) e isometamidium (0,5 mg/kg) necessitaram de um periodo maior para
isso. Diferente do que foi observado com o diminazene, animais que receberam
isometamidium na dose de 1,0mg/kg, mesmo sendo desafiados 50 dias apds tratamento, nao
apresentaram reinfec¢do. Além disso, imidocarb ndo foi eficaz no tratamento da
tripanosomose bovina.

Futuros estudos sdo necessarios para compreender se moscas hematdfagas
realmente sdo capazes de transmitir 7. vivax, ou se ha outras formas de transmissdo. Estudo

comparativo entre os métodos de diagnostico precisam ser realizados durante a fase aguda e
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cronica da doenga, e também a avaliacdo de tripanotolerancia em bovinos brasileiros precisa
ser investigada.

Por ultimo, este ¢ o primeiro trabalho que descreve a presenga de 7. vivax, bem
como sua epidemiologia no estado de Goias, avaliou a capacidade de infec¢do deste parasito
por diferentes vias, os