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RESUMO

Trypanosoma vivax ¢ um protozoario responsavel por prejuizos produtivos e reprodutivos na
pecudria, cuja transmissdo rapida e sinais clinicos inespecificos dificultam o diagnodstico e
controle da enfermidade. Objetivando minimizar o impacto da doenca, este estudo avaliou a
seguranga clinica, os perfis hematoldgico e bioquimico e a resposta imunogénica em bovinos
vacinados com uma proteina recombinante quimérica de 7. vivax (PRqTv) no periodo de
imunizagao e apos o desafio com tripomastigotas. Foram utilizados 24 touros negativos para 7.
vivax, distribuidos em quatro grupos (n=6): controle (GC), adjuvante (GA: saponina+Hidroxido
de aluminio), imunizado I (GI-I, 200png PRqTv) e imunizado II (GI-II, 500pg PRqTv). Os
animais receberam 2 mL dos respectivos indculos por via subcutanea nos dias D0, D21 e D42,
sendo o desafio realizado no D72 com 2x10° tripomastigotas/mL, também por via subcutanea.
Os bovinos foram avaliados quanto aos parametros clinicos, hematoldégicos, bioquimicos,
parasitolégicos e sorologicos ao longo do experimento (D147). Durante o periodo de
imuniza¢do, ndo foram observadas reagdes locais ou sistémicas atribuiveis a formulagao
vacinal. Observou-se aumento das frequéncias cardiaca, respiratdria e da temperatura retal no
DO em alguns grupos, porém sem diferenca significativa (p>0,05) entre eles. No mesmo
periodo, constatou-se leucocitose por neutrofilia (GC e GI-II) e linfocitose (GI-1 e GI-II),
mantidas até o D42. A atividade sérica de ALT esteve acima dos valores de referéncia nos
grupos GA e GI-II no D42. Hipoproteinemia e hipoalbuminemia foram observadas nos dias DO
e D21, enquanto proteina total e globulinas apresentaram aumento no D42. Os valores de ureia
estiveram abaixo da referéncia nos grupos GA e GI-I no DO. Nenhum animal apresentou
anticorpos anti-7. vivax ou parasitemia detectavel durante a fase de imunizagao. Apos o desafio,
tripomastigotas sanguineas foram detectadas a partir do 8° dia pods-infec¢do, com pico de
parasitemia no D84. O grupo GA apresentou frequéncia cardiaca acima dos valores de
referéncia no D98, e todos os grupos mantiveram escore de condi¢do corporal abaixo do ideal
durante o desafio. A temperatura retal esteve elevada no D84 nos grupos GA, GI-I e GI-II.
Anemia foi observada no D84 nos grupos GC e GA, e no D91 em todos os grupos; no D98, GI-
I e GI-II apresentaram aumento dos parametros eritrocitarios em relagdo ao D91. No D84,
observou-se redugao dos valores de leucocitos totais, neutrofilos e linfocitos. A atividade de
ALT esteve acima dos valores de referéncia nos grupos GA e GI-1I no D84 e no GC no D98,
enquanto AST, GGT e FA permaneceram dentro dos limites fisiologicos. Todos os grupos
apresentaram hipoalbuminemia a partir do D84. As concentragdes de bilirrubina total e indireta
estiveram elevadas no GC nos dias D84 e D91. As médias de ureia nos grupos GC, GA e GI-I
ficaram abaixo dos valores de referéncia no D126. Observou-se reducdo da glicemia no GC e
hipoglicemia no GA no D84. Anticorpos IgG anti-7. vivax foram detectados no D84 em 16,7%
dos animais do GA e em 50% dos grupos GI-I e GI-I1. A soroconversao completa foi observada
em todos os grupos a partir do D112. Esses resultados demonstram que a formulagao vacinal
contendo a PRqTv € segura e imunogénica em bovinos, induzindo soroconversao mais precoce
(resposta humoral especifica) e minimiza as alteracdes hematologicas e bioquimicas
decorrentes da infeccdo experimental por 7. vivax. Portanto, representa um avango relevante na
busca por imundgenos eficazes contra a tripanossomose bovina.

Palavras-chaves: Vacina, Tripanossomiase, Imunogenicidade, Proteina recombinante






ABSTRACT

Trypanosoma vivax is a protozoan responsible for productive and reproductive losses in
livestock, whose rapid transmission and nonspecific clinical signs hinder the diagnosis and
control of the disease. Aiming to minimize the impact of this infection, this study evaluated the
clinical safety, hematological and biochemical profiles, and immunogenic response in cattle
vaccinated with a recombinant chimeric protein of 7. vivax (PRqTv) during the immunization
period and after challenge with trypomastigotes. Twenty-four bulls negative for 7. vivax were
used and distributed into four groups (n=6): control (GC), adjuvant (GA: saponin + aluminum
hydroxide), immunized I (GI-I, 200 ug PRqTv), and immunized II (GI-II, 500 pug PRqTv). The
animals received 2 mL of the respective inocula subcutaneously on days DO, D21, and D42,
and the challenge was performed on D72 with 2x10° trypomastigotes/mL, also subcutaneously.
The cattle were evaluated for clinical, hematological, biochemical, parasitological, and
serological parameters throughout the experiment (until D147). During the immunization
period, no local or systemic reactions attributable to the vaccine formulation were observed. An
increase in heart rate, respiratory rate, and rectal temperature was noted on D0 in some groups,
but without significant differences (p > 0.05) among them. In the same period, leukocytosis due
to neutrophilia (GC and GI-II) and lymphocytosis (GI-I and GI-II) were observed, persisting
until D42. Serum ALT activity was above reference values in the GA and GI-II groups on D42.
Hypoproteinemia and hypoalbuminemia were observed on DO and D21, whereas total protein
and globulins increased on D42. Urea values were below reference ranges in the GA and GI-I
groups on D0. No animals showed anti-7. vivax antibodies or detectable parasitemia during the
immunization phase. After challenge, bloodstream trypomastigotes were detected from the 8th
day post-infection, with peak parasitemia on D84. The GA group showed heart rate values
above reference ranges on D98, and all groups maintained body condition scores below ideal
during the challenge phase. Rectal temperature was elevated on D84 in the GA, GI-I, and GI-
II groups. Anemia was observed on D84 in the GC and GA groups, and on D91 in all groups;
on D98, GI-I and GI-II showed increased erythrocytic parameters compared to D91. On D84,
a reduction in total leukocytes, neutrophils, and lymphocytes was observed. ALT activity was
above reference values in the GA and GI-II groups on D84 and in the GC group on D98, while
AST, GGT, and ALP remained within physiological limits. All groups presented
hypoalbuminemia from D84 onward. Total and indirect bilirubin concentrations were elevated
in the GC group on D84 and D91. Mean urea levels in the GC, GA, and GI-I groups were below
reference values on D126. A reduction in blood glucose was observed in the GC group and
hypoglycemia in the GA group on D84. Anti-T. vivax IgG antibodies were detected on D84 in
16.7% of the animals in the GA group and in 50% of the GI-I and GI-II groups. Complete
seroconversion was observed in all groups from D112 onward. These results demonstrate that
the vaccine formulation containing PRqTV is safe and immunogenic in cattle, inducing earlier
seroconversion (specific humoral response) and minimizing the hematological and biochemical
alterations resulting from experimental 7. vivax infection. Therefore, it represents a significant
advancement in the search for effective immunogens against bovine trypanosomiasis.

Keywords: Vaccine; Trypanosomiasis; Immunogenicity; Recombinant protein.
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GGT - enzimas gamaglutamiltransferase
GI-I — Grupo Imunizado |

GI-II — Grupo Imunizado II

IFI — imunofluorescéncia indireta

IFN-y — interferon-gama

ISM — cloreto de isometamidio

MPM — movimentos respiratorios por minuto
NK — Natural Killer

PCR — Reagao em Cadeia da Polimerase
SC — subcutanea

TR — temperatura retal

Trypanosoma vivax — 1. vivax

VSG - glicoproteinas de superficie variaveis
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase bovina, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma vivax (T.
vivax), é amplamente distribuida na Africa, Asia e América do Sul (Fetene et al., 2021). Na
América do Sul, o Brasil se destaca como uma area endémica sendo o protozoario encontrado
nas regides norte (Linhares et al., 2006; Serra et al., 2024), nordeste (Vieira et al., 2017; Batista
et al., 2018), sudeste (Cadioli et al., 2012; Reis et al., 2019; Bastos et al., 2020), sul (Silva et
al., 2009a) e centro-oeste (Silva et al., 1996; Bastos et al., 2017).

Esta enfermidade causa perdas significativas na producao de carne, leite e na
reproducdo, especialmente em regides endémicas (Castelli et al., 2021). As perdas econdmicas
associadas ao T vivax sdo consideraveis, com estimativas de aproximadamente US$ 5 bilhdes
anuais na Africa. O continente também gasta cerca de US$ 30 milhdes por ano em tratamentos
profilaticos para controlar a tripanossomiase bovina (Fetene et al., 2021). No Brasil, a situacao
¢ igualmente preocupante, com perdas de até US$ 3 bilhdes e mais de 11 milhdes de bovinos
infectados (Angara; Ismail; Ibrahim, 2012; Couto et al., 2024).

A transmissdo de 7. vivax para bovinos ocorre de maneira diferente dependendo da
regido. Na Africa, os vetores bioldgicos sdo as moscas tsé-tsé (Glossina spp.), que sdo restritas
a essa regido (Desquesnes et al., 2022).

No Brasil, estudos sugerem que a transmissao mecanica de 7. vivax para bovinos pode
ocorrer através de moscas hematofagas como Stomoxys sp e Tabanideos (Batista et al., 2007;
Cuglovici et al., 2010; Costa et al., 2020, bastos et al., 2020, Dyonisio et al., 2020) e por via
iatrogénica, através de fomites contaminados (Bastos et al., 2020). Porém em um estudo
experimental realizado por Heller et al., (2024) ndo se observou a transmissdao mecanica de 7.
vivax por Stomoxys calcitrans.

Animais acometidos por 7. vivax frequentemente apresentam sintomas clinicos
inespecificos que podem variar desde quadros agudos com febre, anemia e morte subita, até
formas cronicas, que se caracterizam por emagrecimento progressivo e queda na performance
produtiva e reprodutiva (Parra-Gimenez; Reyna-Bello, 2019). Além disso, sua ocorréncia pode
ser associada a presenca de outros agentes infecciosos (Pandolfi et al., 2024).

Além da falta de sinais clinicos especificos, durante o curso da infeccdo ocorrem
flutuacdes na parasitemia (Osorio et al., 2008), o que torna a detec¢do do 7. vivax um desafio
(Silva et al., 2020). O diagnostico laboratorial pode ser realizado a partir de testes diretos e
indiretos. Na fase aguda da doenga, ¢ recomendada a utilizacdo de métodos diretos como

esfregacos sanguineos, Buffy Coat, microhematocrito, Brenner e Reacdo em Cadeia da
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Polimerase (PCR). J4 na fase cronica, técnicas parasitoldgicas apresentam baixa capacidade de
identificar animais infectados, entdo, as sorologias como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
imunofluorescéncia (IFT) sdo comumente utilizadas para detectar anticorpos anti-7. vivax
(Osorio et al., 2008; Alcindo et al., 2022).

Os tratamentos disponiveis para tripanossomiase bovina no Brasil tém se baseado no
uso de medicamentos antiparasitarios especificos, o aceturato de diminazeno (DA) e o cloreto
de isometamidio (ISM), ambos regulamentados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (Kasozi et al., 2022). No entanto, a eficacia desses tratamentos tem
sido objeto de debate, uma vez que estudos indicam que 7. vivax tem desenvolvido resisténcia
ao DA (Sow et al., 2012; Boma et al., 2022; Ungogo; de Koning, 2024). Em paralelo a isso,
Castilho Neto et al., (2021) acompanharam bovinos leiteiros naturalmente infectados por 7.
vivax apés tratamento com ISM e observaram a persisténcia da infeccdo, sendo este o primeiro
estudo a evidenciar uma possivel resisténcia do protozoario ao ISM no Brasil.

Diante disso, pesquisadores tém se dedicado ao desenvolvimento de vacinas como
alternativas profilaticas para o combate da tripanossomiase (De Oliveira, 2023, Ungogo; De
Koning, 2024). As vacinas com proteinas recombinantes quiméricas sdo vantajosas porque
combinam diferentes regides imunogénicas de proteinas do parasita, aumentando assim a
eficacia da resposta imune (Dinc, 2022). Além disso, o uso de adjuvantes como a saponina € o
hidréxido de aluminio como imunoestimulante potencializa e prolonga a resposta imunolégica.
Embora possam causar efeitos adversos, sua utilizagdo cuidadosa torna possivel desenvolver
uma vacina mais eficaz e segura (Fan et al., 2022).

Em estudos prévios, nossa equipe desenvolveu uma proteina recombinante quimérica
(Patente BR 102019003717-2) por meio da identificagdo de peptideos imunologicamente ativos
identificados pela técnica imunoinformatica e prospeccdo gendmica. Os peptideos
demonstraram reatividade com anticorpos anti-7. vivax e indugdo de proliferacdo celular de
linfécitos T e linfocitos B em teste de estimulacao in vitro utilizando células obtidas de sangue
de bovinos infectados. Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial
imunogénico e a seguranga clinica da proteina recombinante quimérica em bovinos

experimentalmente imunizados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax é o agente responsavel pela tripanossomiase em bovinos. E um
hemoprotozoario pertencente ao filo Euglenozoa, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e subordem Trypanosomatina. O agente esta incluido no subgénero
Dutonella e na secao Salivaria, o que significa que sua inoculagdo na corrente sanguinea se da
a partir da saliva de vetores contaminados durante o repasto sanguineo (Hoare, 1972; Gardiner,
1989).

E um protozoario pleomoérfico, medindo entre 20 e 26 pm, com um corpo alongado e
achatado. Possui um Unico flagelo livre e cinetoplasto de formato eliptico, posicionado na
porcdo subterminal do organismo (Felipe; Kataoka, 2019). O flagelo origina-se adjacente ao
cinetoplasto e se estende longitudinalmente ao longo do corpo celular, acompanhando a
membrana ondulante, que é responsavel pela motilidade do protozoario (Figura 1) (Davila;

Ramirez; Silva, 1997).

=
»

A \

.« . X,

Figura 1. Trypanosoma vivax em sua forma tripomastigota em esfregago sanguineo e suas principais organelas:
flagelo (A), cinetoplasto (B) e nticleo (C).
Fonte: Arquivo pessoal

2.2 Transmissao e ciclo bioldgico

O ciclo do T vivax envolve dois hospedeiros: um hospedeiro definitivo e um
hospedeiro invertebrado. Os hospedeiros definitivos mais comuns nas tripanossomiases

causadas por 7. vivax sdo os bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos, enquanto o hospedeiro
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invertebrado, responsavel pela transmissao ciclica do protozoario, ¢ a mosca tsé-tsé (Glossina
spp.) (Levine, 1973; Gardiner, 1989). No entanto, essa espécie de mosca ¢ restrita aos paises do
continente africano (Osorio et al., 2008).

A mosca tsé-tsé transmite as formas infectantes de 7. vivax, denominadas
tripomastigotas metaciclicas, que sdo ingeridas pelo vetor durante o repasto sanguineo. Dentro
do organismo do hospedeiro, as formas evoluem para tripomastigotas, que se multiplicam na
corrente sanguinea por fissao binaria (Osorio et al., 2008). Quando a mosca tsé-ts¢ realiza um
novo repasto sanguineo, ela ingere as tripomastigotas, que se transformam em epimastigotas ao
alcangarem o es6fago e a faringe do inseto. Apos cerca de 24 horas, essas formas migram para
a hipofaringe e, nas glandulas salivares, se multiplicam, retornando a forma tripomastigota e se
diferenciando em formas infectantes (metatripanosomas) (Figura 2) (Baral, 2010; Castelli et

al., 2021).

Estagios na mosca tsé-tsé Estagios nos ruminantes

Mosca tsé-tsé faz repasto sanguineo,

injetando tripomastigotas metaciclicos § Tripomastigotas metaciclicos
inoculados se transformam em
/)

-

tripomastigotas na corrente

o sanguinea e se espalham

ol

Tripomastigotas se multiplicam

J / por fisséo binéria no sangue
: C
O, 7

Tipomastigotas sdo ingeridas
pela mosca tsé-tsé através do
repasto sanguineo

Epimastigotas se multiplicam
na glandula salivaria, se
transformando em
tripomastigotas metaciclicos

Tripomastigotas se transformam em
epimastigotas

’ Tripomastigotas no sangue

Tripomastigotas se multiplicam por fisséo
binaria no canal alimentar da mosca tsétsé = Estagio diagnéstico

A: Estégio infectivo

Figura 2. Ciclo bioldgico do 7. vivax em ruminantes no continente africano.
Fonte: Adaptado de Baral (2010).

Como a mosca tsé-tsé ndo estd presente no Brasil, portanto, a transmissdo de 7. vivax
ocorre de forma mecanica por moscas hematofagas dos géneros Tabanus (mutuca) e Stomoxys
sp (mosca dos estabulos) (Desquesnes, 2004; Desquesnes; Dia, 2004). Contudo, Heller et al.
(2024) ndo observaram experimentalmente a transmissdao mecanica de 7. vivax por Stomoxys

calcitrans.
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A transmissdo de 7. vivax por via iatrogénica, através de fomites, como agulhas
contaminadas com sangue infectado, ¢ considerada a principal forma de transmissao no Brasil
(Couto et al., 2021). Isso ocorre com frequéncia na aplicagdo de ocitocina em bovinos de
aptidao leiteira, em que € comum o uso da mesma agulha para todos os animais (De Melo Junior
etal., 2021).

De Melo Junior et al. (2021) demonstraram que a reutilizagdo da mesma seringa ¢
agulha, provenientes de um animal com infec¢ao aguda por 7. vivax, foi capaz de transmitir o
parasito, com taxas de infec¢do de 30% (3/10), 50% (5/10) e 80% (8/10) para as vias
subcutanea, intramuscular e intravenosa, respectivamente. Neste contexto, Leal et al. (2025)
demonstraram pela primeira vez a transmissdo de 7. vivax por meio da reutilizagdo de luvas de
palpa¢do de um animal infectado para um saudavel, com a presenca de formas tripomastigotas
variando conforme a quantidade de sangue contaminado na luva. Neste estudo os pesquisadores
também abordaram a eficacia das concentrag¢des do iodo como desinfetante, e encontraram que
a solugdo a 1% foi 100% eficaz, enquanto a solucdo a 0,5% reduziu a taxa de infec¢do em 70 a
80%.

A via de transmissdo transplacentaria ja foi relatada durante um surto da infec¢do no
Brasil (Batista et al., 2012). Outra via de transmissdo que tem sido objeto de estudo ¢ a
reprodutiva, por meio de s€men contaminado. Em um estudo recente, Couto et al. (2022)
detectaram a presenga de DNA do protozoario em amostras de sémen de 5 dos 8 animais

infectados (62,5%), sugerindo possivel transmissao por esta via.

2.3 Fisiopatogenia e curso da infec¢do

A patogénese da infec¢do por 7. vivax € influenciada por diversos fatores, tanto do
hospedeiro quanto do parasita. Entre os fatores do hospedeiro, destacam-se a idade, raga, estado
nutricional, presenca de infecgdes concomitantes, tolerancia do animal ao protozoario e
condi¢des como gestacdo ou lactacdo. Ja em relacdo ao parasita, a viruléncia da cepa envolvida
também desempenha um papel crucial no desenvolvimento da doenga (Dagnachew; Bezie,
2015).

A capacidade natural dos bovinos em tolerar o protozodrio sem a necessidade de
tratamentos ¢ chamada de tripanotolerancia (Hill et al, 2005). Entre os animais
tripanotolerantes, os zebuinos se destacam, pois apresentam caracteristicas genéticas associadas
aresisténcia e tolerancia a parasitas e doencas infecciosas, o que permite controlar a parasitemia

(Naessens et al., 2004; De Mendonga et al., 2024). Esse controle muitas vezes ocorre por meio
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da resposta imune inata, que envolve a ativacdo de células como macrofagos, neutrofilos e
cé¢lulas NK (Natural Killer), além da liberacdo de citocinas inflamatérias que auxiliam na
contengao da proliferacdo do parasita (Baral, 2010; Musaya et al., 2015).

Embora o controle da infeccdo em animais tripanotolerantes seja eficaz, a habilidade
dos animais em controlar a parasitemia pode variar de acordo cepas de 7 vivax envolvidas (Hill
et al., 2005). Isso ocorre porque o protozoario utiliza um mecanismo de variagdo antigénica,
alterando os antigenos de superficie das células, como as glicoproteinas de superficie variaveis
(VSG), que representam cerca de 56% de sua superficie. Elas estimulam a produgdo de IL-1 e
TNF-a, citocinas que podem suprimir a eritropoiese e a producdo de proteinas de fase aguda
(Baral, 2010; Horn, 2014). Essa habilidade permite que o parasita evite o reconhecimento pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro, exigindo que o organismo produza constantemente novos
anticorpos para combater as formas antigénicas emergentes (Baral, 2010).

O periodo pré-patente da tripanossomiase bovina costuma variar de nove a 14 dias
para os isolados virulentos (Hill et al., 2005). Bassi et al. (2018) em pesquisa para avaliar a
cinética dos sinais parasitologicos e pardmetros soroldgicos em bovinos infectados
experimentalmente com 7. vivax, encontraram formas tripomastigotas do protozoario a partir
do 12° dia pds infecg@o experimental (dpi).

Durante a multiplicagdo na corrente sanguinea, os protozoarios espalham-se de
maneira uniforme pelo sistema cardiovascular e pela circulagdo linfatica. Essa rapida
proliferacdo marca o inicio da fase de parasitemia da doenga, durante a qual os parasitas
alcangam altas concentragdes no organismo (Batista et al., 2007; Almeida et al., 2010; Castilho
Neto et al., 2021).

A parasitemia nas tripanossomiases pode apresentar flutuacdes, além de periodos
aparasitémicos, ou seja, sem a possibilidade de detec¢do dos parasitas na corrente sanguinea.
Este evento ¢ atribuido as mudangas antigénicas nas VSG dos tripanossomos unido a resposta
imune do hospedeiro. A parasitemia pode durar entre uma semana e dois meses antes das formas
tripomastigotas se tornarem indetectaveis no sangue. Apos essa fase, os periodos de recorréncia
da parasitemia podem ocorrer (Fidelis Junior et al., 2016). Schenk et al. (2001) avaliaram
bovinos Nelore infectados experimentalmente com 7. vivax e observaram parasitemia a partir

do terceiro e quarto dia pds infecc¢ao, persistindo até o 30° dia.

20



21

2.4 Relagao parasito-hospedeiro e aspectos da resposta imunoldgica frente a infec¢io por
Trypanosoma vivax

Durante a infec¢ao por 7. vivax, observa-se um aumento acentuado dos niveis de IgM
nos primeiros dias apos a infec¢do, coincidindo com a detec¢do de tripomastigotas no sangue
periférico (Baral, 2010; Bassi et al., 2018). Esses niveis podem ser de 2 a 10 vezes superiores
aos basais e permanecem elevados durante a fase aguda, retornando a normalidade apos a
eliminagdo do parasita (Taylor, 1998). A IgG, por sua vez, apresenta pouca variagdo inicial,
sugerindo que a resposta humoral ¢ predominantemente mediada por IgM, embora anticorpos
IgG especificos possam ser detectados ao longo da infecgdo, com maiores concentragdes apos
o pico de parasitemia (Bassi et al., 2018).

Os anticorpos produzidos durante a infec¢do podem exercer efeito protetor,
contribuindo para a eliminagdo do parasita e a neutralizacdo de produtos parasitarios (Taylor,
Katherine A., 1998). Bassi et al. (2018) observaram em eu experimento que 100% dos bovinos
experimentalmente infectados apresentaram titulos de IgG (variagdo de 1:160 a 1:1024),
juntamente com a redu¢do da parasitemia 30 dias ap6s a infec¢do.

De acordo com Desquesnes e Tresse (1996), altos niveis de IgG especifica estdo
associados ao controle da parasitemia, indicando que a redugdo da carga parasitaria e dos sinais
clinicos depende diretamente dessa resposta humoral. No entanto, a resposta de anticorpos do
hospedeiro contra 7. vivax pode ser ineficaz em determinadas situagdes, uma vez que os
parasitos podem modificar a expressao de suas VSGs, fazendo com que o sistema imune precise

reconhecer € moldar uma nova resposta (Hill et al., 2005; Baral, 2010).

2.5 Sinais clinicos

As fases da infecgdo por 7 vivax em bovinos sdo reconhecidas como: superaguda,
aguda ou cronica (Desquesnes, 2004; Batista et al, 2008; Cadioli et al., 2012).

A fase superaguda € caracterizada por elevada parasitemia, podendo levar o animal a
obito em até trés semanas de infec¢do. Os sinais clinicos se manifestam em ciclos que duram
de duas a trés semanas, periodo durante o qual hd a liberagdo de pirdgenos pelo parasita,
desencadeando episddios febris no animal (Osorio et al., 2008; Constable et al., 2016).

Na fase aguda da doenca, os sinais clinicos mais evidentes em bovinos parasitados sdo:
febre, anemia, leucopenia, apatia, mucosas hipocoradas, secre¢dao ocular, secrecao nasal,

frequéncias respiratéria e cardiaca aumentadas, opacidade de coérnea, diarreia, claudicagdo,
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reducdo no escore de condicdo corporal (ECC), abortos, disturbios neurologicos, além de
petéquias e equimoses nas mucosas e linfoadenomegalia (Batista et al., 2006; Osério et al.,
2008; Cadioli et al., 2012; Fidelis Junior et al., 2016).

A anemia provocada por 7. vivax ¢ a alteracao mais frequente observada em infecg¢des
pelo agente. Ela ¢ considerada multifatorial, sendo atribuida a hemolise intra e extravascular,
diminui¢do ou inibi¢do da eritropoiese e hemorragias (Almeida et al., 2008; Stijlemans et al.,
2018). Isto ocorre devido a deposicdo de imunocomplexos na superficie dos eritrocitos, que
leva a eritrofagocitose podendo levar a lesdes teciduais, principalmente inflamagdes ou necrose
em bago, figado e cérebro (Taylor, 1998; Batista et al., 2008; Pereira et al., 2018). Schenk et
al. (2001) encontraram que o aumento do protozoario na corrente sanguinea coincidiu com a
elevacao da temperatura decréscimo dos valores do hematocrito, desencadeando a anemia.

Batista et al. (2006) demonstraram que a infecg¢ao por 7. vivax influencia na perda de
ECC. Segundo Fidelis Junior et al. (2016), a reducdo esta associada a presenca de grandes
quantidades de 7. vivax circulantes, aumentando o gasto energético em processos febris e
diminuindo a disponibilidade de energia para o hospedeiro, além do elevado consumo
energético provocado pela resposta imunolodgica, ou ainda a liberacdo de citocinas, como o
TNF-a, que interferem na disponibilidade de substratos energéticos nos animais infectados
(Parra-Gimenez; Reyna-Bello, 2019; Costa et al., 2020).

As alteracdes neuroldgicas relatadas sdo os tremores musculares e incoordenacao
motora e alteragdes do musculo esquelético. Alteragdes cardiacas como miocardite e
hemorragias no epicardio também podem ocorrer (Batista et al., 2008; Almeida et al., 2010;
Chamond et al., 2010; Cadioli et al., 2012).

Posteriormente a fase aguda, o animal pode evoluir para a fase cronica, caracterizada
pelo normalizag@o nos parametros eritrocitarios e baixa parasitemia (Fidelis Junior et al., 2016;

Parra-Gimenez; Reyna-Bello, 2019).

2.6 Achados laboratoriais

No hemograma, ocorre reducao na dosagem de hemacias, concentracao de hemoglobina
e hematdcrito. As hemacias normalmente apresentam macrocitose e normocromia (Bassi et al.,
2018). Além disso, podem ser observadas anisocitose, policromasia e a presenca de corpos
intracelulares de Howell-Jolly, os quais ocorrem como uma tentativa de compensar a perda de

eritrocitos durante a infecgao por 7. vivax (Batista et al., 2007; Almeida et al., 2008).
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Em relacdo ao leucograma, aumento das populagdes de neutrofilos, mondcitos e
linfocitos pode ser observado (Bassi et al., 2018; Lopes et al., 2018). A neutrofilia ocorre pelo
aumento significativo no numero total de neutrofilos, e indica processo de resposta imune inata
(Espinoza et al., 2000).

A leucopenia pela reducdo de neutrofilos e linfocitos pode ocorrer no inicio da infec¢ao
e ¢ atribuida a presenca persistente do tripanosoma na circulacdo, pela liberagdo de fatores
toxicos aos leucocitos e também pela leucofagocitose hepatica (Bassi et al., 2018). Igbokwe e
Anosa (1989) observaram que a neutropenia ocorre pela depressao dos precursores de
granuldcitos na medula dssea, juntamente com o sequestro de neutrdfilos pelo baco. Além disso,
Esievo e Saror (1983) sugeriram que a linfopenia precoce observada no curso da
tripanossomiase pode ser influenciada por grandes quantidades de antigenos tripanossomais e
neuraminidase plasmadtica liberada pelos tripanossomas durante essa fase da infec¢do. O
estresse oxidativo e a resposta inflamatéria exacerbada em bovinos infectados contribuem para
a redugdo destas células (Fritzen et al., 2025).

A reducdo na contagem de mondcitos e neutrdfilos no final da infec¢do pode ocorrer
devido aos mecanismos lentos da resposta dos neutrdéfilos nos bovinos € aumento do consumo
pela mobilizagcdo destes para os locais de inflamagdo além da reparacdo celular e tecidual
causada pelos macrofagos (Murray; Murray; Mcintyre, 1977; Taylor, 1998).

A reducao do nimero de plaquetas na circulagdo também est4 associada ao aumento da
parasitemia e ocorre pelos mesmos processos desencadeados pela anemia pois também hé
fagocitose generalizada destas células pelos macrofagos (Chamond et al., 2010; Bassi et al.,
2018). Fidelis Junior et al. (2016) associaram a trombocitopenia encontrada nos animais com o
consumo de plaquetas na formacao de microtrombos induzida pelo protozoario.

Entre as alteracdes bioquimicas séricas observadas em casos de alta parasitemia,
ocorre a hipoglicemia. As alteracdes nas concentracdes de glicose plasmatica podem ser
explicadas pelo fato de os tripanossomas utilizarem a glicose como uma fonte de energia
(Barrett et al., 1998). O protozodrio possui transportadores especificos em sua membrana
plasmatica, facilitando absor¢do dessa molécula. Esse mecanismo de difusdo facilitada permite
que o parasito tenha uma grande eficiéncia na absor¢do de glicose, o que pode resultar em
hipoglicemia (Barrett et al., 1998; Fidelis Junior et al., 2016). Lopes et al. (2018) observaram
redugdo na glicemia de vacas leiteiras naturalmente infectadas por 7. vivax.

Pardmetros como a enzima aspartato aminotransferase (AST) enzimas
gamaglutamiltransferase (GGT) podem sofrer redugdo. Esta redugao pode ser atribuida a lesdes

musculares provocadas pelo protozoario, acarretando em neurodegeneracao e morte celular, e

23



24

também pela possibilidade de alteragdes hepaticas (Almeida et al., 2008; Fidelis Junior et al.,
2016).

O aumento nas proteinas totais e inversao da relacdo albumina:globulina ¢ citada por
(Fidelis Junior et al., 2016; Lopes et al., 2018). Este aumento nas proteinas totais foi observado
por Silva et al. (2009) em vacas infectadas por 7. vivax no Rio Grande do Sul. Em paralelo a
isso, o aumento de globulina ¢ esperado, pois a infeccdo por 7. vivax gera uma resposta imune
do hospedeiro, levando a producao de anticorpos como forma de controlar e erradicar o parasita.
Ainda, a hiperglobulinemia pode ser atribuida a um aumento de IgG e principalmente IgM
(Katunguka-Rwakishaya, 1996; Schenk et al., 2001).

Abilirrubina total e suas fragdes podem apresentar aumento em casos de anemia grave,
decorrente da hemolise. Kadima et al. (2000), em sua pesquisa para avaliar parametros
bioquimicos em bovinos com tripanossomiase encontraram valores de bilirrubina inicialmente
dentro da faixa de normalidade (3 a 6 dias apds a infec¢do), seguida por aumento intermitente,
ocasionado pela destrui¢do dos globulos vermelhos e sobrecarga hepatica para conjugar a
bilirrubina circulante. Kadima et al. (2000) também observaram valores de ureia normais até o
6° DPI, com reducdo significativa apds o 7° DPI, sugerindo danos renais devido a excrecao da

ureia pelos rins.

2.7 Diagnostico

4

O diagnostico da tripanossomiase em bovinos ¢ realizado de diversas maneiras.
Inicialmente, o exame clinico do animal pode ser realizado a partir da observagao dos sinais
clinicos da doenca. Entretanto, os animais podem estar em fase assintomatica da doenga. Desta
forma, os exames laboratoriais sdo a forma definitiva de diagndstico. Os métodos sdo divididos
em diretos, indiretos e moleculares e defini¢do sobre qual deve ser utilizado ¢ baseada na fase
da doenga em que o animal se encontra (Pandolfi et al., 2024).

Os principais métodos diretos sdo os parasitologicos, como a técnica Buffy Coat,
microhematocrito e Brenner. Esses métodos sdo muito especificos e recomendados para a fase
aguda da doenca, quando a circulagdo de parasitas no sangue ¢ alta. A técnica de Buffy Coat ¢é
eficaz e pode detectar at¢ 50% mais casos de infec¢do por tripanosomas do que o
microhematocrito (Murray; Murray; Mcintyre, 1977) sendo particularmente util para detectar
tripomastigotas em animais com alta parasitemia, sendo eficiente na identificacdo da fase aguda

da doenga (Batista et al., 2012).
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Nesse cenario, métodos indiretos, como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) ¢ a
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), sio amplamente utilizados por sua alta sensibilidade. Esses
testes sdo eficazes na triagem e titulagao de anticorpos, fornecendo informagdes valiosas sobre
a infeccdo no rebanho (Castilho Neto et al.,, 2021). No entanto, devido a persisténcia de
anticorpos por longos periodos ndo ¢ possivel diferenciar animais com infec¢ao ativa daqueles
jé curados (Cadioli et al., 2015).

M¢étodos moleculares, como a PCR, sao considerados eficazes para a detecgao de DNA
de T vivax em fase de parasitemia (Da Silva et al, 2022). Alves et al. (2017) compararam os
métodos PCR e microhematocrito e observaram que a PCR demonstrou maior sensibilidade em
relacdo ao microhematodcrito, uma vez que foi capaz de detectar DNA de 7. vivax em 35
amostras negativas na técnica parasitoldgica. Na fase inicial da infec¢do, ambos os métodos
apresentam sensibilidades semelhantes, no entanto, durante a fase cronica, a qual ¢
caracterizada por baixos niveis de parasitemia devido a resposta humoral, a sensibilidade do
microhematocrito pode ser inferior a 10%, enquanto a da PCR ¢ duas a trés vezes superior

(Desquesnes et al., 2022).

2.8 Tratamento

Os unicos tratamentos regulamentados pelo MAPA no Brasil com agao tripanocida sao
o DA e 0 ISM (Kasozi et al., 2022). Falhas no tratamento podem ser observadas em situagdes
em que existe processo de tolerancia do parasita as drogas disponiveis, uso incorreto dos
tripanocidas e ao estado de saude debilitado do animal (Giordani et al., 2020).

Estudos tém evidenciado falhas no tratamento, possivelmente pela resisténcia
adquirida pelo parasita frente aos tripanocidas, levando ao comprometimento da eficacia do
tratamento e persisténcia da infeccao, dificultando a recuperacdo do animal (Sow et al., 2012;
Boma et al., 2022; Kasozi et al., 2022; Ungogo; De Koning, 2024). Apesar da limitacao das
ferramentas de diagnéstico para avaliar a base molecular que leva a resisténcia do agente frente
as drogas tripanocidas, um experimento recente realizou andlise da resisténcia de 7. vivax
isolados de ovinos frente ao DA e o ISM (Boma et al., 2022). Estes autores observaram

recidivas no 13¢ dia pds-tratamento com DA e no 14° e 16° no grupo tratado com ISM.

2.9 Vacinas para Trypanosoma vivax: da prospeccao a utilizacdo em condi¢cdes de campo
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Ao longo dos anos, as pesquisas sobre vacinas contra as tripanossomiases se
concentraram principalmente nas moléculas de VSG. No entanto, ndo conseguiram gerar uma
protecao imunologica eficaz. O principal desafio com as VSG ¢ a variabilidade genética do
parasita, que ¢ capaz de gerar uma grande diversidade de moléculas através de rearranjos
genéticos (Baral, 2010; Horn, 2014).

Diversas abordagens foram testadas para o desenvolvimento de vacinas contra os
tripanosomatideos, mas muitos desses testes resultaram em respostas imunoldgicas fracas ou
inexistentes. Por exemplo, vacinas feitas a partir de parasitos irradiados (Duxbury et al., 1972),
assim como vacinas baseadas em antigenos especificos ou proteinas de membranas purificadas
(Wells et al., 1982; Mkunza; Olaho; Powell, 1995; Lubega; Byarugaba; Prichard, 2002).

Mais recentemente, foi criada uma vacina utilizando proteina recombinante isolada do
flagelo de T' vivax, chamada IFX, que foi testada em camundongos e mostrou capacidade
imunoprotetora nestes animais (Autheman et al., 2021).

As vacinas recombinantes utilizam proteinas sintéticas que imitam partes especificas
das proteinas do patdgeno, as quais sdo essenciais para a interacdo entre o parasita € o
hospedeiro. Essas regides especificas das proteinas sdo chamadas de epitopos. Os epitopos
podem ser produzidos em laboratorio a partir de sequéncias de aminoacidos que podem ser
modificados para melhorar a estabilidade, a especificidade e a capacidade de induzir uma
resposta imune eficaz (Autheman et al., 2021). Essas modificagdes tornam as proteinas mais
estaveis e especificas, com menos riscos de reagdes cruzadas com outras proteinas do
organismo, o que reduz o risco de efeitos colaterais (La Greca; Magez, 2011; Nascimento; Leite,
2012).

As proteinas quiméricas, por sua vez, t€m mostrado vantagens em relagdo as proteinas
recombinantes tradicionais, pois combinam multiplos epitopos de diferentes patogenos. Essas
vacinas quiméricas podem estimular de forma eficaz a ativacao de células T, promovendo uma
resposta do tipo Thl, caracterizada pela producdo de citocinas pré-inflamatorias, como o
interferon-gama (IFN-y). A resposta Th1 € crucial para a defesa contra parasitas, resultando em
uma protecdo mais eficiente e duradoura. Isso ocorre porque ela abrange diversos aspectos da
resposta imune adaptativa, incluindo a ativagio de células T CD4" e a promogdo de respostas
imunes celulares robustas (Ostolin et al., 2021; Lage et al., 2022).

Para potencializar ainda mais a resposta imunoldgica, as vacinas de proteinas
recombinantes frequentemente contém adjuvantes, como saponina e hidréxido de aluminio, por
atuarem no estimulo do sistema imune inato, atraindo células apresentadoras de antigeno, como

macrofagos e células dendriticas, por quimiotaxia. Essas células, ao capturarem e processarem
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o antigeno, estimulam a ativa¢do de linfocitos T, especialmente as células T CD4", que sdo

essenciais para a resposta imunoldgica adaptativa (Silva et al., 2004; Oliveira, 2023).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a seguranca clinica, os perfis hematologicos, bioquimicos e a resposta
imunogénica induzida pela vacinacdo de bovinos imunizados com a proteina recombinante
quimérica de Trypanosoma vivax no periodo de imunizacdo e ap6s o desafio com

tripomastigotas.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a seguranga clinica da proteina quimérica de 7. vivax.

- Avaliar os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos bovinos experimentais
durante o periodo de imunizagao.

- Avaliar se a proteina quimérica de 7. vivax induz a produgdo de anticorpos nos
bovinos experimentais durante o periodo de imunizagao

- Avaliar parasitemia dos bovinos experimentais apos o desafio com tripomastigotas
de T vivax.

- Avaliar os parametros clinicos, hematologicos e bioquimicos dos bovinos
experimentais apos o desafio com tripomastigotas de 7. vivax.

- Avaliar o nivel de anticorpos séricos apds o desafio com tripomastigotas de 7. vivax.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Normas éticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da

Universidade de Uberaba sob o nimero de processo 005/2022 (ANEXO A).

4.2 Local
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O experimento a campo foi realizado no Campo Experimental Gettlio Vargas
(EPAMIG) em Uberaba - MG. A vacina recombinante quimérica foi produzida na Universidade
Federal de Vigosa (Vicosa-MQG) e as andlises hematoldgicas, bioquimicas, parasitologicas
(Buffy coat) e imunoldgica (resposta humoral) foram realizadas no laboratorio de Sanidade e

Producao Animal nos Trépicos na Universidade de Uberaba - Uniube (Uberaba - MG).

4.3 Obtenc¢ao da vacina com proteina recombinante quimérica 7. vivax (PRqTV)

A formulagdo vacinal com a proteina recombinante quimérica (Patente
BR102019003717 2) foi obtida no Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de
Vicosa, a partir do cultivo da bactéria transformante em meio Luria Bertani, purificada por
cromatografia de afinidade e testada em relacdo a estabilidade por eletroforese em gel de
poliacrilamida durante 6 meses. Os adjuvantes Saponina (0,1%) e Hidroxido de aluminio
(0,2%) foram adicionados a proteina recombinante para posterior envase e utilizagdo na
imunizacdo dos bovinos (Figura 3). Apos foi enviada para a Universidade de Uberaba,

devidamente acondicionada, para a realizagdo da imunizagao.

Figura 3. Formulagdo vacinal com proteina recombinante quimérica de 7. vivax envasada e pronta para ser
inoculada nos bovinos dos grupos experimentais.
Fonte: Autora, 2025.

4.4 Grupos experimentais

Para a realiza¢do do experimento, foram utilizados 24 bovinos, machos, raca Gir, de 2
a 5 anos de idade, com peso médio de 402,57+16,55kg, mantidos em piquete com
disponibilidade de forragem (Panicum maximum e silagem de milho) e agua ad libitum. Todos
os touros foram tratados com ectoparasiticida com aplicagdo pour on a base de Cipermetrina,

Clorpirifés e Butoxido de Piperonila (Insemax® JA Satide Animal) durante todo o experimento.
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Os animais eram negativos para 7. vivax nos testes sorologico (IFI), parasitologico
(Buffy coat) e molecular (PCR) nos dias D-30, D-15 e D-7 e foram divididos em quatro grupos
homogéneos (n=6): Grupo Controle (GC), Grupo Adjuvante (GA), Grupo Imunizado I (GI-I) e
Grupo Imunizado II (GI-II) (Tabela 1).

Tabela 1. Protocolo de tratamento e médias + desvios padrao do peso (kg) e da idade (anos) dos bovinos dos
grupos controle (GC), adjuvante (GA) e imunizados com 200ug (GI-I) ou 500ug (GI-II) de proteina recombinante
quimérica de Trypanosoma vivax, analisados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Grupo Tratamento Peso Idade
(n=6) (2mL, via SC) (Média+DP) (Média+DP)
GC Solugédo salina 0,9% 409,3+71,15% 3,33+1,032
GA Saponina 0,1% + Hidroxido de aluminio 0,2% 411,3+105,11? 3,17£1,16*
GI-1 200pg de PRqTv+ adjuvante 377,8+60,54* 3,33+1,03®
GI-II 500pg de PRqTV + adjuvante 411,83+59,27* 3,33+1,03?

Letras minusculas iguais na coluna ndo apresentam diferenga significativa entre os grupos, conforme teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.5 Protocolo de imunizac¢ao e desafio

As imunizagdes foram realizadas com aplicagdo de 2mL via subcutinea (SC) a cada
21 dias (D0, D21 e D42) no formato duplo cego. No D72, 30 dias apos a ultima imunizacao, os
animais foram desafiados com 2mL de sangue contendo 2 x 10° /mL tripomastigotas de T, vivax
por via SC e acompanhados diariamente até o D91 e nos dias D98, D112, D126 e D147 (Figura
4).

Os animais foram avaliados em relagdo aos sinais clinicos, perfis hematoldgico,
bioquimico, parasitoldgico e sorologico no periodo de imunizacao (D0, D21, D42) e apds o
desafio (D72, D84, D91, D98, D112, D126 e D147). Ap6s a inoculacdo de 7. vivax, os animais
foram acompanhados diariamente durante 20 dias (D72 ao D91) em relagdo aos sinais
parasitologicos (Buffy coat) e clinicos. Ao final do experimento (D147), os animais foram

tratados com Isometamidium (Vivedium® Ceva Satide Animal) na dose de 0,5 mg/kg.
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Figura 4. Cronologia da execuc¢do do experimento nos periodos de imunizagdo e desafio dos bovinos.
Fonte: Autora, 2025.

4.6 Avaliacido da seguranca clinica

Para avaliagdo da seguranca clinica das composigdes vacinais observou-se o local da
imunizacdo, frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), escore de condigdo corporal
(ECC) e temperatura retal (TR) durante a imunizagdo (D0, D21 e D42) e ap6s o desafio (D72,
D84, D91, D98, D112, D126 ¢ D147).

A avaliacdo do efeito local da aplicagdo da vacina foi realizada observando dor no
local de aplicagdo, edema e eritema (European Medicines Agency, 2008). As avaliacdes de
frequéncia cardiaca, respiratoria e temperatura retal foram realizadas segundo Radostits et al.
(2007). A frequéncia cardiaca normal para bovinos varia entre 40 e 80 batimentos por minuto
(bpm), a frequéncia respiratoria entre 10 e 30 movimentos respiratoérios por minuto (mpm) € a
temperatura retal de 38,0°C a 39,5°C. Para avaliacao visual do escore da condi¢do corporal
(ECC) utilizou-se a escala de 1 a 5 (1= muito magro; 2= magro; 3= moderado/ideal; 4= gordo;

5= muito gordo), com intervalo de 0,5 pontos (Edmonson et al., 1989).

4.7 Avalia¢ao parasitologica (Buffy coat)

As avaliagdes parasitologicas foram realizadas pela técnica de Buffy coat para
observagao de tripomastigotas (Murray, 1977). Para isso, foram colhidos 4 mL de amostras de
sangue por pun¢io da veia jugular de cada animal em tubos a vacuo (k3 Vacuete®) com

anticoagulante (EDTA) e conservadas em gelo reciclavel até o processamento das amostras.
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A técnica consistiu no preenchimento de tubos capilares de vidro com amostras de
sangue com anticoagulante, seguido de centrifugacao a 10.000 g por cinco minutos (Centrifuga
Centrilab® Spimplus). Em seguida, foi preparado um esfregaco sanguineo da papa leucocitaria
(fragcdo entre o plasma e a camada leucocitaria), obtido apos a quebra do tubo capilar nessa
regido.

O esfregaco foi corado com o corante Panotico Répido (Laborclin®) e analisado em
microscopia Optica com aumento de 1000x (Microscopio NIKON® Eclipse Si), permitindo a

observagao e contagem de tripomastigotas em dez campos.

4.8 Perfil hematologico

Para as avaliacdes hematoldgicas foram colhidos 4 mL de amostras de sangue por
puncio da veia jugular de cada animal em tubos a vacuo (k3 Vacuete®) com anticoagulante
(EDTA), conservadas em gelo reciclavel e processadas em até duas horas apds a coleta.

As avaliagdes de hemadcias, hemoglobina, hematocrito e leucocitos totais, foram
realizadas por meio do analisador hematolégico automatico veterinario (Maxcell® 500D vet).
O diferencial de leucoécitos foi realizado a partir de esfregacos sanguineos corados com Pandtico

Répido (Laborclin®) e leitura em microscopio optico (Nikon® Eclipse Si) no aumento de 100x.

4.9 Perfil bioquimico

Para as andlises do perfil bioquimico, foram colhidos 4 mL de sangue por pungado da
veia jugular em tubos a vacuo (Vacuete®) sem anticoagulante para obtencdo dos soros por
centrifugacio (centrifuga Celm® combate) em velocidade de 10.000g por 10 minutos a T.A
(temperatura ambiente). Os soros foram aliquotados e acondicionados em microtubos de 2,5
mL tipo eppendorf devidamente identificados e mantidos em temperatura de -20°C para
realizacdo dos exames bioquimicos.

Os exames bioquimicos, incluindo alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), creatina
quinase (CK), creatinina, ureia, glicose, proteina e albumina, foram obtidos por meio do
analisador automatico bioquimico (Audmax Evolution — LabTest®), utilizando os kits Labtest

e seguindo as recomendagdes do fabricante.
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4.10 Perfil sorologico

A deteccdo de anticorpos (IgG) anti-7. vivax, foi realizada conforme metodologia
descrita por Frange (2013) e Gomes (2025). As laminas previamente sensibilizadas com
antigenos foram imersas em PBS (pH 7,2) por dez minutos, ap6s secagem em estufa a 37°C por
cinco minutos, foram marcadas com esmalte para delimitacdo dos pogos e 20 pL dos soros
positivo, negativo e teste diluidos em PBS (1:80) foram adicionados a cada pogo. As laminas
foram incubadas em camara imida, em estufa a 37°C por 30 minutos. Apos a incubagdo, as
laminas foram submersas por dez minutos em tampao FA (Fluorescent Antibody buffer, 25 mM
Na2CO 3, 100 mM NaHCO3 e 35 mM NaCl; pH 9,0) (Ness et al, 2014), seguido de imersao
em PBS por dez minutos e secagem em estufa a 37°C.

Posteriormente, o anticorpo anti-IgG bovino conjugado com FITC (Sigma F7887), foi
diluido em PBS (1:500) e distribuido nas laminas. Apos a segunda incubacdo das ldminas em
camara umida, em estufa a 37°C por 30 minutos, as laminas foram lavadas, secas em estufa a
37°C e cobertas com laminulas, utilizando glicerina tamponada (pH 9,6) (Glicerina 90%,
NaxCOs 0,5mM, NaHCO? 0,5mM). A leitura foi realizada em microscopio (EVOS) (APQ-
01203-23), com aumento de 400x. Considerados resultados positivos aqueles em que
fluorescéncia (verde) em toda a periferia das tripomastigotas em pelo menos 50% do campo,

enquanto nos negativos os parasitos eram visiveis, mas sem fluorescéncia.

4.11 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados e organizados em graficos através dos softwares
R e GraphPad Prism.

O critério de separagdo dos animais em grupos homogéneos ocorreu com base no peso
dos animais, utilizando andlise de varidncia (ANOVA) e teste de compara¢ao multipla de Tukey

Os parametros clinicos, hematologicos e bioquimicos foram analisados no periodo de
imunizacao (D0, D21 e D42) e desafio (D72, D84, D91, D98, D112, D126 e D147) pelo teste
paramétrico de analise de varidncia (ANOVA) e teste de comparagdo multipla post hoc de
Tukey. Letras distintas foram atribuidas aos tempos com diferencas significativas, enquanto
tempos sem diferengas receberam letras iguais. As andlises foram conduzidas no software R (R
Core Team, 2025).

Para a andlise da parasitemia, considerando que os dados ndo apresentaram

distribuicao normal (ndo paramétricos) e a presenga de superdispersao associada aos dias em
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que os animais ndo apresentavam parasitos, foi utilizado um modelo linear generalizado misto
com distribui¢do binomial negativa com inflacdo de zeros (ZINB — Zero-Inflated Negative
Binomial) para avaliar a parasitemia ao longo do tempo dentro de cada grupo experimental. As
comparagdes entre os grupos foram realizadas a partir das médias marginais estimadas

(Estimated Marginal Means — EMMs), considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

S RESULTADOS

5.1 Imunizacao

Em relacdo a inspecao do local onde foi feita a aplicagao das vacinas nos bovinos, nao
foram observadas alteracdes cutaneas, como edema, eritema, formacao de nddulos, abscessos,
feridas, ou a presenca de dor em nenhum dos animais.

Durante o periodo de imunizagao, a frequéncia cardiaca (FC) dos animais dos grupos
experimentais manteve-se dentro dos parametros de referéncia, exceto no grupo GC no D0, em
que foi observado aumento (82,67+£27,20) (Tabela 2). As frequéncias respiratorias (FR) no DO
também estavam acima dos valores de referéncia nos grupos GC (31,33£3,01), GI-I
(35,33+13,95) e GI-11 (31,33+6,88) (Tabela 2). Nao foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) nas médias de FC e FR entre os dias de imuniza¢do, nem entre os grupos (Tabela 2).

O escore de condi¢do corporal (ECC) de todos os grupos no DO estava entre 3,50 a
4,00 e reduziu até o D42, sendo significativo (p<0,05) nos grupos GC (2,75+0,27) e GI-II
(2,92+0,20). Nao se observou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos (Tabela 2).

As medicdes da temperatura retal (TR) foram significativamente (p<0,05) mais altas
nos grupos GC (37,92 + 1,31), GI-1 (38,17 £ 1,16) e GI-II (38,23 £ 1,16) no DO em relagdo ao
D21 (Tabela 2). No grupo GI-I, a média da TR estava acima dos parametros de referéncia D42
(39,52+0,79). Nao se observou diferenca significativa (p>0,05) entre grupos (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), temperatura retal (TR) e escore de condigdo
corporal (ECC) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II)
durante o periodo de imunizagdo (D0, D21 e D42). Os dados estdo expressos em média + desvio padrio e
analisados estatisticamente entre grupos e entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia (p<0,05).

DO D21 D42 Valor de referéncia ¥

FC

GC 82,67 £ 27,214 60,67 + 5,894 67,33 + 3,014

GA 72,67 + 10,56 66,67 + 9,694 70,00 + 2,194 40— 80 (bpmm)
GI-I 73,67 + 19,614 66,67 + 3,274 64,67 + 10,864 P
GI-II 66,00 + 8,2942 65,33 + 8,264 65,33 + 5,474

FR

GC 31,33 + 3,024 28,00 + 4,384 28,00 + 5,664

GA 25,33 + 5,47 26,67 + 4,84 25,50 + 3,214 10 - 30 (rpm)
GI-I 35,33 + 13,954 32,00 + 8,004 27,33 + 5,324
GI-TI 31,33 + 6,894 28,67 + 1,634 26,67 + 4,844
ECC

GC 3,50 + 0,714 2,92 + 0,388 2,75+ 0,278

GA 4,00 £ 0,004 3,08 + 0,204 3,08 + 0,494

GI-I 4,00 £ 0,004 3,00 + 0,448 3,00 £ 0,204 3-4
GI-II 3,50 + 0,584 3,17+ 0,41482 2,92 + 0,208

TR

GC 37,92+ 1,314 36,10 + 0,265 38,92 + 1,504

GA 37,15 + 0,86 36,15+ 0,174 38,90 + 0,9882

GI-I 38,17+ 1,164 36,32+ 0,718 39,52 + 0,79C2 38 -39,5 (°C)
GI-TI 38,23+ 1,16% 36,08 + 0,358 38,58 + 0,764

Letras maiusculas distintas indicam diferenga significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, ¢
letras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental,
conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

(M Radostits et al. (2007); Edmonson et al. (1989).

Fonte: Autora, 2025.

Durante o periodo de imunizacao, ndo foram observadas formas tripomastigotas de 7.
vivax nos grupos experimentais.

O perfil eritrocitario (hemécias, hemoglobina e hematdcrito) dos animais dos grupos
experimentais GA, GI-I e GI-1I se manteve dentro dos valores de referéncia (Tabela 3). Porém
a contagem de hemacias do GC estava abaixo do valor de referéncia nos dias DO (6,15+0,47) e
D42 (6,48+0,99), mas sem diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais
(Tabela 3). Também nao se observou sinal clinico de anemia nos animais, todos permaneceram
higidos durante todo o periodo de imunizacao (Tabela 3).

Em relagdo ao perfil leucocitario durante a imunizagao, notou-se leucocitose em todos
os grupos experimentais no DO (GC: 12566,67+3052,65; GA: 13100+£2666,83; GI-I:
12833,33+3559,03; GI-II: 16250+2050,12) ¢ no D21 (GC: 12683,33+3099,30, GI-I:
12233,33+£2268,63 e GI-II: 15833,334+2897,36) (Tabela 3). Normalidade leucocitdria dos
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animais dos grupos experimentais somente foi notada no D42, sendo observada reducdo
significativa no GI-II (p<0,05) (Tabela 3).

Neutrofilia foi observada nos grupos GC (4031,5+2241,37) e GI-II (5023,5+ 1235,98)
no D0. No D21, esta condi¢ao permaneceu em ambos os grupos sendo também observada no
GA (4698,33+£1070,22) (Tabela 3).

Nos grupos GA (8219+2268,36), GI-1 (8284,83+2870,60) e GI-II (8275,5+2708,04),
linfocitose foi observada no DO e permaneceu nos grupos GI-1 (D21: 8285,83+2349,10; D42:
7781,83+2091,33) e GI-II (D21: 8677,83£1616,90; D42: 7757,66+£1148,67) nos D21 ¢ D42
(Tabela 3).

Em relacdo aos monocitos, ndo se notou alteragdo em relagdo aos valores descritos na

literatura durante a imunizagdo, porém elevagdo significativa (p<0,05) foi observada no GI-I

(809,5+ 150,28) no D42 (Tabela 3).
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Tabela 3. Contagem de hemacias (He), dosagem de hemoglobina (Hg), percentual de hematocrito (Ht), contagem
leucocitos totais (leuc), neutrofilos (neut), linfocitos (linf) € monocitos (mon) dos bovinos dos grupos controle
(GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo de imunizacdo (D0, D21 e
D42). Os valores estdo expressos em média = desvio padrdo e analisados estatisticamente entre grupos e entre dias
experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

DO D21 D42 Valorde
referéncia (V
He
GC 6.15 £ 0,474 6.92 + 0,8988 6.48 + (0,994Ba
GA 6.85 40,6242 6.72 +£ 0,814 6.93+0,4142 6,63 - 8,81
GI-I 6.88 + 0,561 7.22 40,474 7.19 40,5342 (x106/mm?).
GI-II 6.64 + 0,294 6.95+0,31 A 6.97 + 0,604
Hg
GC 9.47+0,904 10.6:£0,8942 9.97+0,9942
GA 9.87+0,744 10.77+1,054Ba 11.08+1,1982
GLI 10,171,014 10.42£0,6348a 11.3520.998 8,69 -12,29 (g/dD)
GI-II 9.95+0,384a 10.57+0,43Ba 11.43+0,69¢2
Ht
GC 27.9242 3942 31.87+4,38Ba 29.25+3,78ABa
GA 29,7242 5748 31,48+2 23ABa 33,93+3,86B2 2%-38 (%)
GI-I 29.93+3,1042 31,07+2,214Ba 33,7542,7982 °
GI-II 28,70+1,3742 30,5240,774 33,65+2,32B2
Leuc
GC 12566,67+£3052,654  12683,33+3099,304%  10300+2771,284a
GA 13100£2666,834 11276,67+3474,834  10350+2660,6442 4000 -12000
GI-1 12833,33+3559,034  12233,33+2268,634  11950+2320,9942 (/mm?)
GI-II 16250+£2050,1242 15833,33+2897,36%  11283,33+1146,1582
Neut
GC 4031,5+2241,374% 4223,67+1418,69%  2609,17+520,66"
GA 3455,33+1101,24Ba 4698,33+1070,2242 2501+440,8952 600 — 4000
GI-1I 3188+1995,894 3347,5+757,24% 3034,33+1308,9342 (/mm?)
GI-II 5023,5+ 1235,984Ba 5360,17+2086,74%  2700,67+989,4482
Linf
GC 7002,5+2375,86" 7227,542150,04%  6699,33+2235,2844
GA 8219+2268,36A% 6131,16+3167,824 6896+2774,834 2500-7500 ()
GI-1I 8284,83+2870,604 8285,83+2349,104  7781,83+2091,3342
GI-lI 8275,5+2708,044 8677,83+£1616,904  7757,66+1148,674
Mon
GC 341+168,214a 271,66+176,0742 355,83+211,164°
GA 268,33+131,3844 289,5+230,2042 458,5+122,974 25— 840 (fmm?)
GI-I 317,33+ 96,564 191,164+96,2042 809,5+ 150,28Bb
GI-TI 540,16+ 448,038 391+178,23%a 482+ 241,914

Letras maiusculas distintas indicam diferenga significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, e
letras minusculas distintas indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental,
conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

™ Radostits et al. (2007); Edmonson et al. (1989).

Fonte: Autora, 2025.

Analisando o perfil hepato-biliar notou-se que os valores séricos de ALT dos animais
dos grupos GA (51,83+10,18) e GI-II (55,16+15,61), apresentaram-se significativamente
superiores (p<0,005) no D42 (Tabela 4). Diferenca significativa entre os grupos experimentais

nao foi observada (Tabela 4).
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As dosagens de AST dos grupos GC, GA e GI-I permaneceram dentro dos valores de
referéncia (Tabela 4). No grupo GI-II observou-se redu¢ao significativa (77,33+7,76) no D21
(p<0,05) (Tabela 4).

As dosagens de CK estavam dentro dos valores de referéncia durante todo o periodo
de imunizagao (Tabela 4)

Observou-se que as médias de proteina total (PT) estavam abaixo dos valores de
referéncia nos grupos GA (5,93+1,08) e GI-I (6,16%1,18) no DO, e nos grupos GA (6,35+0,48),
GI-I (6,13+0,42) e GI-II (6,47+0,46) no D21 (Tabela 4). No D42, as médias de PT estiveram
acima dos parametros de referéncia nos grupos GI-I (7,49+0,33) e GI-II (7,76+0,33), sendo
significativamente maiores (p<0,05) no GI-II em relagdo ao GC (7,14+0,31) (Tabela 4).

As médias de albumina estavam abaixo dos valores de referéncia nos DO (GC:
2,80+£0,50; GA: 2,34+0,36; GI-I: 2,40+0,50; GI-II: 2,78+0,33) e D21 (GC: 2,70+0,29; GA:
2,65+0,25; GI-I: 2,54+0,26; GI-II: 2,57+0,26) em todos os grupos experimentais, € aumentaram
significativamente no D42 nos grupos GA (3,17+0,11), GI-I (3,21+0,18) e GI-II (3,32+0,23)
(Tabela 4). A média do grupo GC (2,91+0,34) permaneceu abaixo dos valores de referéncia no
D42 e foi significativamente menor a do GI-1I (Tabela 4).

O grupo GI-II apresentou globulina acima dos valores de referéncia durante todo o
periodo de imunizacao (Tabela 4). No D21, o GC também apresentou resultado acima do valor
de referéncia e no D42, em todos os grupos a globulina estava aumentada (Tabela 4).

No periodo da imunizagdo, as dosagens de bilirrubina total (BT) e bilirrubina indireta
(BI) se mantiveram dentro dos valores de referéncia em todos os grupos (Tabela 5). A dosagem
de bilirrubina direta (BD) foi abaixo dos valores de referéncia nos grupos GC, GA, GI-I e GI-

IT em todos os momentos da imunizagdo (Tabela 5).
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Tabela 4. Dosagem de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), proteinas totais (PT), albumina (Alb) e globulina (Glob) dos
bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo
de imunizacdo (DO, D21 e D42). Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo e analisados
estatisticamente entre grupos e entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia

(p<0,05).

DO D21 D42 Valores de referéncia®V

ALT

GC 4530 + 11,204 40,33 + 8,044 43,16 + 4,534

GA 38,33 + 540 46 + 7,645 51,83 + 10,188 10 -50 (U/L)
GI-I 4133 + 11,484 37,66 + 5,54 45,66 + 6,084

GI-II 49,16 +7,83ABa 43 £ 10,584 55,16 + 15,615

AST

GC 93,50 + 16,4072 85,00 + 8,274 86,00 £ 18,3242

GA 78,5 + 10,0942 82,66 + 10,464 104,00 + 22,088 78-132 (U/L)
GI-I 85,5 + 23,1672 85,33 + 21,2442 100,00 = 11,064

GI-II 96,33 + 7,174 77,33 + 7,765 100,00 + 9,274
GGT

GC 16,20 + 6,804 19,66 = 3,884 18,16 + 3,544

GA 11,00 + 2,094 1433 + 2,588 16,00 = 1,095 10 - 35 (U/L)
GI-I 10,66 + 5,204 14,5 + 3,27ABb 18.66 = 4,685

GI-II 12,83 £ 3314 15,66 + 2,34ABsb 16,50 + 3,785

FA

GC 242,70 + 44,50 186,33 + 37,818 180,00 = 51,09

GA 238,33 + 79,124 225,66+ 67,868 196,66 + 49,185 0-488(U/L)
GI-I 213.66 + 57,284 205,66 + 25,074 188.33 + 40,2842

G-Il 250,74 + 155,634 223,66 + 57,024 2225 + 65,78A

CK

GC 47,33+11,9942 38,839,022 41,66+16,3142

GA 51,83+27,524 49,00+15,0942 3433144742 04 (UIL
GI-I 49,00+16,214 42,66+14,547 54,33+72,9242 (UL)
GI-II 51420,6342 42,838,564 53128164

PT

GC 7,501,182 6,92+0,68A 7,140,314

GA 5,931,080 6,35+0,48A 7,350,28Bab

GII 6,161,187 6,130,424 7,490,335 6,74-7,46 (g/dL)
GI-II 7,260,594 6,47+0,465 7,76+0,33

Alb

GC 2,800,504 2,700,294 2,910,344

GA 2,34+0,36M 2,65+0,25M 3,17+0,11Bsb

GI-I 2,400,504 2,540,267 3,210,188 3,0-3,5 (g/dL)
GI-II 2,78+0,33% 2.57+0,265 3,32+0,23
Glob

GC 3,740,697 4.20+0.564 4204025

GA 3.60£0.74A 3.70+£0.30A 4.18+0.32

GI-I 3.74+0.697B2 3.59+0.224 4.28+0.208= 3,0-3.8 (g/dL)
GI-II 4.48+0.39%2 3.90-£0 424 4,440,325

Meédias + desvios padrao seguidas por letras maitisculas distintas na linha indicam diferenga significativa entre os
dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras minusculas distintas na coluna indicam diferenca
significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas
ndo diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

(D Radostits et al (2007).

Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 5. Dosagem de bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e bilirrubina indireta (BI) dos bovinos dos
grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo de imunizagéo
(D0, D21 e D42). Os valores estdo expressos em média = desvio padrio e analisados estatisticamente entre grupos

e entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

DO D21 D42 Valores de referéncia®V

BT

GC 0,120,064 0,120,042 0,090,042

GA 0,100,064 0,090,024 0,090,034

GI-I 0,120,064 0,100,042 0,120,044 0,01-0,5 (mg/dL)
GI-II 0,090,042 0,110,042 0,070,034

BD

GC 0,02+0,0142 0,020,004 0,030,014

GA 0,010,014 0,020,014 0,030,008

GI-I 0,010,012 0,020,014 0,030,012 0,04-0,44 (mg/dL)
GI-II 0,010,012 0,020,014 0,020,012

BI

GC 0,100,032 0,100,044 0,060,038

GA 0,09+0,062 0,070,024 0,060,032

GI-I 0,110,062 0,070,054 0,090,034 0,0-0,30 (mg/dL)
GI-II 0,070,042 0,090,042 0,050,443

Meédias + desvio padrdo seguidas por letras maiusculas distintas na linha indicam diferenga significativa entre os
dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras mintsculas distintas na coluna indicam diferencga
significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas
ndo diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

(D' Radostits et al (2007).

Fonte: Autora, 2025.

As dosagens de creatinina estavam dentro dos valores de referéncia em todos os grupos
durante a imunizagdo (Tabela 6). As médias de ureia estavam abaixo dos valores de referéncia
nos grupos GA (8,83+1,60) e GI-I (9,00+3,03) no DO e aumentaram significativamente
(p<0,05) no D42 (GA: 13,50+1,87; GI-I: 13,33+3,01) (Tabela 6).

As médias de glicemia de todos os grupos se mantiveram dentro dos parametros de

referéncia (Tabela 6).
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Tabela 6. Dosagem de creatinina (Creat), ureia e glicose dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA),
imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo de imunizagdo (DO, D21 e D42). Os valores estdo
expressos em média + desvio padrdo e foram analisados estatisticamente entre grupos e entre dias experimentais
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Do D21 D42 referineia®”
Creat
GC 1,5040,2042 1,6240,3642 1,66+0,3242
GA 1,2040,2442 1,50+0,1682 1,82+0,18¢ 1-2 (mg/dL)
GI-1 1,23+0,384 1,460,184 1,840,208
GI-II 1,550,144 1,550,164 1,79+0,18 B2
Ureia
GC 12,5043,7048 13,30+5,842 14,67+4,5942
GA 8,83+1,6042 9,80+2,7042 13,50+1,87 B2 10-25 (mg/dL)
GI-I 9,00+3,0342 9,70+1,4042 13,33+£3,01B2
GI-II 11,50+3,454B2 10.30+1,8042 14,67+3,33B2
Glicose
GC 63,80+7,094B2 56,33+6,6242 69,33+5,828B2
GA 52,66+9,1142 52,20+8,9342 68,67+2,8082
GLI 54,5+7,09A0 54,836,014 68,8314 408 4575
GI-TI 61,5+7,3142 49,33+4,0852 66,67+3,7242

Médias =+ desvios padrdo seguidas por letras maiusculas distintas na linha indicam diferenca significativa entre os
dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras mintsculas distintas na coluna indicam diferenga
significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas
ndo diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

(M Radostits et al (2007).

Fonte: Autora, 2025.

Nao foram detectados anticorpos IgG anti-7. vivax pela técnica de imunofluorescéncia

indireta nos grupos experimentais durante esse periodo.

5.2 Desafio

Formas tripomastigotas de 7" vivax (médiat+dp) foram detectadas nos esfregagos (Buffy
Coat) a partir do 8° dpi (D80), com pico de parasitemia no 12° dpi (D84) nos grupos GC
(109,83+116,50 ) e GA (213,83+49,62), e no 13° dpi (D85) no GI-I (153,67+133,92) e GI-II
(173,50+117,63) (Figura 5). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa (p<0,05) entre
os grupos durante o pico de parasitemia (Tabela 7). Tripomastigotas foram observadas nos
Grupos GA e GI-IT até¢ 0 D112 e nos GC e GI-I até 0 D126 (Figura 5). No D147 nenhum animal

apresentou tripomastigotas circulantes (Figura 5).
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Tabela 7. Parasitemia dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II
(GI-II) durante o periodo de imunizagdo (DO, 21 ¢ D42) e desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91,
D98, D112, D126 e D147). Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo e analisados estatisticamente
entre grupos e entre dias experimentais.

GC GA GI-I GI-II

DO 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D21 0,000,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D42 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D72 0,000,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D73 0,000,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D74 0,000,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D75 0,17+0,414B 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D76 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D77 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D78 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D79 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
D80 1,00+1,5548a 0,330,824 0,83+1,334a 1,33+1,514
D81 2,002,458 0,67+1,034 4,33+4,68ABCa 3,67+5,244Ba
D82 20,17+11,44¢Pa 12,176,248 24,83+19,85CDEx 29,50+17,76D
D83 50,50-+:48,54DExa 21,00+8,81B¢a 28,33+16,87Pk 48,33+35,16DEra
D84 109,83+116,50 213,83+49,62F 101,504105,30EFa 135,504+111,24FF
D85 60,83+31,52PEFa 100,33+69,98PE= 153,67+133,92F2 173,50+117,63%
D86 79,83+46,28EF 48,33+29,23CPa 64,00+40,92EF 61,50+37,68PEFa
D87 103,33+87,70F 42,50422,02BCDa 55,33+72,84FFa 61,17+60,44PEFa
D88 23,00+14,09CP: 56,33+43,02CP: 36,00+21,78F= 19,50:£17,35BCPa
D89 7,3311,13BCab 30,17+11,13B¢De 5,33+5,28ABCDa 18,67+19,05BCDbe
D90 19,504+21,12€Ds 18,83+19,698Ca 18,50-:24,42BCDE 34,17+25,07CPEa
D91 17,50+16,53CPEa 39,50-+37,61BCDa 35,67+16,665 19,33429,41BCDa
D98 6,17+6,318Ct 1,00+1,6742 4,50+3,73ABCab 6,17+8,73ABCo
D112 1,50+3,67AB 0,832,044 3,67+8,98ABb 0,17+0,414
D126 0,33+0,524 0,000,007 0,50+0,844 0,00+0,00°
D147 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Meédias + desvios padrao seguidas por letras maitsculas distintas na coluna indicam diferenga significativa entre
os dias experimentais dentro de cada grupo pelo modelo ZINB, enquanto letras mintsculas distintas na linha
indicam diferenga significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental pelo EMMs. Médias seguidas por
letras iguais em linhas ¢ colunas ndo diferem entre si, conforme pelo teste Mann-Whitney ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05).

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 5. Média da parasitemia por 7. vivax avaliada pelo método de Buffy coat (parasitas em 10 campos de
microscopia Optica) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II
(GI-II) ao longo dos dias experimentais (D0, D21, D42, D72, D73, D74, D75, D76, D77, D78, D79, D80, D81,
D82, D83, D84, D85, D86, D87, D88, D89, D90, D91, D98, D112, D126 e D147). O eixo vertical representa a
média da parasitemia e o eixo horizontal, os dias de avaliacao durante o experimento.

Fonte: Autora, 2025.

No periodo pés desafio, foi observado aumento da FC no GA no D98 (88,00+11,59) e
D112 (84,67+21,52), porém nado foi observada diferenca significativa (p<0,05) (Figura 6A;
Tabela 8). Durante o pos-desafio, as FR de todos os grupos se mantiveram dentro dos valores
de referéncia (Figura 6B).

O ECC manteve-se entre 2 e 3 em todos os grupos, com reducao significativa (p<0,05)
observada no grupo GI-I (2,25+0,42) no D98 (Figura 6C; Tabela 8).

No D84, a TR dos grupos GA (40,90 £ 1,25), GI-1 (40,93 + 1,58) e GI-II (40,60 £ 0,85)
estava acima dos valores de referéncia e foi significativamente superior (p<0,05) ao GC

(38,20+1,05) (Figura 6D; Tabela 8).
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Tabela 8. Frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), temperatura retal (TR) e escore de condi¢do corporal (ECC) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante
(GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91, D98, D112, D126 e D147). Os valores estdo expressos em média
+ desvio padrdo e analisados estatisticamente entre grupos ¢ entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

D72

D84

D91

D98

D112

D126

D147

Valor de
referéncia (V

FC
GC
GA
GI-I
GI-II
FR
GC
GA
GI-I
GI-II
ECC
GC
GA
GI-I
GI-II
TR
GC
GA
GI-I
GI-II

64,00 £+ 10,1242
66,00 £ 11,8042
74,00 £ 14,0342
70,67 £ 10,33ABa

26,00 + 4,9043
24,00 +2,5348
25,33 +£ 6,024
23,33 +3,9348

2,58 £0,204
2,58 £ 0,204
2,83 £0,414
2,75+ 0,274

39,57 +£ 1,634
39,55 +2,024B2
38,00 + 1,054
37,80 + 0,8142

77,33 £ 16,5248
76,00 £ 11,3142
78,67 £ 17,8342
67,33 £ 9,934B2

24,00 + 3,58%3
20,00 +2,5343
24,00 + 4,3843
24,00 + 3,58%3

2,50 £ 0,454
2,58 £ 0,204
2,50 £ 0,454B2
2,58 £ 0,204

38,20 £1,0548B¢a
40,90 + 1,254°
40,93 + 1,588
40,60 + 0,855°

79,33 £ 14,844B2
76,00 + 4,2042
78,33 £ 13,2948
78,00 £ 6,5742

24,00 + 4,3843
20,67 + 3,014
26,67 + 3,274
24,00 + 4,3843

2,42 £0,38%
2,50 £ 0,004
2,58 £0,204Ba
2,58 0,384

38,80 + 1,314B2
38,20 + 0,83B¢a
38,70 £ 11,7142
37,30 £ 0,8142

72,00 £ 15,394B2
88,00 £ 11,5942
78,00 £ 10,6642
69,33 £ 12,044B2

22,67 + 4,844
20,67 + 3,014
22,67 + 3,274
26,00 + 2,194

2,25+ 0,424
2,42 + 0,207
2,25+ 0,428
2,67 + 0,267

37,60 + 0,81BC@
37,40 + 1,118Ca
37,50 + 0,304
37,90 + 0,584

66,67 £ 13,314B2
84,67 £ 21,5342
62,00 £ 14,9142
67,33 £ 8,164B2

22,00 + 3,35%8
23,33 +4,68%8
24,67 £ 1,634
23,33 +£3,01%8

2,42 + 0,204
2,50 + 0,004
2,33+ 0,264
2,42 + 0,204

36,90 £ 0,70¢
36,80+ 0,61
37,20 + 0,304
37,00 + 0,582

64,00 + 20,084B2
76,67 + 25,2244
60,00 + 10,7342

59,67 + 6,74B2

24,00 +2,5343
22,67 £2,0748
23,33 +£3,0148
26,67 + 5,474

2,50 £0,3248
2,50 £ 0,004
2,67 £0,52A8a
2,58 £ 0,584

36,87 £ 0,70
36,77+ 0,61
37,18 £ 0,994
36,95+ 1,394

59,33 + 14,6282
67,33 £ 10,254
61,67 +£9,9942
60,00 + 9,478

23,33 +£3,0148
24,00 + 3,5848
24,67 +£3,0148
28,00 + 3,5848

2,42 40,384
2,67 + 0,264
2,67 + 0,26
2,67 + 0,262

38,07 + 0,754BC2
38,40 + 1,465¢
38,90 & 1,084B2
38,23 +£ 0,974

40 - 80
(bpm)

10 — 30 (rpm)

38-39,5
(T°C)

Meédias + desvio padriao seguidas por letras maiusculas distintas na linha indicam diferenca significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenc¢a significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas nao
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
(M Radostits et al. (2007); Edmonson et al. (1989)
Fonte: Autora, 2025.
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Figura 6. Parametros clinicos dos bovinos expressos em média da frequéncia cardiaca (A), frequéncia respiratoria
(b), escore de condigdo corporal (C) e temperatura retal (D) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante
(GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) nos dias experimentais (D0, D21, D42, D72, D84, D91, D98,
D112, D126 e D147).

*As aréas dos graficos em cinza representam os intervalos de referéncia segundo Radostits et al. (2007).
Fonte: Autora, 2025.

Em relacdo ao perfil hematologico, nos D84, D91 e D98, notou-se redugdo significativa
(p<0,05) de He (Hemadcia), Hg (Hemoglobina) e Ht (hematocrito) em todos os grupos
experimentais (Tabela 9).

Foi observada anemia no D84 apenas nos grupos GC (He: 5.32 £ 0,57; Hg: 8.37+0,57;
Ht: 24.743,14) e GA (He: 5.84+0,55; Hg: 8.68+0,68; Ht: 25,67+1,82) (Figura 7A, B ¢ C). No
D91, foi observada anemia em todos os grupos, sendo que nos grupos GC e GA a média das
hemécias (GC: 5.39+0,59; GA: 5.53+0,60), hemoglobina (GC: 8.23+0,59; GA: 8.25+0,91) e
hematocrito (GC: 24.35+3,65; GA: 24,88+1,72) estavam abaixo dos valores de referéncia e no
GI-I e GI-II apenas hemacias (GI-I: 5.81+0,50; GI-II: 5.93+0,66) e hematocrito (GI-I:
25,98+2,11; GI-II: 25,70+2,82) apresentaram valores inferiores aos parametros de referéncia.
Nao se observou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 9).

No D98 todos os grupos apresentaram meédia de hemacias abaixo dos valores de
referéncia e nenhum grupo apresentou anemia (Figura 7A, B e C). No D112, os grupos GI-1 e

GI-II apresentaram médias de hemacias (GI-I: 6.77+0,61; GI-II: 6.71+0,74), hemoglobina (GI-
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I: 10.42+0,80; GI-II: 10.28+0,92) e hematocrito (GI-I: 30,08+2,52; GI-II: 30,57+3,32)
significativamente superior (p<0,05) as médias do D91. No D147, o grupo GA voltou
apresentar anemia (He: 6,00+0,40; Ht: 25,30+2,90) (Tabela 9).

Nao foi observada nenhuma diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos em relagao
ao perfil eritrocitario apds o desafio experimental (Tabela 9).

No periodo pos-desafio, observou-se reducgdo significativa (p<0,05) de leucdcitos
totais no D84 (GC: 5316,67£1165,19; GA: 4616,67+1304,48; GI-I: 6250+1321,74; GI-II:
6583,33+1766,82) em relacdo ao D72 (GC: 9783,33+2190,36; GA: 9550+2663,64; GI-I:
9666,67+1860,82; GI-II: 11883,33+£1544,56) em todos os grupos (Tabela 10).

O GI-II apresentou leucocitose nos dias D112 (14200+£3200,00), 126
(14200,00+£3200,00) e D148 (12083,30+£2230,20), e nos dias D112 e D126 as médias foram
significativamente superiores as dos grupos GC (D112: 9616,67+1655,80; DI126:
9616,70+1655,80) ¢ GA (D112: 8683,33£1479,75; D126: 8683,30+1479,80) (Figura7D;
Tabela 10).

No D84, o GC (1609,33+367,98) apresentou reducdo significativa (p<0,05) de
neutrofilos, e os grupos GA (2729,16+1263,66), GI-I (3556,5+999,79) e GI-II (4054+979,28)
apresentaram reducao significativa (p<0,05) de linfécitos (Figura 7E e F; Tabela 10).

Durante o desafio, neutrofilia foi notada no GI-II nos momentos D72
(4323,83£1597,09), D98 (4199,83+£3220,08), DI112 (5975,67£2660,23) e D126
(5975,70+£2660,20) (Figura 7E).

No D91, médias significativamente (p<0,05) superiores de contagem de mondocitos foi
observada nos grupos GI-I (472,33+370,18) e GI-I1 (561,8+119,11) em relacao aos grupos GC
(132+75,98) e GA (197,8+150,93) (Tabela 10).
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Tabela 9. Contagem de hemacias (He), dosagem de hemoglobina (Hg) e percentual de hematdcrito (Ht) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I
(GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91, D98, D112, D126 e D147). Os valores estdo expressos em média + desvio padrao e
analisados estatisticamente entre grupos e entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Grupo D72 D84 D91 D98 D112 D126 D147 Valorde |
referéncia

He

GC 7.15 + 0,754 5.32+ 0,578 5.39 + 0,598 5.98 + 0,865 6.05 + 0,698 5,80 + 0,488 5,70 + 0,728

GA 7.61 + 0,574 5.84 + 0,558 5.53 0,603 5.74 + 0,658 6.13 + 0,328 6,30 + 0,408 6,00 + 0,408 6,63 -8,81
GI-1 7.59 £ 0,294 6.21 £ 0,72BCa 5.81 £ 0,508 6.44 + 0,33BCa 6.77 £ 0,61AC 6,30 £ 0,608 6,10 + 0,608 (x106/mm?)
GI-II 7.74 £ 0,455 6.13 £ 0,498Ca 5.93 £ 0,668 6.07 + 0,82BCa 6.71 £ 0,74C2 6,60 £ 0,80B% 6,50 + 0,80BC2

Hg

GC 10.2740,75% 8.37+0,5782 8.2340,5982 9.17+0,867B2 9.32+0,69ABa 9,10 + 0,934B: 8,80+ 1,158

GA 11.12+0,534 8.68+0,68BC 8.25+0,9182 9.00+0,985¢a 9.15+0,875¢a 9,50 + 0,50C 8,70 + 1,00BCa

GI-1 11.3241,00% 9.32+1,03B2 8.85+0,71B¢ 9.38+0,59BCz 10.42+0,80A¢a 9,50 + 0,508 9504 0,908Ca 8,69 - 12,29 (g/dI)
GI-II 11.42+0,974 9.25+0,728Ca 8.98+1,0182 9.3741,095¢a 10.28+0,92¢¢ 9,90 + 1,008C2 9,60 + 0,90BCa

Ht

GC 31.1743,76% 24.7+3,1488 24.35+3 658 27.00+ 4,188 27.48+4 (09ABa 26,60 2,408 26,30 + 3,458

GA 33,57+2,164 25,67+1,8282 24,88+1,728 26,92+3,1982 27,42+ 2,618 27,60+ 1,608 25,30+ 2,908 26— 38 (%)
GI-1 32,9342,7240 27,75+3,508Ca 2598421182 28,13+2,158Ca 30,0842,524C2 2830 +£2,108% 27,40 + 2,40BC °
GI-II 34,00+3,0342 27,10+2,605 25,70+2,8282 26,47+3 278 30,57+3,32C 28,70 + 2,808 27,60 + 3,00BC2

Meédias + desvios padrao seguidas por letras maitsculas distintas na linha indicam diferenca significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas néo
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
(M Radostits et al (2007).
Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 10. Contagem leucdcitos totais (leuc), neutrdfilos (neut), linfocitos (linf) e monoéceitos (mon) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I)
¢ imunizado II (GI-II) durante o desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91, D98, D112, D126 ¢ D147). Os valores estdo expressos em média = desvio padrio e
analisados estatisticamente entre grupos e entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

D72

D84

DI1

D98

D112

D126

D147

Valor de
referéncia®)

Leuc
GC
GA
GI-I
GI-II
Neut
GC
GA
GI-1
GI-II
Linf
GC
GA
GI-I
GI-II
Mon
GC
GA
GI-1
GI-II

9783,33+£2190,3642
9550+2663,64"82
9666,67+:1860,824B2
11883,33+1544,56AB2

3594,5+£1477,654
3285,33+1313,5240

2785,5+ 923,672
4323,83+ 1597,094B

5085+1313,9248a
5734,66+2129,324a
6505,83+2207,8848
6659,83+1382,314Ba

290,66+202,7142
196+169,4948a
182+ 94,0342
353,83+ 160,044Ba

5316,67+1165,1982

4616,67+1304,48
6250+1321,74%

6583,33+1766,82¢2

1609,33+367,98B2
1600,5:411,7443
2429,67+1618,814B2
1945+807,954a

3302,33+1019,9642
2729,16+1263,665
3556,5+£999,7982
4054+979,28%

153£108,2842

104,5+82,3042
151,33+ 147,494a
215,33+119,3242

6516,67+1396,308¢

6116,67+1151,38P2

8166,67+3026,334C2
8780+2004,25¢Pa

1658,83+771,334Ba
1738,5+507,264ABa
1671,17+ 835,20A82
2145,8+1076,814%

4446,5+£1579,944B2

4022,16+1061,218¢

5823,16+2041,4548
5616+£969,194¢C2

132+75,984
197,8150,93ABab
472,33+ 370,18Abe
561,8+119,11B¢

8066,67+1862,97A¢
7850+1327,78E2
9650+3194,844B2

10366,67+3962,154P2

2876,5+£1161,9948a

2501,83+508,778¢
3220,17+ 1729,46AB2
4199,83+3220,08484

3639,33+2111,454B2
4588,66+1596,65A¢4
5962,66+2342,0848
5553,83£1687,024¢2

371,4+348 354
503,33+ 125,498
301,5+148,5240
326,834241,27A8

9616,67+1655,804¢

8683,33+1479,754¢

11150+2684,59AB
1420043200,008°

3129,17+1227,864AB2
2813,5+876,9248Ca

3809,67+1412,99AB2
5975,67+ 2660,235b

6037£1829,9282
5024+535,67ACa
6450+2017,474
6953+1852,71ABa

232,5+131,7642
360,16+ 216,774B8
263,83+ 130,3742
459,66+176,49ABa

9616,70 + 1655,804¢

8683,30 £ 1479,804F2
11150,00 + 2684,608
14200,00 + 3200,008°

3129,20 + 1227,864B2
2813,50 + 876,90ABCa

3809,70 + 1413,00ABb
5975,70 + 2660,208

6037,00 &= 1829,9282
5024,00 + 535,70AC2
6450,00 =2017,5042
6953,00 & 1852,70AB2

232,50 & 131,76048
360,20 + 216,808z
263,80 & 130,4048
459,70 + 176,5048a

9016,70 + 1117,88AC2
10733,30 + 1934,6082
11100,00 + 2975,9082
12083,30 4 2230,204B2

3196,70 & 1004,1548a
4261,50 + 1405,60¢2
4376,80 + 2672,40B2
3554,50 £ 1522,804Ba

5224,80 =+ 940,054Ba
5937,20 £ 886,1042
7064,50 &= 2414,8042
7619,70 =2032,1082

256,70 + 77,28
298,20 + 214,508z
281,80 + 155,804
374,00 + 256,404B

4000 -12000
(/mm?>)

600 — 4000
(/mm?)

2500-7500
(/mm?>)

25 -840
(/mm?3)

Médias + desvios padrdo seguidas por letras maitisculas distintas na linha indicam diferenga significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas ndo
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

(M Radostits et al (2007).

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 7. Perfil hematologico dos bovinos expressos em média da contagem de hemacias (A), dosagem de
hemoglobina (B), percentual de hematocrito (C) e contagem de leucocitos totais (D), neutrédfilos (E), linfocitos
(F) e mondcitos (G) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II
(GI-II) nos dias experimentais (D0, D21, D42, D72, D84, D91, D98, D112, D126 e D147).

*As aréas dos graficos em cinza representam os intervalos de referéncia segundo Radostits et al. (2007).
Fonte: Autora, 2025.

No periodo pos-desafio, as dosagens de ALT apresentaram-se acima dos valores de

referéncia nos grupos GA (52,16+10,14) e GI-II (52,66+10,03) no D84 e no grupo GC
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(51£9,50) no D98 (Figura 8A). Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05) entre
0s grupos para este parametro durante o desafio (Tabela 11).

Os niveis séricos de AST foram significativamente (p<0,05) mais baixos em todos os
grupos no D91 (GC: 67,33+14,05; GA: 78,66+24,24; GI-1: 61,33+11,64; GI-II: 62,66+9,40) em
relagdo ao D84 (GC: 88,83+26,54; GA: 107,5+£25,88; GI-I: 100,33+20,52; GI-II:
103,83+25,29) (Tabela 11). Os valores permaneceram dentro dos limites de referéncia durante
o periodo de desafio (Figura 8B).

Observou-se que os niveis séricos de GGT e FA estavam dentro dos valores de
referéncia em todos os grupos durante o periodo de desafio (Figura 8C e D).

A dosagem de CK apresentaram-se dentro dos valores de referéncia durante o desafio
experimental.

Hipoproteinemia foi observada no GA (6,67+£0,49) no D84 (Figura 9A). Todos os
grupos apresentaram hipoalbuminemia a partir do D84, e as médias de albumina no D147 (GC:
2,40+0,20; GA: 2,50+0,30; GI-I: 2,30+0,20; GI-II: 2,504+0,30) foram significativamente
(p<0,05) inferiores as observadas no inicio do desafio (D72) (GC: 3,00+0,18; GA: 3,20+0,24;
GI-I: 3,10+0,22; GI-II: 3,30+0,22) (Figura 9B; Tabela 12).

As dosagens de globulina estavam acima dos valores de referéncia em todos os grupos
durante o periodo pos desafio (Figura 9D).

As dosagens de BT e BI aumentaram significativamente (p>0,05) nos grupos GC, GA
e GI-I no D84, no entanto, as médias do GC estavam acima do valor de referéncia no D84 e
DO91 e foram significativamente (p<0,05) mais altas em relagdo aos outros grupos (Figura 9C;
Tabela 13).

As médias de BD ndo se apresentaram acima dos valores de referéncia em nenhum dos

grupos durante este periodo (Figura 9E).
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Tabela 11. Dosagem de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e creatina quinase (CK)
dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91, D98, D112,
D126 e D147). Os valores estdo expressos em média + desvio padrio e analisados estatisticamente entre grupos e entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%

de significancia (p<0,05).

D72 D84 D91 D98 D112 D126 D147 Valores de referéncia®
ALT
GC  37.6645.68%B:  47.56,65C00 29,666,974 51£9,50C 39,543,5654 32,542,708 29,8+ 2 30A8
GA  44:9.69ABC: 52 16£10,14A  3516+15098DE 47,5411 .96ACs 38,546,715CDa 322460050 27,545,508
10 a 50 (U/L)
GLI  36:3794B  44.66+10,114 25,546,685 4740 3440 33,545,86AB 3324184048 285+ 18,508
GLII  445:12364  52,66£10,03%  30,16£10,878C2  49.83+8,06AD:  4133£10.324BDa 330+ 570BCDs 28§+ 730Ca
AST
GC  83.83£19,56AB: 8883426544 (73314058  81,16+10,08A5 7344 3448 89.7+£23.50 64,0+ 12,108
GA 993342316  107.5425.88A0  78.6642424C  88.83420258C  78.83422.84% 887+ 18908 753 +22.50C
GI-1  96,16£29.66°%  10033420.524%  6133+11,64%  88.16+17,06%  82.16£17.76°% 87242650 683 + 14,3002 78-132 (U/L)
GLII  924876°C+  103.8342520M  62.66£0408  86.83+11,724BC  791](0,75ABCa 98.8 £3040% 703+ 7.208Ca
GGT
GC 19,5043 724 184,348 16,1653,765C08 17,1643 31ABC 14,6643200 16,742,708 14,0+ 3,30
GA 1716523248 1766£196%  15,16+£2,5648 14,8342,044Ba 1342 368 16,74 3,0088 16,0 + 4,605 1035 (UL)
GLI  18.8343.54A 1866546378 1516437180 15,]643,825CDa 13,544,465 182+ 4.10°BD 14,7 4.60CP
GLII  17.665344% 178323824  16,0043,52A88 17,332,808 14,3343,08% 17843604 143 +3.50%
FA
GC  188.5460.79AB:  302+86,54C8 211449,54%5  303.164118,555 244, 16454.73°C 1867 + 40,70 138,04 35,508
GA  1755537.044B  306.66097.40C  223.83£5726A%: 31755108165 251457520503 173,04 48,60°B2 1485 + 41,008
0-488 (U/L)
G  162.83+32.86M  302,66+132.98%% 22433+£108,08°P%  287+103.88%  254.16+78,015C  191,5+47.80AC 1413 + 27,407
GLII  2104105,03%% 37733417820  268.66+64.04°C  373.56145.60%  301.83+107.66°C:  228.5+118.104%  149.3 + 39 408
CK
GC  63.16£2275%  3183+1307% 39334668 3433£1098% 6033435384 441652477 30,549,93A
GA  31334206M  32.8311742M 3583418167 36,5423,19M 2041133 4417423,53%  38.67+18,38M o4 UL
GLI  39.66:22,117 2848 4940 27.5412,21% 513343107 2833515474  3133416.85%  22,5040,1840

GI-II

34,67+32,2542

35,33+16,3942

32+3,6344

34,5+£10,2942

28,33+17,414

33,33+28,1742

27,33£24,4042

Médias + desvio padrdo seguidas por letras maiusculas distintas na linha indicam diferenca significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenc¢a significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas nao
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
(M Radostits et al (2007).
Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 12. Dosagem de proteinas totais (PT), albumina (Alb) e globulina (Glob) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-
IT) durante o desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91, D98, D112, D126 ¢ D147). Os valores estdo expressos em média = desvio padrio e analisados estatisticamente
entre grupos ¢ entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

PT
GC
GA
GI-1
GI-II
Alb
GC
GA
GI-1
GI-II
Glob
GC
GA
GI-I
GI-II

D72 D84 D91 D98 D112 D126 D147 r:;‘;;’;legﬁ)
7,070,204 6,820,304 7,040,504 7,20+0,23% 7,150,334 7,000,304 7,000,504
7,120,274 6,670,492 7,090,654 6,780,544 6,900,334 7,300,504 720£1,30%  6.74.7,46 (2/dL)
7,230,354 6,96+0,28%2 6,96+0,5142 7,04+0,5242 7,200,082 7,300,204 6,80+£0,70
741£0,46"  6,96:0,30%  7,42+0,53ABs  720£0,52%B*  734£0,33MB* 7,600,508 7,700,605
3,00£0,18%  2,75+0,144B  2,70+0,25% 2,72+0,128 2,66+0,165%  2,500,205¢ 2,40+0,20C
3,20£0,24%  2,83:0,20'B  2,82+028B 2,640,185 2,60+0,108 2,60+0,205 2,50+0,308
3,10+ 0,224 2,820,128 2,58+0,18C 2,59+0,17¢ 2,58+0,10C 2,60+0,10C 23080200 o0 @D
3,30+0,22% 2,92+0,14% 2,89+0,36%  2,68+0,215C  2,70+0,185C 2,60+0,10 2,50:0,30C
4.08+0.26* 4.06+0.274 4,340,324 4.46+0.21 4.50+0.20% 4,440,204 4,57+0,36"
3.93+0.26% 3.84+0.45% 4.26+0.46* 4.14+0.46 4300424 4,690,534 AT0SLO3M L L)
4.10+0.24% 4.13+0.22% 4.38+0.42% 4.44+0.42% 4.60+0.26* 4,75+0,11% 4,460,527 o
4.20+0.34 4.04£020%  453:0.324B  450:0.424%  4.63:0.44%B  500+0,5248 5,22:£0,63%

Médias + desvio padrdo seguidas por letras maiusculas distintas na linha indicam diferencga significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas ndo
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
(M Radostits et al (2007).

Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 13. Dosagem de bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e bilirrubina indireta (BI) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e
imunizado II (GI-II) durante o desafio experimental com 7. vivax (D72, D84, D91, D98, D112, D126 ¢ D147). Os valores estdo expressos em média + desvio padrio ¢ analisados

estatisticamente entre grupos ¢ entre dias experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

D72 D84 D91 D98 D112 D126 D147 rzller‘;ﬁigﬁ)

BT

GC 0,130,06% 0,54+0,24" 0,38:£0;108C 0,290,108 0,18+0,06* 0,190,044 0,16+0,06**

GA 0,07+0,0242 0,22+0,06 0,19+0,085¢2 0,18+0,048¢= 0,12+0,0448Ba 0,160,035 0,160,055

Gl-1 0,070,024 0,26+0,105 0,260,045 0,220,085 0,240,095 0,280,114 0,1820,0770  0:0120.5 (mg/dL)
GI-II 0,09+0,0442 0,24+0,104Ba 0,20+0,094Ba 0,31+0,1482 0,19+0,14ABa 0,29+0,07%° 0,210,095

BD

GC 0,03+0,00742 0,04:£0,024 0,03+0,00742 0,050,014 0,040,014 0,080,028 0,040,014

GA 0,030,014 0,04£0,01AB 0,03+0,00942 0,03£0,01ABa 0,030,024 0,060,028 0,05+0,03AB2

GI-I 0,040,008 0,040,014 0,040,012 0,0240,0142 0,030,014 0,080,035 00410020 0042034 (mg/dL)
GI-II 0,09:£0,0442 0,24+0,104B 0,200,094 0,310,144 0,190,144 0,080,028 0,05+0,024B2

BI

GC 0,1£0,06% 0,50+0,26 0,360,118 0,250,108 0,140,062 0,110,034 0,120,054

GA 0,040,024 0,170,07¢ 0,16+0,085C2 0,150,028C 0,09£0,024B  0,10+0,034B%  0,11+0,0445% 0 40,30 (mg/dL)
GLI 0,030,024 0,220,105 0,220,04B2 0,190,095 0,210,105 0,200, 1182 0,14+0,06"B
GLII 0,060,042 0,21:£0,09AB 0,18+0,09AB 0,28+0,13 0,16+0,114B2 0,220,058 0,16+0,09AB

Médias + desvio padrio seguidas por letras maitsculas distintas na linha indicam diferenca significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas ndo
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
(M Radostits et al (2007).
Fonte: Autora, 2025.
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Figura 8. Médias das dosagem de alanina aminotransferase (ALT) (A), aspartato aminotransferase (AST) (B),
gama glutamiltransferase (GGT) (C), fosfatase alcalina (FA) (D) e creatiina quinase (CK) (F) dos bovinos dos
grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo de imunizagio
(D0, D21 e D42) e desafio (D72, D91, D98, D112, D126 ¢ D147).

*As aréas dos graficos em cinza representam os intervalos de referéncia segundo Radostits et al. (2007).
Fonte: Autora, 2025.
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Figura 9. Médias das dosagens de proteinas totais (A), albumina (B), globulinas (C), bilirrubina total (D),
bilirrubina direta (E) e bilirrubina indireta (F) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado

I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo de imunizacdo (D0, D21 e D42) e desafio (D72, D91, D98, D112,
D126 ¢ D147).

*As aréas dos graficos em cinza representam os intervalos de referéncia segundo Radostits et al. (2007).
Fonte: Autora, 2025.

No D72, o GI-II apresentou média de creatinina (2,11+0,49) acima do valor de
referéncia (Figura 10A). As médias de ureia dos grupos GC (7,7+1,40), GA (7,5£1,40) e GI-I
(9,0+1,50) estavam abaixo dos valores de referéncia no D126 e nos grupos GC e GA foram
significativamente (p<0,05) menores que a média do GI-II (11,8+4,3) (Figura 10B; Tabela 14).

Foi possivel observar redugdo significativa (p<0,05) na glicemia do grupo GC
(45,83+16,03) e hipoglicemia no GA (44,5+9,54) no D84 (Figura 10C; Tabela 14). Foi
observada hipoglicemia no GC (42,00£7,00) e GI-II (41,80+6,30) no D126 (Figura 10C). Apos
esse dia, no D147 GC: 60,30+4,80; GA: 60,20+9,40; GI-I: 54,30+8,40; GI-II: 57,50+7,60) foi
observado aumento significativo (p<0,05) desse parametro em todos os grupos em relagdo ao

D126 (Tabela 14).
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Tabela 14. Dosagem de ureia e creatinina (Creat) dos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o desafio experimental
com T vivax (D72, D84, D91, D98, D112, D126 e D147). Os valores estdo expressos em média + desvio padrio e analisados estatisticamente entre grupos e entre dias
experimentais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

D72 D84 D91 D98 D112 D126 D147 Valores de
referéncia®
Creat
GC 1,75+0,18%2 1,46+0,2782 1,2140,208¢2 1,29+0,18B¢2 1,32+0,24¢2 1,70+£0,304% 1,40+0,30<*
GA 1,940,144 1,62+0,2588 1,28+0,22¢Pa 1,36+0,18BEs 1,36+0,15BEs 1,70+0,30< 1,50:£0,30PF 1-2
GI-I 1,85+0,194 1,50+0,3088 1,25+0,228¢a 1,34+0,208¢a 1,2940,204P2  1,70£0,30°P*  1,40+0,305* (mg/dL)
GI-II 2,11+0,4948 1,80+0,5588 1,34+0,10ABCa 1,40+0,198¢a 1,43+0,188¢@  1,80+0,304*  1,60+0,10%
Ureia
GC 9,33+1,0348 12,33+4,374BCa  11,1743,66"B2  18,00+4,698C2  15,004+5,58ABCa  7,7+],44 18,8+4,6%
GA 10,83+2,32BCa 12,67+3,674BC2  12,33+5,64ABCa 16 83+5 19ACa 18 00+5,224 7,541,482 17,0+2,8ACaP 10-25
GI-1 9,17+1,94B¢a 13,1743,978C  14,50+3,944BCa 20 33+5,044  18,83+6,46AB2 9,0+1,5¢4 14,8+4,0A8¢C (mg/dL)
GI-II 9,8342,994a 11,5043,784Ba  11,33+5,784B2  17,20+6,834BC2 19 67+10,98BC:  11,8+4,34B° 22,8+3,4
Glicose
GC 60,33+5,924 45,83+16,038:  64,66+6,65A% 72,542,884 69,545,004  42,00+7,00%%  60,30+4,80
GA 54,83+4,80ACs 44,5+9 544 64,5+6,53B¢% 70,83+6,118° 67,5+5,92B%  46,80+3,504%  60,20+9,40BCa
GLI 54,52, 748Ca 46,5£15,08%  64,1618,045C  67334726AC 694380 455046808 54308408 T3
GI-II 52,17+7,38BCa 48,17+13,478  68,17+9,66AC 75,5415 444 7248,374 41,80+6,30B*  57,50+7,60ABCa

Médias + desvio padrdo seguidas por letras maiusculas distintas na linha indicam diferencga significativa entre os dias experimentais dentro de cada grupo, enquanto letras
minusculas distintas na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos em um mesmo dia experimental. Médias seguidas por letras iguais em linhas e colunas ndo
diferem entre si, conforme teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
(M Radostits et al (2007).

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 10. Médias das dosagem de creatinina (A), ureia (B) e glicose (C) dos bovinos dos grupos controle (GC),

adjuvante (GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) durante o periodo experimental (DO, D21, D42, D72,
D91, D98, D112, D126 e D147).

*As aréas dos graficos em cinza representam os intervalos de referéncia segundo Radostits et al. (2007).
Fonte: Autora, 2025.

Os anticorpos IgG anti-7. vivax foram observados a partir do D84 em 16,7% dos
animais do GA e em 50% dos GI-I e GI-II. No GC, soroconversdo de 16,7% dos animais foi
observada no D91. Soroconversdo de 100% dos animais do GI-I foi observada no D91 e dos

demais grupos experimentais somente no D112 (Figura 12).

Figura 11. Microscopia optica de 1aminas de imunofluorescéncia indireta (IFT) mostrando amostra negativa (A)

e amostra positiva (B) com formas tripomastigotas de Trypanosoma vivax. Imagens obtidas em microscopio de
imunofluorescéncia (EVOS™, 1000x).

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 12. Percentual de anticorpos anti-Trypanosoma vivax nos bovinos dos grupos controle (GC), adjuvante
(GA), imunizado I (GI-I) e imunizado II (GI-II) nos dias experimentais (D0, D21, D42, D72, D84, D91, D98,

D112, D126 ¢ D147).
Fonte: Autora, 2025.

6 DISCUSSAO

O fato de ndo terem sido observadas alteragdes cutineas, como edema, eritema,
formac¢ao de nodulos, abscessos, feridas ou dor nos animais durante o periodo de imunizacao,
demonstra que a formulagdo da vacina recombinante quimérica 7. vivax (PRqTv), embora
contenha a saponina e o hidroxido de aluminio como adjuvantes, conhecidos por sua potencial
reatogenicidade local (Petrovsky, 2008), apresentou um perfil de seguranca local favoravel.

A auséncia destes efeitos nos animais que receberam a imunizagao (GI-I e GI-II) e nos
animais que receberam adjuvante (GA) pode indicar que a concentragdo dos adjuvantes
utilizada, bem como as condi¢gdes de formulacao da PRqTv foram adequadas para evitar efeitos
adversos, pois, de acordo com Petrovsky (2015), estes adjuvantes podem causar dor e
inflamacao leve até reacdes mais graves, como formag¢ao de granulomas, abscessos e ulceragdes
cutaneas. Isto ocorre pela irritagdo quimica direta ou pela resposta inflamatoria induzida por
dano tecidual devido a indugdo de reagdes de hipersensibilidade pelos adjuvantes (Petrovsky,
2015; Fan et al,, 2022).

Os aumentos nos parametros fisioldgicos como as frequéncias cardiaca e respiratoria
observados no DO podem ser atribuidos a resposta aguda ao estresse desencadeado pela
manipulagdo dos animais. Uma vez que o estresse causado pelo manejo leva a ativagao do

sistema nervoso central por vias aferentes, resultando na liberagdo de catecolaminas, que
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promovem aumento da temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratoria (Fernandez-Novo
et al., 2020; Jurkovich; Hejel; Kovacs, 2024).

Segundo autores (Silva et al., 2004; Petrovsky, 2008, 2015; Fan et al., 2022), os
adjuvantes utilizados podem causar letargia e anorexia. No entanto, a reduc¢ao progressiva do
ECC observada em todos os grupos durante o periodo de imunizacdo provavelmente esteve
relacionada a fatores ambientais, como a estacdo seca (maio a setembro, periodo de condugao
experimental), que reduziu a qualidade da forragem, além da troca de pasto, condig¢des
conhecidas por comprometerem a nutricdo e, consequentemente, a condi¢do corporal dos
bovinos (Reis et al., 2009). A perda de ECC nesse periodo, atribuida as limita¢des nutricionais,
¢ corroborada pela hipoalbuminemia observada nos grupos no periodo de imunizagao.

A discreta hipertermina observada no GI-I (D42) pode ser atribuida a ativacdo do
sistema imunologico pelos adjuvantes, a partir da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,
como interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF-a), que podem atuar no hipotadlamo, o
centro de controle da temperatura do corpo (Fan et al., 2022; Koenneker et al., 2023).

A discreta reducdo na média da contagem de hemadcias observada no grupo controle
(GC) durante o periodo de imunizagdo (D0 e D42) pode estar relacionada a fatores nutricionais,
uma vez que a auséncia de nutrientes essenciais pode comprometer a hematopoiese (Gonzalez-
Montafia et al., 2020). No entanto, ¢ importante ressaltar que a redu¢do isolada na contagem de
hemacias nao ¢ suficiente para caracterizar anemia (Katsogiannou et al., 2018).

Em relacdo aos leucdcitos, durante a imunizagao, as alteragdes observadas no perfil
leucocitario (D0) podem ser atribuidas ao estresse induzido pelo manejo, visto que em situagdes
de estresse, a liberacdo de epinefrina no sangue promove a mobilizagdo de leucocitos,
especialmente neutrofilos e linfocitos, para a circulagdo periférica, justificando a leucocitose
por neutrofilia e linfocitose (Fagliari et al, 1998; Mcgavin, 2009). Masebo et al. (2023)
avaliaram o estresse de touros durante os primeiros 15 dias de adaptagdo apds a transferéncia
para o confinamento e observaram um aumento significativo (p<0,05) nas contagens de
leucocitos totais e de neutrédfilos, corroborando com o encontrado no presente estudo.

Embora ndo existam relatos de aumento sistémico de linfécitos em decorréncia da
imunizacdo, a resposta imune induzida pela vacina ¢ mediada principalmente pelos linfocitos
T e B (Vitoriano-Souza et al., 2012), e, nos dias D21 e D42, observou-se linfocitose nos grupos
imunizados (GI-I e GI-II). A maioria dos trabalhos relata aumento local ou em 6rgaos linfoides,
justificado pelos adjuvantes utilizados nas formula¢des vacinais, mas nao aumento de linfécitos
circulantes (Gaidi et al., 2002; Vitoriano-Souza et al., 2012; De Mello et al., 2025). No entanto,

para elucidar melhor essa resposta e confirmar que a linfocitose ocorreu em funcdo da
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imunizacdo, sdo necessarios os resultados de citocinas, como IL-2, IFN-y e TNF-a, que
evidenciem a ativagdo da resposta imunoldgica.

Em relagao ao perfil bioquimico no periodo de imunizagao, os discretos aumentos nas
dosagens de ALT nos grupos experimentais foram isolados € nao possuem significado clinico e
segundo Lopes; Biondo; Santos, (2007), desordens hepaticas ocorrem quando hé elevagao
significativa associada a mais de um dos parametros enzimaticos avaliados, (AST, GGT e FA).
Além disso, em bovinos, a ALT tem pouco valor diagnéstico, uma vez que € que a concentragao
de ALT nos hepatocitos de ruminantes ¢ baixa (Scheffer, Gonzalez 2006, Santos et al., 2008;
Moura et al., 2009).

As redugoes observadas nas dosagens de proteinas totais e albumina nos dias DO e D21
podem ser atribuidas aos efeitos fisiologicos do estresse de manejo e aumento do catabolismo
proteico (Lopes; Biondo; Santos, 2007). Outro fator que pode ter contribuido para a
hipoalbuminemia ¢ o fato de o experimento ter iniciado no periodo da seca (maio) e as pastagens
nessa época apresentam menor valor nutricional e baixo teor proteico, limitando a ingestdo de
nutrientes essenciais para a sintese de albumina, como também relatado por Tambara et al.
(2021).

No D42 as dosagens de proteinas totais acima dos valores de referéncia nos grupos GI-
I e GI-II podem estar associadas ao aumento das globulinas, uma vez que a vacinagdo estimula
o sistema imunologico a produzir anticorpos especificos para 7. vivax, os quais estdo associados
a fracdo da globulina no soro (Esfandiari et al., 2020).

O periodo pré-patente entre a inoculagdo experimental de 7. vivax e o aparecimento
das formas tripomastigotas de oito dias se alinhou com os resultados obtidos por Bassi et al
(2018) que detectaram a presenca do protozoario 12 DPI no Buffy coat. Por outro lado, Fidelis
Junior et al (2016) relataram um periodo pré-patente mais curto, com a detec¢ao das formas
tripomastigotas ocorrendo entre dois e trés dias ap6s a inoculagdo, pelo método de Woo. Este
resultado mais precoce em relagao aos encontrados neste experimento pode ser atribuido a
viruléncia do protozodrio, a dose infectante ou ao meétodo utilizado para avaliacdo da
parasitemia, pois em termos de sensibilidade, a técnica de Woo tende a ser mais eficaz para
detec¢do de baixa parasitemia, por concentrar os parasitas em um volume menor, facilitando
sua deteccao (Murray; Murray; Mcintyre, 1977; Alcindo et al., 2022).

Os picos de parasitemia observados em todos os grupos no 12 DPI (D84) foram
semelhantes aos encontrados por outros autores (Osorio et al., 2008a; Constable et al., 2016;
Fidelis Junior et al., 2016; Ramirez-Barrios et al., 2019; Da Silva et al., 2022). Além disso, o

aumento da temperatura retal observado no pico de parasitemia faz parte da resposta
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inflamatoéria induzida pela infec¢do por 7. vivax como parte da imunidade adaptativa, pois a
elevagdo da temperatura pode dificultar a multiplicacdo do patégeno, além de melhorar a
eficiéncia das células do sistema imunoldgico para combater a infecg¢ao (Felipe; Kataoka, 2019;
Castelli et al., 2021). Além disso, foi observado aumento na temperatura retal concomitante ao
aumento da parasitemia. Ramirez-Barrios et al. (2019) também observaram aumento da
temperatura corporal dos animais concomitante a0 aumento da parasitemia, e os picos febris e
parasitémicos ocorreram entre os dias 6 € 12 do experimento.

No pos-desafio, os animais mantiveram o ECC reduzido, o que corrobora a hipdtese
de perda por fatores nutricionais, uma vez que, neste periodo, além da seca, ocorreram incéndios
que comprometeram ainda mais a qualidade do pasto. Além disso, Batista et al. (2006) relataram
que a infec¢do aguda por 7. vivax pode contribuir para a redu¢do do ECC. Em seu estudo, os
autores observaram auséncia de ganho de peso em ovinos experimentalmente infectados por 7.
vivax até o 60° dia pds-infecgdo (DPI), evidenciando o efeito negativo da infec¢dao sobre o
aumento de peso.

A anemia significativa observada no pico de parasitemia (D84) nos grupos nao
imunizados pode ser explicada pela liberacdo do fator hemolitico pelas tripomastigotas, com
deposicao de imunocomplexos e lise de hemacias (Baral, 2010). De forma semelhante, Schenk
etal. (2001) relataram que o aumento da parasitemia esteve associado a elevagao da temperatura
corporal e a reducao dos valores de hematdcrito, caracterizando os principais achados clinico-
hematologicos da infeccdo por 7. vivax, também observados no presente estudo. Estes
resultados estdo em concordancia aos descritos por outros autores (Taylor, 1998b; Almeida et
al., 2008; Batista et al., 2018; Pereira et al., 2018; Stijlemans et al., 2018). E importante ressaltar
que os grupos imunizados aumentaram significativamente (p<0,05) os parametros eritrocitarios
no D98 em relagdo ao dia em que apresentaram anemia (D91), demonstrando uma importante
recuperacdo frente ao sinal mais patognomonico da tripanossomiase.

Fritzen et al. (2025) observaram anemia em animais infectados por 7. vivax e sugeriram
que o aumento na producao de monocitos, decorrente da ativagdo do sistema mononuclear
fagocitario, contribuiu para a eritrofagocitose, assim como observado no D91 nos grupos
imunizados.

A literatura descreve que leucopenia, neutropenia e linfopenia sdo achados comuns no
leucograma de bovinos durante periodos de parasitemia (Batista et al., 2008; Fidelis Junior et
al., 2016). No presente estudo, embora esses parametros tenham permanecido dentro dos
valores de referéncia no pico de parasitemia, observou-se reducgdo significativa (p<0,05) em

todos os grupos quando comparados ao inicio do desafio experimental. Autores sugerem que a
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reducdo dessas células pode estar relacionada a apoptose celular induzida por grandes
quantidades de antigenos tripanossomais (Happi; Milner; Antia, 2012), a acdo da neuraminidase
plasmatica liberada pelos protozoarios (Esievo e Saror, 1983) ou ao estresse oxidativo e a
resposta inflamatoria exacerbada em bovinos infectados (Fritzen et al., 2025).

Além disso, estudos relataram que a reducdo de eritrocitos pode contribuir para a
diminui¢ao neutrofilica, uma vez que exercem papel protetor sobre os neutréfilos contra a
apoptose (Aoshiba et al., 1999; Fidelis Junior et al., 2016). Dessa forma, a menor contagem de
hemacias pode favorecer a redugdo dessas células, em concordancia com o observado no
presente estudo. A leucocitose por neutrofilia no GI-II apdés o D112 também foi observada por
outros autores em infecgdes naturais (Neto et al., 2019) e experimentais (Moura et al., 2009;
Bassi et al., 2018) por 7. vivax, indicando uma possivel recuperagdo da resposta frente a
infeccdo, visto que, apos esse momento, ndo foram mais observados tripomastigotas circulantes
nesse grupo.

Em relagdo ao perfil bioquimico ap6s o desafio, as dosagens de ALT acima dos valores
de referéncia nos grupos GA e GI-II no D84 e no GC no D91 sdo comuns em infec¢des por 7.
vivax (Bakari et al., 2017; Kadima et al., 2000b; Aliyu et al., 2022). Resultados semelhantes
foram encontrados por Espinoza ¢ Primera (2002) em seu estudo para avaliar concentragao de
ALT em soro de cabras infectadas por 7. vivax, e observaram aumento significativo desta
enzima entre os periodos pré e pos infeccao.

Quanto as dosagens de AST de todos os grupos significativamente (p<0,05) reduzidas
no D91, outros experimentos mostraram que durante a infec¢@o por 7. vivax, os valores de AST
podem permanecer dentro da faixa de referéncia ou apresentar reducao significativa em relagao
ao basal, especialmente apods o pico de parasitemia (Kadima et al., 2000b; Fidelis Junior et al.,
2016). Kadima et al. (2000) sugeriram que essa reducdo pode estar relacionada a lesdes
teciduais que comprometem a integridade dos hepatdcitos, reduzindo a liberacao.

Os valores de CK dentro dos limites de referéncia durante o desafio indicam que nao
houve lesdo muscular nos bovinos. Schenk et al. (2001) relataram que os valores de CK tendem
a permanecer estaveis ou apresentar discreto aumento, provavelmente em decorréncia do
estresse metabolico ou de inflamacdo sistémica, mas sem evidéncias de dano muscular
significativo.

O aumento de bilirrubina total observado no pico de parasitemia (D84) ¢ amplamente
descrito na literatura e decorre, principalmente, da hemolise extravascular, podendo ser
agravado por lesdes hepaticas secundarias (Kadima et al., 2000b; Frange et al., 2013; Bakari et

al., 2017). No grupo controle (GC), o aumento significativo (p<0,05) da BT em relagdo aos
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demais momentos e grupos experimentais, pode estar associado a anemia significativa (p<0,05)
observada nesse grupo no mesmo periodo. Esse achado refor¢a o padrio fisiopatologico
descrito para infecgdes por 7. vivax, nas quais a anemia resulta da acdo das formas
tripomastigotas sobre as hemacias, da adesdo de antigenos parasitarios e da deposicao de
imunocomplexos na superficie eritrocitaria, culminando em hemolise e elevacgao da bilirrubina
indireta (Almeida et al., 2008; Stijlemans et al., 2018).

Esse mecanismo pode justificar os achados observados no presente estudo, uma vez
que o GC apresentou valores de bilirrubina indireta acima dos parametros de referéncia nos dias
D84 e D91, significativamente (p<0,05) mais elevados em comparagao aos demais grupos. Esse
resultado sugere um quadro de hemolise mais acentuado no grupo ndo imunizado, condizente
com a anemia significativa observada nesses animais. Schenk et al. (2001) relataram a
ocorréncia de anemia hemolitica nos estdgios iniciais da infeccdo por 7. vivax e Frange et al,,
(2013) ao descrever as caracteristicas hematologicas e bioquimicas dos animais que
apresentavam tripanossomiase observaram que 100% dos animais apresentavam bilirrubina
indireta acima dos parametros de referéncia.

Segundo Latimer, Mahaffey e Prasse (2004), a reducdo simultanea dos niveis de
albumina e ureia pode ser indicativa de deficiéncia proteica por causas nutricionais
evidenciadas neste estudo, uma vez que todos os grupos apresentaram hipoproteinemia no
periodo pos-desafio e redugdo nos niveis de ureia no D126. Além disso, este quadro pode ter
sido influenciado pela tripanossomiase pode induzir apatia associada a anemia, devido a
redugdo no transporte de oxigénio pela destruicdo de hemadcias, e também perda de apetite
(Castelli et al., 2021).

A hipoglicemia observada no grupo GA e a redugao significativa (p<0,05) dos niveis
glicémicos no grupo GC no D84 podem estar relacionadas ao fornecimento energético
inadequado, decorrente do periodo de seca, ao gasto energético ocasionado pela hipertermia e
a utilizacdo da glicose como fonte de energia pelo 7. vivax, pois quanto maior a parasitemia,
maior ¢ a espoliagdo energética pelo parasito. Isto ocorre pois 0 mesmo possui transportadores
similares aos das hemdacias em sua membrana plasmadtica, permitindo ao parasito maior
captacao de glicose (Fidelis Junior et al., 2016; Lopes et al., 2018).

Na IFI, a soropositividade nos grupos GI-1 e GI-II com anticorpos anti-7. vivax ap6ds o
desafio (D84), em comparagdo ao GC, esta associada ao uso de adjuvantes, que aceleraram e
intensificaram a produgdo de IgG. Os altos niveis de anticorpos sdo reconhecidos como
mecanismos eficientes para manter baixos indices de parasitemia (Schenk et al., 2001; Fidelis

Junior et al., 2016; Da Silva et al., 2022).
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O perfil anticorpo-dependente nos grupos imunizados explica a sintomatologia
atenuada nestes animais, especialmente a anemia mais branda, em comparacao ao GC e GA,
pois as moléculas de IgG ligam-se especificamente a antigenos de superficie e toxinas liberadas
pelos tripomastigotas, neutralizando sua atividade e impedindo a fixacdo nos eritrocitos e
demais células-alvo, limitando a hemolise (Osorio et al., 2008). Isto ocorre pois os anticorpos
IgG sdo eficientes tanto na neutralizagdo de toxinas liberadas pelos parasitas quanto na
promocao de mecanismos de eliminagdo, pois a opsonizagdo promovida pelos anticorpos
favorece o reconhecimento e a fagocitose dos parasitas por macrofagos e neutrofilos, enquanto
a ativagdo do sistema complemento leva a lise direta dos tripomastigotas, consequentemente,
reduzindo a carga parasitaria, assim como encontrado nos animais imunizados (Bassi et al.,
2018). Esses mecanismos sinérgicos permitem explicar por que os bovinos imunizados
apresentaram sintomatologia mais branda e restabeleceram os niveis eritrocitarios até o final do

experimento, ao contrario dos animais nao vacinados.

7 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos até o presente momento pode-se concluir que:

- A formulacao vacinal (PRqTv+ adj) € indcua, nao gera sinais clinicos adversos em
bovinos imunizados e ndo interfere nos parametros hematologicos e bioquimicos séricos.

- A formulagao vacinal ndo promove soroconversao de IgG anti-7 vivax no periodo de
imunizagdo, o que sugere que a resposta humoral especifica requer estimulo antigénico
adicional para atingir niveis detectaveis.

- A formulagdo vacinal ndo ¢ esterilizante, mas permite que animais imunizados
tenham menor intensidade de anemia e alteragdes hepaticas, e apresentem resposta
hematologica mais efetiva frente a infec¢do experimental.

- A resposta soroldgica manteve-se elevada apos o desafio, demonstrando persisténcia
da memoria imunoldgica e potencial para protecao duradoura.

- A formulagao vacinal ndo induz prote¢do esterilizante, mas induz soroconversao mais
precoce, o que minimiza os efeitos adversos da tripanossomiase, e representa um avango

relevante na busca por imunogenos eficazes contra a tripanossomose bovina.
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