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RESUMO

Trypanosoma vivax gera prejuizos econémicos para a inddstria pecuaria como perdas na
producdo de leite, emagrecimento, febre, distdrbios neurologicos, aborto, repeticdo de
cio, infertilidade, e morte dos animais infectados. Surtos da doenca tém sido relatados
em varios estados do Brasil, inclusive em Minas Gerais. A microrregido de Uberaba é
um polo importante na criagdo, desenvolvimento genético e comercializagdo de gado.
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou realizar levantamento soroepidemiolégico
e parasitologico da tripanossomiase na microrregido de Uberaba e descrever as
caracteristicas hematolégicas e bioquimicas dos animais que apresentavam a doenca
clinica. Amostras de sangue e soro de 327 animais da microrregido de Uberaba e de 16
animais do surto ocorrido em Verissimo-MG foram colhidas para avaliacdo
parasitologica e sorologica, respectivamente. O estudo parasitoldgico foi realizado pela
técnica de Woo e Buffy Coat e 100% das amostras do estudo epidemioldgico eram
negativas e 50% das amostras do surto apresentaram formas tripomastigotas de T. vivax.
No estudo soroldgico, realizado por imunofluorescéncia indireta, registrou-se
prevaléncia de anticorpos anti- T. vivax em 16,2% e 100% das amostras da microrregiao
de Uberaba e do surto, respectivamente. A maior prevaléncia foi encontrada no
municipio de Uberaba com 24,4%, seguida por Verissimo com 17%, os demais
municipios apresentaram prevaléncia inferior a 9%. A prevaléncia foi maior em
propriedades destinadas a atividade leiteira (75%) e que ndo realizava a troca de agulhas
na aplicagdo de vacinas e/ou medicamentos (80%). 87,5% dos animais do surto
apresentaram anemia e hipocolesterolemia. 100% apresentaram hipoalbuminemia, diminuigéo
de creatinina sérica e aumento de bilirrunina indireta. A prevaléncia da tripanossomiase em
Uberaba-MG ¢é baixa e medidas profilaticas devem ser implantadas na regido para evitar

a disseminacgéo da enfermidade.

Palavras-Chave: Trypanosoma vivax, Bovino, Epidemiologia.
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ABSTRACT

Trypanosoma vivax causes economic loss for the livestock industry such as loss in milk
production, weight loss, fever, neurological disorders, abortion, failure to conceive,
infertility, and ultimately death of infected animals. There have been reports on the
outbreaks of the disease in many Brazilian states, including in Minas Gerais. Uberaba’s
micro region is an important center for breeding, genetic development, and cattle
business. This paper aims, based on this context, to perform serum and parasitological
surveillance of trypanosomiasisin the micro region of Uberaba, and to describe the
biochemical and hematological characteristics of the animals suffering from this clinical
disease. Blood and serum samples of 327 animals from the micro region of Uberaba,
and of 16 animals from the outbreak occurred inVerissimo-MG, were collected for
parasitological and serological evaluations, respectively. The parasitological study was
performed via Woo and Buffy Coat techniques; 100% of the epidemiological samples
were negative, and 50% of the outbreak samples showed trypomastigotes forms of T.
vivax. In the serological study, performed via indirect immunofluorescence, it was
recorded a prevalence of anti T. vivax antibodies in 16.2%, and 100% in the outbreak
samples of the Uberaba’s micro region, respectively. The highest prevalence was found
in the municipality of Uberaba with 24.4%, followed by Verissimo with 17%; the other
counties presented a prevalence which was lower than 9%. The prevalence was higher
in dairy farms (75%), and where needles were not changed when vaccines and/or
medication were given (80%). 87.5% of the outbreak animals developed anemia and
hypocholesterolemia; 100% developed hypoalbuminemia, a decrease in serum
creatinine, and an increase in indirect bilirunin. The prevalence of trypanosomiasis in
Uberaba — MG is low, and prophylactic measures must be implemented to prevent the

spread of the disease.

Key Words: Trypanosoma vivax, Bovine, Epidemiology
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase bovina causada pelo protozoario Trypanosoma vivax
(T. vivax), apresenta grande distribuicdo e graves consequéncias socioecondémicas no
continente Africano principalmente nas areas ocupadas pela mosca tsé-tsé (género
Glossina spp) (ADAM et al., 2012 , BATISTA et al., 2008).

A Glossina spp é o Unico vetor ao qual o T. vivax é capaz de se multiplicar e
permanecer na fase infecciosa durante toda a vida do inseto (OZORIO et. al., 2008),
porém a sua adaptacdo a insetos hematdfagos tais como Tabanus spp e Stomoxys spp,
possibilitou a transmissdo mecénica aos hospedeiros vertebrados, o que permitiu a
propagacdo do T. vivax fora de seu local de origem, chegando assim a América Central,
América do Sul e Caribe (SCHENK, et al., 2001, BATISTA et al., 2006, OZORIO et
al., 2008), com gado importado da Africa provavelmente no final do século XIX
(DABUS; CAMPOS; NEVES, 2011).

No Brasil o primeiro relato do T. vivax ocorreu nos anos 70 no Estado do Para
em bdfalos (SCHENK, et al., 2001). Trabalhos publicados relatam a disseminacdo da
doenca por todo o Brasil com o aparecimento do parasita em bovinos leiteiros mesticos,
Nelore e ovinos na regido Nordeste (GUEDES JUNIOR et al., 2008, GALIZA et al.,
2011, GUERRA, et al., 2008, BATISTA, et al., 2008, PIMENTEL, et al., 2012),
bovinos da regido Centro Oeste (SILVA et al., 1997), bovinos da raca Brahman na
regido Norte (LINHARES et al., 2006) e regido Sudeste em bovinos da raga Holandesa
e Girolando no Estados de S&o Paulo (CADIOLLI, et al., 2012) e em bovino fémea em
Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008).

A tripanossomiase gera cerca de trés milhdes de mortes anualmente nos paises
Africanos e paises da America do Sul, levando a producéo de gado perder cerca de 1,2
milhGes de dolares anualmente (D’ARCHIVIO et al., 2011). Devido a estas grandes
perdas econdmicas o T. vivax representa grande interesse na pecuaria (SILVA et al.,
2004).

A doenca pode ocasionar aos ruminantes infeccGes agudas e cronicas, as quais
podem resultar em alteracGes hematoldgicas severas, perda de condicao corporal, queda
na produtividade (OZORIO et al., 2008, SILVA et al., 2009), abortos e alteracdes na
reproducdo. Sinais clinicos como leucopenia, lacrimejamento, anemia, perda de peso,
fraqueza progressiva (SILVA et al., 2009), conjuntivite (GUERREIRO, 2005), febre,
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letargia, producéo de leite e carne, agalaxia, eventualmente morte (CARVALHO et al.,
2008), repeticbes de cio, nascimentos de crias fracas e anestro temporario ou
permanente podem ser observados (BEZERRA, et al. 2008).

Segundo Dabus, Campos e Neves (2011), as desordens reprodutivas geradas
pela tripanossomiase nos machos se referem a perda de libido, retardamento da
puberdade, méa qualidade do sémen, e nas fémeas anestro temporario ou permanente e
ciclos estrais anormais. Além disso, induz a morte fetal, distocica, abortamento, morte
neonatal, e outros efeitos patogénicos no feto e no recém-nascido (SEKONI, 1994).

Considerando que o estado de Minas Gerais possui um rebanho bovino com 23
milhdes de cabecas e destas 388.881 se encontram na microrregido de Uberaba
composta pelos municipios de Agua Comprida, Campo Florido, Conceigdo das Alagoas,
Conquista, Delta e Verissimo (IBGE, 2011) e que a microrregido é um polo importante
na criacdo, desenvolvimento genético e comercializacdo de gado da raca zebu e que
infestacdo por esse parasita poderia resultar em prejuizos significantes para o setor e
para a regido, o presente trabalho objetivou realizar um levantamento
soroepidemioldgico da tripanossomiase na microrregido de Uberaba e descrever as

caracteristicas hematoldgicas e bioquimicas dos animais com doenca clinica.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL.:

- Realizar levantamento epidemioldgico, soroldgico e parasitologico da tripanossomiase
na microrregido de Uberaba-MG.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Correlacionar a presenca de T. vivax com o tipo de atividade rural e manejo sanitario
das propriedades;

- Correlacionar a soronegatividade para T. vivax com o aparecimento de casos clinicos
da doenca;

- Descrever os aspectos parasitoldgicos, sorolégicos, hematologicos e bioquimicos de

animais com sinais clinicos da doenca.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TAXONOMIA

Tripanossomiases sdo doencas provocadas por espécies do género Trypanosoma,
pertencem ao filo Euglenozoa pertencente a classe Mastigophora, ordem Kinetoplastia,
subordem Trypanosomatina (WOLKMER et al., 2007), familia Trypanosomatidae,
género Trypanosoma na sec¢do salivaria (CARNEIRO, 2011, MONTEIRO, 2011).

A secdo Salivaria inclui Trypanosomas africanos transmitidos por moscas tsé-
tsé, pertencentes ao género Glossina, através da saliva contendo o parasita. As
principais espécies pertencentes a esse grupo sao: T. vivax, T. congolense, T. brucei e T.
suis (STEPHEN, 1986). T. brucei rhodesiense e o T. brucei gambiense, causam a
doenca do sono no homem na Africa oriental e ocidental, respectivamente (MYLER,
1993). Outras especies como o T. vivax, T. evansi, T. congolense e T. brucei causam
enfermidades nos animais domesticos (SILVA et al., 2002, PAIVA, 2009).

A secdo salivaria se divide em quatro subgéneros: Dutonella, Pycnomonas,
Nannomonase, Trypanozoon, sendo a espécie Trypanosoma vivax pertencente ao
subgénero Dutonella (SILVA et al., 2002).

A subordem Trypanosomatina contém uma Unica familia, Trypanosomatidae, a
qual contém oito géneros (Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum, Crithidia,

Blastocrithidia, Leptomonas, Herpetomonase, Phytomonas) (SILVA et al., 2002).

3.2 MORFOLOGIA

T. vivax € monomorfico, variando de 20 a 27um de comprimento, no Brasil a
média encontrada ¢ de 18,73 um no Pantanal e Mato Grosso do Sul, j4 no Estado do
Para foi de 22,77um (GUERREIRO, 2005).

Uma das caracteristicas marcantes deste protozoario sdo suas formas
(amastigota, tripomastigota e epimastigota) (FIGURA 1) (DABUS; CAMPOS;
NEVES, 2011). Nas cepas africanas encontra-se T. vivax nas formas tripomastigotas e
epimastigotas tetraciclicas, ja na Ameérica do Sul, devido a ndo presenca do ciclo no

vetor o T. vivax é encontrado apenas na forma tripomastigota (GUERREIRO, 2005).
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Figural- Formas evolutivas do Trypanosoma.
Fonte: http:// vet.blogspot.com.br/2013/02/tripanossomose.html - Acesso em 09/03/2013.

O género Trypanosoma apresenta como principais organelas o nucleo, o
cinetoplasto e o sistema mastigonte representado pelo corpo basal e o flagelo (FIGURA
2) (SILVA et al., 2002). O cinetoplasto do parasito apresenta caracteristicas marcantes,
sendo este, grande, redondo, volumoso, de posi¢cdo terminal e de valor diagndstico
(GUERREIRO, 2005).

Figura 2- Morfologia e pontos utilizados na morfometria dos Trypanosoma vivax observados em
esfregacos sanguineos de bovino naturalmente infectado durante fase cronica, Igarapé — MG, 2007, onde:
L: comprimento do parasita; F: flagelo; N: distancia do nucleo até o flagelo; P: cinetoplasto; K: distancia
do cinetoplasto ao nucleo.

Fonte: Carvalho et al., 2008.
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A forma tripomastigota apresenta forma de foice, achatado, nucleo grande e
central (cora-se em roxo), cinetoplasto grande (cora-se em roxo) e extremidade posterior
mais arredondada, j& a forma amastigota possui forma arredondada ou ovalada, flagelo
ndo visivel (é reduzido no interior do corpusculo) (CARNEIRO, 2011; MONTEIRO,
2011). A membrana ondulante é inconspicua e observa-se um curto flagelo. As
tripomastigotas metaciclicas podem ser encontradas no hospedeiro intermediéario, j& as
formas tripomastigotas e amastigotas séo encontradas no hospedeiro definitivo (SILVA
etal., 2002).

A extremidade pela qual parasita avanca durante a locomocdo é descrita como
anterior, enquanto que a posterior varia na forma, sendo geralmente mais larga, afilando
mais abruptamente ou terminando em uma forma rombuda ou ainda apresentando a
ponta arredondada (SILVA et al., 2002).

3.3 CICLO DE VIDA

O ciclo vital do parasita Trypanosoma envolve dois hospedeiros, um o
hospedeiro final que € o animal vertebrado (mamifero) e o hospedeiro intermediario a
mosca tsé-tsé pertencente ao género Glossina, que € responsavel em transmitir a
infeccdo para novos hospedeiros vertebrados (SILVA, et al., 2002).

O ciclo biologico se inicia apos a ingestdo do T. vivax em sua forma metaciclica
pela mosca tsé-tsé durante a hematofagia e fica restrita a regido da prosbdcite da mosca,
podendo haver uma invaséo no intestino médio, onde o parasita ndo sobrevive por longo
tempo. O Tripanosoma se adere a parede interna da proboscidea pela regido flagelar e se
diferencia em epimastigota, perdendo a capa de glicoproteinas superficiais. Apds
intensa multiplicacdo da forma epimastigota, T. vivax adquire nova capa de
glicoproteina superficial, diferenciando-se em tripomastigota metaciclica. A maturagao
do Tripanosoma esté relacionada com a modulacdo da superficie de revestimento por
glicoproteinas e perda de adesdo flagelar das formas epimastigotas (GUERREIRO,
2005).

Ap0s 24 horas as formas epimastigotas transformam-se novamente em pequenas
formas tripomastigotas, sendo estas as formas infectantes para o proximo hospedeiro

sendo denominadas tripomastigotas metaciclicos (GUERREIRO, 2005).
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Nos hospedeiros mamiferos, as formas tripomastigotas metaciclicas de
tripanosomatideos trocam novamente a capa de superficie, diferenciando-se em
tripomastigotas sanguineos. Estas formas se multiplicam na corrente sanguinea por

divisdo binaria, ndo havendo estagios de evolucdo intracelular (GARDINER, 1989).

3.4 TRANSMISSAO

A transmissdo do T. vivax pode ocorrer de duas formas: ciclica por meio da
mosca tsé-tsé (FIGURA 3), de maneira mecénica ou ndo ciclica através de insetos
hematdfagos ou tabanideos ou ainda por modo iatrogénico atraves da utilizacdo de uma
agulha por varios animais durante a aplicacdo de medicamentos ou vacinacOes
(VARGAS, ARELLANO, 1997; JONES, DAVILA, 2001). No continente africano a
transmissao ocorre predominantemente de maneira ciclica pela mosca tsé-tsé, podendo
também ocorrer de maneira mecénica (GUERREIRO, 2005; PAIVA, 2009).

Figura 3 - Glossina sp., conhecida como mosca tsé-tsé.
Fonte: CICCO, 2011

A forma mecanica de transmissdo pode ser observada em regides onde a mosca

tsé-tsé ndo esta presente. A disseminagdo do T. vivax se da através de pecas bucais das
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moscas como as Tabanidae, Stomoxidinae e Hippoboscidae quando essas se alimentam
em mais de um hospedeiro, normalmente a alimenta¢do ocorre em curto intervalo de
tempo (FIGURA 4) (PAIVA, 2009).

sanguineo
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Figura 4 - Multiplicacdo de Trypanosoma vivax na corrente circulatoria.
Fonte: SILVA et al., 2002.

3.5 EPIDEMIOLOGIA

3.5.1 Africa

A tripanossomiase provocada por T. vivax tem larga distribuicio na Africa,
principalmente em areas ocupadas pela mosca tsé-tsé, no entanto, o parasita se encontra
em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo (LEVINE, 1973). No continente
Africano, mais precisamente em uma &rea endémica no planalto oriental da Z&mbia

entre os meses de abril de 2004 a dezembro de 2005 estudou-se o risco da
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tripanosomiase bovina e observou-se positividade de 4,5% para T. vivax e 3,2% para
infeccOes mistas de T. vivax e T. congolense (SIMUKOKO et al., 2011).

T. vivax acomete principalmente ungulados incluindo bovinos, ovinos, caprinos,
equinos, camelos varias espécies de antilopes selvagens e bafalo africano (GARDINER,
1989). Algumas racas de ruminantes domeésticos sdo relativamente resistentes a
tripanossomiase por apresentar resisténcia natural a infeccdo e permanecerem na
condicdo de portadores assintomaticos, fendbmeno denominado de tripanotolerancia
(MATTIOLI, WILSON, 1996).

A ampla distribuicdo geografica do T. vivax fora do seu local de origem, o
continente africano, é atribuida a sua habilidade de adaptagdo a transmissdo mecanica
por insetos hematofagos tais como tabanideos e Stomoxys spp (ANOSA, KANEKO,
1983; CORDOVES et al., 1982; OTTE, ABUABARA, 1991).

O estabelecimento do T. vivax no continente americano ocorreu no século XIX
devido a importacdo pelos colonizadores portugueses e espanhdis de espécies
domeésticas e gados do Senegal em 1830 para a Guiana Francesa e Ilhas de Martinica e
Guadalupe (PAIVA et al., 2000).

3.5.2 Brasil

No Brasil, foi diagnosticado em bufalos no Estado do Para nos anos 70. Até
entdo o parasita ficou restrito ao Norte do Brasil, e posteriormente se propagou para
varias regides do Brasil.

3.5.2.1 Regido Nordeste

Vila de Colombo, municipio de Itapecuru-Mirim, Estado do Maranh&o, em julho
de 2003, relatou-se o primeiro caso de T. vivax. Em esfregaco sanguineo realizado em
20 animais, um apresentou tripomastigotas do parasita, vindo a 6bito ap6s alguns dias
(GUERRA, et al., 2008).

Em julho de 2005, no Estado da Paraiba, municipio de Sdo José, uma

propriedade com 36 bovinos leiteiros mesticos, 14 apresentaram queda na produtividade
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do leite e sinais clinicos. Em Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) realizada nos 36
animais, 15 apresentaram-se positivos para T. vivax (BATISTA, et al., 2008).

Municipio de Catolé do Rocha, no estado da Paraiba, foi acometido por surto de
tripanossomiase ocasionada pelo T. vivax no periodo de maio a agosto de 2002. No total
49% (64/130) dos animais foram afetados, sendo que destes 17% (11/64) morreram
(BATISTA, et al., 2007).

Tripanossomiase em ovinos também foi relatada no Estado da Paraiba
Municipio de S&o Jodo do Rio do Peixe acometendo um rebanho de 306 ovelhas, sendo
que 78,4% apresentaram sinais clinicos e 70,5% morreram. O T. vivax foi identificado
nos animais por analise de PCR (GALIZA et al., 2011).

No Estado de Pernambuco, Municipio de Itambeé na Paraiba, em Marco de 2010
relatou-se pela primeira vez a ocorréncia de T. vivax em bovinos. Do total de 80 animais
de producdo leiteira desta fazenda, 22,5% (22) apresentaram sintoma da
tripanossomiase, destes, foram colhidas amostras de sangue e realizado a técnica de
PCR onde 100% dos animais apresentara-se positivos para Trypanosoma sp.
(PIMENTEL, et al., 2012).

3.5.2.2 Regido Centro Oeste

Infestacdo por T. vivax também foi registrada na sub-regido do Pantanal de
Poconé em julho de 1995, onde foram analisadas 29 amostras de sangue de bovinos por
esfregaco sanguineo em Buffy Coat”, o resultado apresentou que do total 34,48%
apresentavam infeccdo por T. vivax (SILVA et al., 1997). Outros surtos no Pantanal se
sucederam com quadros clinicos severos (OSORIO, et al., 2008).

No Pantanal dos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, a epidemiologia
do T. vivax, esta diretamente associada aos periodos de seca e inundacdo do Pantanal.
Nos trés a cinco meses de enchente que ocorre anualmente, ha uma reducgéo da area de
pastagem e consequentemente aumento da densidade animal por area. Esses fatores
provocam problemas nutricionais tornando 0s animais mais susceptiveis a
tripanosomiase, decorrente da infeccdo de T. vivax transmitida principalmente por
tabanideos que nesse periodo tem a populacdo aumentada (BARROS, FOIL, 1999) ou

por recidiva da infeccdo em animais portadores depauperados, pois 0 hemoprotozoério é
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um organismo oportunista. A maior incidéncia do T. vivax em animais do pantanal
nesse periodo foi demonstrada por Davila et al. (2003).

Nos sistemas de produgdo dos estados de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso,
concentra- se a fase de cria e recria de bovinos e a fase de engorda, estas sdo efetuadas
no planalto desses estados ou em fazendas de engorda de outros estados como Goias,
Sao Paulo e Parand. Consequentemente ha deslocamento de bovinos portadores do
Pantanal para outras areas. (MADRUGA, 2006).

3.5.2.3 Regido Norte

Na regido Nordeste do Estado do Para dois municipios apresentaram grande
infestacdo por T. vivax. O municipio de Castanhal apresentou resultado positivo em
83% (n=65) do rebanho bovino da raca Nelore, ja no municipio de Sdo Miguel Guama
96,7% (n=181) de bovinos leiteiros mesticos apresentaram positividade (GUEDES
Junior et al., 2008).

No estado do Tocantins, municipio de Formoso, o primeiro relato de T. vivax
ocorreu em bovinos provenientes do Estado de Sdo Paulo ap6s seis meses de
permanéncia na nova propriedade rural. Dos 250 bovinos do rebanho da raca Brahman,
nove apresentaram sinais clinicos, destes, trés apresentaram por meio de esfregacos
sanguineos, tripomastigotas de T. vivax. De acordo com 0s autores a ocorréncia deste
surto pode ser entendida pela movimentacdo de rebanhos de areas livres de infestacdo
para areas onde a presenca do parasita esta confirmada (LINHARES et al., 2006).

3.5.2.4 Regido Sudeste

O primeiro relato de T. vivax no estado de Minas Gerais aconteceu em 2007 no
municipio de lgarapé, onde um bovino fémea proveniente de uma propriedade rural
apresentando sinal clinico submeteu-se a exames clinicos onde foi constatado formas
tripomastigotas de T. vivax (CARVALHO et al., 2008).

Sendo o estado de Minas Gerais 0 maior produtor de leite somando 27,9% do

total produzido no pais, este rebanho leiteiro tem alto valor genético, gerando desta
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forma a necessidade de dados precisos sobre a infeccdo de T. vivax no estado
(CUGLOVICI, et al., 2010).

Durante setembro de 2007 a fevereiro de 2009 no Municipio de Igarapé-MG
foram analisados por meio de anéalise parasitoldgica, PCR e imunofluorescéncia indireta
a presenca de T. vivax em vacas mesticas, Gir, Girolando e Holandes. Exames
realizados comprovaram a existéncia do parasita, em 100% das coletas. Em setembro de
2007, 7,4% (4/54) foram soropositivos, em fevereiro de 2008 a soro positividade
aumentou para 27,7% (18/65), em junho de 2008 outro aumento foi verificado
chegando a 38,2% (29/76), ja em agosto de 2008, 36% (27/75) das anélises foram
positivas para T. vivax, em outubro de 2008, o maior indice de positividade até agora
registrado 45,3% (34/75) e em fevereiro de 2009 o indice de animais soropositivos
alcancou 47% (24/51) (CUGLOVICI, et al., 2010).

No Estado de Sdo Paulo observou-se pela primeira vez casos de infeccdo por T.
vivax em vacas leiteiras na cidade de Lins. Do total de 1080 bovino da raca Girolando e
Holandesa, 98,36% das amostras de soro apresentaram-se 1gG-anti T. vivax e 31 foram
a Obito. O hemoparasita foi observado em esfregacos sanguineos e a espécie foi
diagnosticada como T. vivax por PCR (CADIOLLI, et al., 2012).

3.5.2.5 Regido Sul

Estado do Rio Grande do Sul, municipio de Sao Pedro diagnosticou-se a
presenca de T. vivax em um bovino fémea sem raca definida, no quinto més de gestacao
apresentando sinais clinicos. O parasita foi diagnosticado por meio de esfregaco
sanguineo e confirmado pela técnica de PCR (SILVA et al., 2009).

A Figura 5 apresenta os municipios brasileiros onde foram registrados casos por

T. vivax e a soroprevaléncia.
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Figura 5- Prevaléncia de Trypanosoma vivax no Brasil.

3.6 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A patogenia da tripanossomiase por T. vivax é fortemente influenciada por

fatores inerentes ao hospedeiro, como susceptibilidade do animal, e também por fatores

inerentes ao parasita, como viruléncia da cepa (ANOSA, KANEKO, 1983). Os animais

acometidos podem apresentar sinais clinicos variados. A doenca pode ser caracterizar

em aguda, subaguda e crénica.

A tripanossomiase causada pelo T. vivax geralmente se caracteriza pela presenca

constante do parasita no sangue e febre intermitente (OZORIO et al., 2008). Nos

estagios iniciais da infec¢cdo uma anemia hemolitica pode ser desencadeada pelo agente,

sendo esta atribuida a mecanismos imunomediadores (SCHENK, et al., 2001).
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A doenca pode ocasionar aos ruminantes infec¢fes agudas e cronicas, as quais
podem resultar em alteracfes hematologicas severas, perda de condigdo corporal, queda
na produtividade podendo levar a mortalidade dos animais (OZORIO et al., 2008,
SILVA et al., 2009).

Todavia, pode haver uma variacdo do efeito em relacdo ao hospedeiro da
infeccdo causada pelo T. vivax, ocasionando um equilibrio com o parasito que por um
longo periodo mantem-se clinicamente normal (SCHENK, et al., 2001).

Mesmo na Africa o T. vivax apresenta diferencas em suas manifestacées clinicas,
enguanto na costa leste do continente as populacBes do agente apresentam um quadro
cronico, na costa oeste as formas sdo agudas, 0 que mostra variacbes gquanto aos
aspectos patogénicos do parasita (PAIVA et al., 2000). J& na América do Sul a maioria
das infeccBes causadas por T. vivax sdo cronicas e assintomaticas, com raros surtos de
gravidade da doenca (ADAMS, et al., 2009).

Algumas ragas de bovinos apresentam-se resistentes ao T. vivax no continente
africano, isto é conhecido como tripanotolerancia, tendo origem genética e ambiental, e
podendo variar em relacdo as condicdes de estresse, idade, infecces intercorrentes,
estado nutricional e cepas envolvidas (SCHENK, et al., 2001).

A tripanotolerancia é um atributo genético que se refere a capacidade de tolerar
os efeitos contra a infeccdo do tripanossoma, seja pela capacidade em suportar seus
efeitos ou responder de forma positiva ao tratamento (DESTA, AYALEW, HEGDE,
2012).

Na Etidpia, ha relatos de caso onde se observou que a raca Sheko taurina
apresentou-se tripanotolerante a tripanossomiase. Esta tripanotolerancia pode ser
confirmada a partir da sobrevivéncia deste rebanho no Sudoeste da Etiopia, cinturdo da
mosca tsé-tsé (DESTA, AYALEW, HEGDE, 2012).

No Brasil nas regides, Norte e Nordeste a doenca geralmente é assintomatica, no
entanto alteracGes nervosas e hematoldgicas podem levar bovinos, ovinos e caprinos
infectados por T. vivax a morte, além de abortos e alteragdes na reproducédo (SILVA et
al., 2009), ja outras especies como cées, suinos e equideos sdo refratarias a infecg¢do por
este parasita (PAIVA et al., 2000).

Sinais clinicos como aborto (GALIZA et al., 2011, OZORIO et al., 2008,
SILVA et al., 2009, MADRUGA et al., 2006), agalaxia, perda da visdo, queda na
fertilidade, producéo de leite e carne (CARVALHO et al., 2008), anemia (GALIZA et
al., 2011, SILVA et al., 1996, MADRUGA et al., 2006), anorexia (BATISTA et al.,
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2008, GALIZA et al.,2011), apatia, emagrecimento, palidez (LINHARES et al., 2006),
desidratagcdo, leucopenia, fraqueza progressiva (SILVA et al.,, 2009), diarreia,
nascimento de bezerros fracos com morte perinatal (OZORIO et al., 2008), edema
(SILVA et al., 1996), febre (BATISTA et al., 2008, SILVA et al., 1996, MADRUGA
et al., 2006, CARVALHO et al., 2008), letargia (GALIZA et al., 2011, CARVALHO et
al., 2008), pelos arrepiados (GALIZA et al., 2011) e perda de peso (BATISTA et al.,
2008, GALIZA et al.,2011, SILVA et al., 1996, SILVA et al., 2009) foram relatados
em trabalhos.

Segundo Bezerra, et al. (2008), desordens reprodutivas como o aborto,
repeti¢cdes de cio, nascimentos de crias fracas e anestro temporario ou permanente sao as
alteracdes relatadas mais frequentes em fémeas bovinas infectadas de modo natural pelo
parasita T. vivax.

Patologias reprodutivas ocasionadas por T. vivax em machos estdo ligadas
especialmente a lesbes de testiculos e epididimo. Em casos crénicos estdo presentes
infertilidade e até esterilidade (BEZERRA, et al., 2008).

3.7 ALTERACOES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

T. vivax desenvolve as etapas de seu ciclo biolégico no sangue circulante, pois
segundo Anosa, Kaneko (1983), é o local onde ele encontra todos os elementos
necessarios a sua funcdo vital, mesmo ja tendo evidenciado sua capacidade de migrar
para os tecidos no hospedeiro vertebrado.

O parasita pode provocar diferentes graus de alteracdes no quadro hematologico,
entre as quais observa-se a diminuicdo da contagem de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina e hematdcrito (PAIVA, 2009).

Em estudo hematologico realizado em bovinos infectados por T. vivax no alto
sertdo da Paraiba, Batista et al. (2008) evidenciaram animais com acentuada queda na
contagem de hemacias, hematdcrito e teores de hemoglobina, e anemia intensa.

A anemia é o parametro hematolégico mais comumente associado a
tripanossomiase por T. vivax (PAIVA, 2009). Sendo sua causa considerada multifatorial
e atribuida a hemolise intra e extra vascular, diminuicdo ou inibicdo da eritropoiese e
hemorragias (BATISTA et al., 2008).
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Maxie, Losos e Tabel (1979), constataram em bovinos infectados
experimentalmente por T. vivax e T. congolense o desenvolvimento de anemia
macrocitica hipocrébmica, entretanto Saror (1979) e Rhaymah, Al-Badrani (2012)
observaram anemia do tipo normocitica normocrémica com tendéncia a se tornar
macrocitica normocrémica.

Segundo Olubayo e Mugera (1985) o consumo de plaquetas provocadas pelo T.
vivax, induz a formacdo de microtrombos causando trombocitopenia, a qual promove
desordens hemostasticas.

Quanto aos valores bioguimicos, a alteracdo nos niveis plasmaticos de glicose
tem sido mencionada como um importante sinal clinico laboratorial em animais
infectados por T. vivax (PAIVA et al., 2009).

Van Dam et al. (1997) e Verstegen et al. (1991), observaram que cabras
infectadas por T. vivax apresentavam reducdo dos niveis séricos de glicose e aumento
dos niveis de acidos graxos livres no plasma devido ao aumento de substrato energético
para suprimir o balanco energético negativo.

Diminuicdo nos niveis de albumina e de proteinas totais tambeém foram
observada em animais infectados por T. vivax (KATUNGA, WAKISHAYA, 1996).

3.8 METODOS DE DIAGNOSTICO

Segundo Silva, et al. (2002) os principais métodos diagndsticos para T. vivax
podem ser divididos em trés: parasitolégico, soroldgico e moleculares.

Dentre os métodos de diagnostico parasitolégico, podemos encontrar a técnica
do esfregago sanguineo, o método do “aspirado” do linfonodo, Microhematocrito, Buffy
Coat e inoculagdo em camundongos (SILVA et al., 2002).

O esfregaco sanguineo é uma técnica de detecgédo parasitologica onde uma gota
de sangue do animal a ser examinado é colocada em uma das extremidades da lamina e
com outra ldamina, denominada extensora, faz-se um angulo de 45° ao nivel da gota de
sangue e distribuir o contetdo sobre a primeira lamina (SILVA et al., 2002).

O método do “aspirado” consiste em localizar o linfonodo pré-escapular, injetar
uma solucdo fisioldgica e apds isso retirar a mistura solugéo fisiologica e sangue para a
preparacdo de um esfregaco sanguineo grosso que deverd ser fixado em alcool metilico
e corado com Giemsa (SILVA et al., 2002).
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A técnica do Microhematocrito descrita por WOO (1970) consiste em preencher
aproximadamente 2/3 do volume de um capilar com o sangue a ser testado (é
recomendavel montar dois capilares por cada amostra de sangue), selar com chama ou
com plastilina uma das extremidades e centrifugar para a realizacdo da leitura. Para o
Buffy Coat pode se montar uma lamina, quebrando cada capilar na parte onde se divide
a parte liquida com a parte celular, colocando assim uma ou duas gotas deste material
numa lamina e fazendo logo o esfregaco (SILVA et al., 2002).

Segundo Cuclovici et al. (2010) no inicio de surto ocorrido no municipio de
Igarapé-MG, em 2007, 3,7% dos bovinos foram positivos para T. vivax, ja em 2008 a
positividade foi de 23,1% dos animais, sendo os animais avaliados pelo método do
microhematdcrito.

A inoculacdo em camundongo se faz geralmente por via intraperitoneal, mas
também pode ser feita por via intramuscular. O inoculo de sangue infectado é de
aproximadamente 0,20 ml. Os camundongos mais usados s&o os de linhagem Swiss
(suicos) e Balb/C (SILVA et al., 2002).

Segundo Silva et al. (2002), o método da inoculacdo em camundongo da uma
sensibilidade de 88,2%, método do microhematdcrito ou método de Woo 71.1%,
método Buffy Coat 63,4%, esfregacos sanguineos uUmidos 53.8%, método de
concentracdo de Strout 46,1% e esfregacos corados pelo Giemsa 45.6%. Segundo os
mesmos autores os métodos HCT, inoculacdo em camundongo e esfregaco corados com
0 Giemsa foram propostos como a combinagdo mais efetiva.

Os métodos diagndsticos sorolgicos mais comumente utilizados no Brasil para
detectar infecgdes por T. vivax sdo a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (SILVA et al., 2002).

Nos testes de imunofluorescéncia sdo empregados conjugados constituidos de
anticorpos ou antigenos ligados covalentemente a moléculas reveladoras denominadas
fluorocromos. Estes sdo moléculas que absorvem luz em comprimento de onda baixo e
elevada energia e emitem luz em comprimento de onda maior, de menos energia,
fendmeno conhecido como fluorescéncia. O fluorocromo usualmente empregado nestes
testes sdo o isotiocinato de fluoresceina, lisamina-rodamina B e ficoeritrina (VAZ,
TAKEI, BUENO, 2007).

Os testes de imunofluorescéncia podem ser classificados de acordo com o

componente marcado (antigeno ou anticorpo), pelo método (competitivo ou néo-
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competitivo), por serem homogéneos ou heterogéneos, ou ainda pela realizacdo em fase
solida ou liquida (VAZ, TAKEI, BUENO, 2007).

A imunoflorescéncia indireta utiliza um anticorpo anti-imunoglobulina marcado
com fluorocromo para a deteccdo de anticorpos que se fixaram em antigenos celulares
ou particulados. A especificidade do conjugado permite identificar diferentes classes de
anticorpos nas amostras, como anti-1gG ou anti-IgA (VAZ, TAKEI, BUENO, 2007).

O teste de imunofluorescéncia direta € caracterizado pela deteccdo do antigeno
diretamente em células ou tecidos, intracelular ou de membrana, utilizando um
anticorpo especifico marcado com fluorocromo. Para este teste ha a necessidade de um
conjugado para cada antigeno que se deseja identificar ou localizar (VAZ, TAKEI,
BUENO, 2007).

Segundo Cuclovici et al. (2010), de 51 bovinos avaliados pelo método de
imunofluorescéncia indireta 47% apresentaram positividade para titulo 80.

O ELISA é baseado no uso de antigenos brutos obtidos a partir do sangue de
roedores experimentalmente infectados ou de culturas de tecidos (REBESKI et al.,
1999). Ocorrem reacdes cruzadas, pois antigenos brutos dos tripanosomas tém
especificidade limitada ao subgénero (MAGONA et al., 2003). Além disso, Lejon et al.
(2003), em seu experimento, verificaram que a utilizagdo do ELISA na deteccéo de
anticorpos contra T. vivax em caprinos falhou na identificagcdo dos animais infectados.

Segundo Madruga et al. (2006) uma das vantagens da utilizacdo do ELISA em
estudos soroldgicos na América do Sul é a auséncia de espécies de tripanosomas que
induzam resposta imune que gere fortes reacdes cruzadas com os antigenos crus de T.
vivax, fato este que ocorre na Africa com T. congolense.

Em surto registrado no municipio de Lins-SP, Cadioli et al. (2012) observou
98,36% das amostras de soros colhidas de bovinos apresentaram 1gG anti-T. vivax, no
teste por ELISA.

Dentre os métodos de deteccdo molecular o mais utilizado é a PCR, este método
da biologia molecular é utilizado para a amplificacdo de fragmentos especificos de
Acido Desoxirribonucléico (DNA) (SILVA et al., 2002).

A técnica do PCR usando as sequéncias espécie-especificas para o diagndstico
de T. vivax (TVW1, TVW?2) desenvolvida por Masiga, McNamara e Gibson (1992)
oferece maior sensibilidade que os métodos parasitoldgicos, mas 0 mesmo ndo mostra
maior sensibilidade que o parasitoldgico quando usado diretamente em soros de bovinos
(DESQUESNES, 1997). Na Ameérica do Sul estes iniciadores tém sido apenas testados
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na Guiana Francesa e testes preliminares foram feitos no Instituto de Medicina Tropical
de Antuérpia, Bélgica usando algumas amostras do Brasil e da Bolivia.

Sabendo que a demonstracdo do parasita no sangue de animais infectados € o
unico método de diagnostico seguro, e que 0os métodos parasitolégicos ndo funcionam
bem com parasitemias baixas, novos métodos de diagndstico com maior sensibilidade e
especificidade tém sido desenvolvidos por diferentes grupos de pesquisa. Masake et al.
(1997) desenvolveram um novo par de iniciadores para diagndstico (1LO1264,
ILO1265) que se anelam a uma regido genémica do T. vivax que codifica um antigeno,
e segundo os autores identificariam um maior numero de genotipos de T. vivax de
diferentes regides.

Segundo Ventura et al. (2001), os primers direcionados ao diagndstico molecular
de T. vivax amplificam um produto de 210pb (pares de bases), sendo que as amostras
que amplificam um produtor menor que 210pb n&do sdo positivas para T. vivax.

O teste da reacdo em cadeia pela polimerase bem como outros ensaios
moleculares para o diagnéstico do T. vivax, se encontram em fase de implementagéo no
Brasil. Masiga, McNamara e Gibson (1992) desenvolveram iniciadores espécie-
especificos baseados no DNA satélite para a identificacdo de T. simiae, trés subgrupos
de T. congolense, T. brucei e T. vivax, nas moscas tsé-tsé. Outros ensaios moleculares
para a detecgdo do T. vivax usando sondas de DNA tém sido desenvolvidos (DICKIN,
GIBSON, 1989; NYEKO et al., 1990). Porém, o método do PCR usando iniciadores:
espécie ou géneros especificos e iniciadores aleatdrios constitui uma potente ferramenta
de diagndstico, contribuindo significativamente no diagndstico e identificacdo de
tripanosomas africanos, respectivamente. (MAJIWA et al., 1993).

3.9 TRATAMENTO E CONTROLE

Durante décadas varios métodos de controle, tais como desmatamento, uso de
machos estéreis e armadilhas impregnadas com inseticidas para o controle dos vetores,
pulverizagcdo de inseticidas nos animais, na vegetacdo, uso de inseticidas pour on e
quimioprofilaxia foram testados na Africa. Porém, atualmente, apenas a
quimioprofilaxia e o controle dos vetores com drogas pour on e armadilhas
impregnadas com inseticidas continuam sendo usadas (SILVA, et al., 2004). Contudo,
cada enfermidade pode ser controlada efetivamente com ambos agentes



32

quimioterapéuticos ou quimioprofilaticos, bem como o controle dos artrépodes vetores
(PEREGRINE, 1994).

O tratamento quimioterapico desta enfermidade em bovinos ocorre com a
associacdo de farmacos homidium, isometamidium e dimenazene (SILVA et al., 2004).
Devido ao fato do principio ativo se manter nos tecidos por um periodo prolongado,
algumas drogas de efeito curativo também apresentam acgdo profilatica (PAIVA et al.,
2009).

Locais onde a transmissdo ocorre de forma ciclica (continente africano) a
profilaxia consiste na ruptura da cadeia de transmissao glossina-animal-Trypanosoma,
podendo utilizar como medidas de controle o uso de ragas tripanotolerantes, drogas com
fins profilaticos e curativos, desmatamento da vegetacao, remogdo de habitats do vetor e
controle bioldgico do vetor (PAIVA et al., 2009).

Nas areas de transmissao mecanica, onde ndo ha a presenca da mosca tse-tse, o
método de controle deve ser realizado por meio de um tratamento precoce, uma vez que
a parasitemia é mais alta nos periodos iniciais da doenca. Devido a resisténcia as drogas
utilizadas para esta finalidade, a administracdo deve ser restrita apenas aos animais
parasitados (PAIVA et al., 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

4.1.1 Estudo Soroepidemiolégico

O estudo foi conduzido durante o periodo de setembro/2011 a outubro/2011 na
microrregido de Uberaba-MG, que se localiza entre a latitude Sul 19° 45’ 27" e
longitude Oeste 47° 55” 36". Essa microrregido apresenta altitude maxima de 1.031 m e
minima de 522 m, ocupando uma area fisica total de 4.540,51 kmz2, dos quais apenas
256 kmz2 sdo ocupados pelo perimetro urbano.

Segundo o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) a microrregido de Uberaba,
possui 4820 animais a qual é composta pelas cidades de Uberaba, Concei¢do das
Alagoas, Delta, Conquista, Campo Florido, Verissimo e Agua Comprida (FIGURA 6).

O clima nesta regido, segundo a classificacdo de Kdeppen, é do tipo Aw (clima
tropical com estacdo seca de inverno) quente imido, com inverno frio (15/16°C) e seco.
As médias anuais de precipitacdo e temperatura sdo de 1.474 mm e 22,6°C,

respectivamente.
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Figura 6 — Microrregido de Uberaba e municipios avaliados.

4.1.1.1 Calculo

O numero de amostras foi determinado conforme orientagdo metodolégica do
Centro Pan-Americano de Zoonoses (CEPANZO, 1979) nos procedimentos adotados
para o estudo de prevaléncia de enfermidades cronicas. Estimou-se em 48% a
soroprevaléncia do T. vivax na populacdo a ser estudada, tendo como base o trabalho de

Cuglovici et. al. (2010). Admitiu-se a margem de erro de 20% e depositou-se nesse
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resultado um grau de confianca de 95%. Para o calculo da amostragem, utilizou-se a

seguinte formula:
N= P. (100-P).g% (e.P/100)?

Onde:

N = numero de amostras a serem utilizada

g°= fator determinante do grau de confianca ( 1,962 = 3,84)
P = prevaléncia estimada (48,0%)

e = margem de erro admissivel ( 20,00%)
Assim,

N = 48.(100 — 48). 3,84/ (20. 48/100)*

N= 104 amostras

O ndmero minimo para o estudo seria de 104 amostras, mas foram analisadas
327 amostras de 36 propriedades da microrregido de Uberaba-MG em parceria com o
Instituto Mineiro de Agropecuaria, o qual se responsabilizou pela escolha das
propriedades e o nimero de amostras coletadas em cada uma delas. As amostras foram
colhidas em bovinos fémeas mesticas, higidas, com idade superior a 24 meses.

Nessas propriedades foram obtidos dados referentes ao tipo de criacéo e troca ou

ndo de agulhas.

4.1.2 Surto

Em maio de 2012, 16 animais de uma propriedade do municipio de Verissimo-
MG, localizada na microrregido de Uberaba-MG, apresentaram sinais clinicos
caracteristicos de T. vivax como apatia, debilidade, fraqueza, decubito lateral e ingestdo
de terra. Amostras de sangue foram colhidas para avaliacdo parasitoldgica,

hematoldgica, bioquimica e sorologica.
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4.2 COLETA DO SANGUE

De cada animal foram colhidos 10 ml de sangue por venopuncao da jugular
utilizando-se agulhas 25 x 0,8 mm em tubos tipo vacutainer contendo anticoagulante
(EDTA) e sem anticoagulante. As amostras foram devidamente identificadas e
encaminhadas aos Laboratérios de Medicina Veterinaria Preventiva e de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario de Uberaba - HVU (UNIUBE /FAZU/ABCZ) em caixas
de isopor com gelo.

As amostras de sangue com anticoagulante foram utilizadas para o diagndstico
parasitoldgico pela técnica da centrifugacdo em tubo capilar (WOO, 1970) e confec¢édo
de 1aminas de esfregaco sanguineo corado com Panético Réapido®.

As amostras sem anticoagulante foram centrifugadas em velocidade de 1000 g
durante 15 minutos para obtencdo dos soros que foram transferidos e acondicionados
em tubos tipo eppendorf de 2,5 ml, devidamente identificados e mantidos na
temperatura de -20°C até a realizacdo da imunofluorescéncia indireta. Os soros obtidos

dos animais da area de surto foram utilizados também para a avaliacao bioquimica.

4.3 PESQUISA PARASITOLOGICA: METODO DO MICROHEMATOCRITO
(WOO, 1970) E BUFFY COAT

4.3.1 Método do microhematécrito (WOO, 1970)

Para cada amostra sanguinea, dois tubos de microhematocrito foram preenchidos
em aproximadamente 2/3 do seu volume total. A extremidade posterior ao sangue foi
selada com chama e posteriormente os tubos foram centrifugados a 12000rpm por 5
minutos. A leitura para observacdo das formas de tripomastigota foi realizada em

microscopio optico (40x) na interface entre a papa leucocitaria e o plasma.
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4.3.2 Buffy Coat

Os tubos de microhematdcrito foram quebrados entre o plasma e a papa
leucocitaria (Buffy coat) e esfregacos sanguineos foram confeccionados, corados pelo
Kit Pandtico Répido® e examinados em microscopio 6tico com objetiva de imerséo
(1000x) (HOARE, 1972).

4.4 PESQUISA SOROLOGICA: IFI

4.4.1 Producao de antigeno de T. vivax

Um ovino macho, sem racga definida, com idade superior a quatro meses e
previamente esplenectomizado foi inoculado por via intramuscular e subcutanea com
quatro mL da amostra de T. vivax criopreservada contendo aproximadamente
2x10%parasitos/mL (conforme principios éticos da experimentagdo animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA/UNIUBE), protocolo n°
035/2012). O animal foi mantido no Hospital Veterinario de Uberaba, alimentados com
silagem de milho ad libitum e acompanhados diariamente, no periodo matutino e
vespertino, por afericdo da temperatura retal, volume globular e pesquisa parasitolégica
(sangue fresco em lamina/laminula, técnica de WOO e Buffy Coat).

No pico de parasitemia (2 x 10’ tripanosomas/ mL de sangue) 100 mL de sangue
foram colhidos em tubos vacutainer contendo EDTA. A obtencdo dos parasitas foi
realizada conforme protocolo descrito por Cuglovici et al., (2010) com modificagdes. O
sangue foi entdo misturado com igual proporcdo da solucdo de Percoll (Sigma®) e
centrifugado a 17.500g por 20 minutos a 4°C. A banda de parasitos formada proxima ao
topo do gradiente foi colhida e ressuspensa em Solu¢do Tampdo Fosfato Salina (PBS)
(PBS de NaH2PO4 40 mM pH 7,5 e NaCl 150 mM) na propor¢do de 1:3. Apds nova
centrifugagéo, a 6000g, por 15 min. a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
lavado duas vezes com PBS 6000g/ 15 min. a 4°C para eliminar residuos de Percoll. Os
tripanosomas parcialmente purificados foram distribuidos em laminas de vidro

previamente demarcadas. ApoOs secarem ao ar, as ldminas foram fixadas em acetona
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resfriada por 5 min., secas ao ar e embrulhadas em lencos de papel, envoltas por papel

aluminio e conservadas a -20°C até 0 momento de uso.

4.4.2 Imunofluorescéncia indireta

O teste de fluorescéncia para detectar anticorpos anti-T. vivax foi realizado
conforme metodologia descrita por Cuglovici et al., (2010).

No momento da reacdo, as laminas contendo o antigeno de T. vivax foram
retiradas do retiradas do freezer e secas a 37°C por cinco minutos. Os soros foram
diluidos e distribuidos nas ldaminas contendo o antigeno e incubadas por 30 minutos a
37°C. Em seguida foram realizadas trés imersdes durante cinco minutos cada uma delas
em PBS pH 7,2 (Fosfato de sédio monobasico (NaH2PO4) 0,256%, Fosfato de sodio
dibasico (Na2HPO4) 1,178%, NaCl 8,76%, Agua destilada qsp 100mL) e
posteriormente secagem & temperatura ambiente. Foi adicionado o conjugado anti-lgG
de bovino marcado com Isotiocianato de Fluoresceina (Sigma®) na diluicdo
recomendada pelo fabricante (1:200) em azul de Evans (1:50 em PBS Tween 20) e
incubada por mais 30 minutos em estufa a 37°C. Realizaram-se novamente trés
imersbes de cinco minutos em PBS e secagem em temperatura ambiente.
Posteriormente, as laminas foram cobertas com glicerina tamponada e laminulas. A
leitura das laminas foi realizada em microscépio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse
E200®), em aumento de 400X. Foram consideradas positivas as reacdes com
fluorescéncia com titulos > 1:80 (GARCIA et al., 2006).

Soros de bovinos infectados experimentalmente e ndo infectados com T. vivax

foram utilizados como controles positivos e negativos respectivamente na diluicdo 1:80.

4.5 PESQUISA HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA

4.5.1 Hematologia

Os dados eritrocitarios (heméacias, hemoglobina, hematocrito, volume
corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
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hemoglobina corpuscular média (HCM), plaguetarios e leucocitarios (leucocitos totais)
foram obtidos utilizando equipamento automatizado ABC Vet® e a leucometria
diferencial (neutrofilos segmentados, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos) em
esfregaco sanguineo corado pelo método Panético Rapido®. Os dados de fibrinogénio
foram obtidos através da leitura de proteina plasmatica realizada em refratdmetro
Biobrix 301°.

4.5.2 Bioquimica

As amostras de soro foram avaliadas quanto ao perfil renal (ureia e creatinina),
perfil proteico (albuminas e proteinas totais,), perfil hepatico (gama GT e Aspartato
Aminotransferase (AST), bilirrubina total, bilirrubina indireta e bilirrubina direta), perfil
lipidico (colesterol e triglicérides) e glicose. As andlises foram realizadas em

equipamento automatizado Selectra 11® com kits Bio Técnica® e Reflotron® .

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do inquérito epidemioldgico foram tabulados e submetidos a analise
estatistica pelo teste do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5% (p menor que
0,05). A forca de associacdo foi obtida por meio do calculo do Odds Ratio (OR) com
intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Os dados do surto foram submetidos & analise estatistica descritiva, calculando-
se a média a desvio padrao.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Statistica 8.0
(Statsoft, Tulsa, OK, 2008).
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

5.1.1 Caracterizacdo da area de estudo

O numero de propriedade e de amostras de animais colhidas por municipios esta

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: NUmero de amostras de sangue colhidas de bovinos em relacdo a
propriedades e municipios da microrregido de Uberaba-MG.

Municipios Propriedades Amostras
Ndmero  Percentual Ndmero  Percentual

Uberaba 18 50 164 50,15
Verissimo 4 11,11 35 10,70
Agua Comprida 1 2,77 4 1,22
Delta 1 2,77 15 4,59
Conceicdo das Alagoas 5 13,88 30 9,17
Conquista 3 8,33 34 10,40
Campo Florido 4 11,11 45 13,76
Total 36 100 327 100

Em relagdo ao tipo de atividade realizada (corte, leite ou mista), das 36
propriedades trabalhadas 13 (36%) apresentavam atividade de corte, 20 (55,6%) de leite
e trés (8,4%) mista (FIGURA 7).
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Figura 7 - Tipo de atividade realizada nas propriedades da microrregido de Uberaba-MG.

Das 18 propriedades de Uberaba oito (44,4%) desenvolviam atividade de corte,
oito de leite (44,4%) e duas (11,25%) atividade mista. Em Verissimo, uma (25%) era
destinada a corte e trés a producdo leiteira (75%) e em Conceicdo das Alagoas quatro
(80%) possuiam atividade leiteira e uma (20%) de corte. 100% das propriedades de
Delta e Agua Comprida eram destinadas a atividade de corte. Em Conquista uma
propriedade (33%) possuia atividade de corte e duas (66,7%) atividade leiteira e em
Campo Florido trés (75%) eram destinadas a leite e uma (25%) a producdo mista. A

distribuicdo das propriedades em relacdo ao tipo de atividade esta apresentada na Figura
8.
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Figura 8 - Tipo de atividades desenvolvidas nas propriedades estudadas nos municipios da microrregido
de Uberaba-MG.
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Analisando a forma de aplicagdo de medicamentos e vacinas, das 36
propriedades estudadas, 75% (27) n&o realizam a troca de agulha, 5,5% (2) realizam a
troca a cada aplicacdo, 14% (05) trocam a agulha apds a aplicagdo em 10 animais, 5,5%
(02) realizam a desinfeccédo da agulha (FIGURA 9).
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Figura 9 - Forma de utilizagdo das agulhas nas propriedades avaliadas da microrregido de Uberaba-MG.

Nas 18 propriedades de Uberaba, 77,8% (14) ndo realizam a troca da agulha,
11,2% (02) trocam apo6s a aplicacdo em dez animais, 5,5% (01) troca a cada aplicacéo, e
5,5% (01) apenas realiza a desinfec¢do. Em Verissimo 75% (03) ndo trocam as agulhas
e 25% (01) trocam a agulha a cada aplicacéo.

Em Conceicdo das Alagoas 40% (02) trocam as agulhas a cada dez animais e
60% (03) nédo trocam as agulhas. Nas propriedades de Campo Florido 75% (03) néo
realizam a troca de agulhas e 25% (01) trocam ap0s a aplicacdo no décimo animal. Em
Conquista 33,3% (01) ndo trocam as agulhas, 33,3% (01) trocam as agulhas apos a
décima aplicacdo e 33,3% (01) realiza apenas a desinfeccdo. Nas propriedades de Agua
Comprida e Delta 100% ndo trocam as agulhas (FIGURA 10).
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Figura 10- Forma de utilizacdo das agulhas nas propriedades pertencentes aos municipios avaliados.

5.1.2 Estudo parasitologico

Durante o periodo experimental, das 327 amostras analisadas do estudo

epidemiolégico pelo teste de Woo e Buffy Coat nenhuma apresentou formas de

tripomastigotas de T. vivax.

5.1.3 Estudo soroepidemiologico

Considerando o ponto de corte 80, das 327 amostras coletadas dos animais
pertencentes a 36 propriedades da microrregido de Uberaba, 83,8% (274) eram
negativas enquanto 16,2% (53) eram positivas, ou seja, apresentavam anticorpos anti T.
vivax (FIGURAS 11, 12), e somente 6,5% dos animais positivos apresentaram
anticorpos anti T. vivax até a dilui¢do 1:160.
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Figura 11 - Tripomastigota de T. vivax marcada com isotiocianato de fluoresceina em IFI (400x).
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Figura 12 — Perfil de negatividade e positividade dos bovinos fémeas pertencentes a microrregido de
Uberaba-MG.

Das 36 propriedades 20 (55,6%) apresentavam no minimo um animal positivo
para T. vivax. Destas, 15 (75%) desenvolviam atividade leiteira, duas (10%) de corte e
trés (15%) mista. Observou-se diferenca estatistica significativa entre as propriedades
que desenvolviam atividade leiteira em relacdo a positividade para T. vivax (P<0,05)

Em relagéo aos procedimentos realizados com as agulhas utilizadas na vacinagéo
ou aplicacdo de medicamentos, notou-se que nas propriedades positivas 16 (80%) néo
trocavam as agulhas, trés (15%) trocavam a cada 10 animais e uma (5%) realizava a

desinfeccdo (FIGURA 13). A positividade de T. vivax nos animais pertencentes a
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propriedades que ndo trocavam agulhas foi estatisticamente superior em relacdo as que
realizavam outros tipos de manejo com as agulhas (P<0,05).
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Figura 13 — Perfil de positividade e negatividade das propriedades da microrregido de Uberaba (A) e

perfil epidemioldgico das propriedades positivas em relagdo ao tipo de atividade (B) e procedimentos
com agulhas (C).

Em Uberaba a positividade para T. vivax foi observada em 24,4% (40/164) das
amostras avaliadas enquanto em Verissimo 17% (6/35), Conquista 8,8% (3/34),
Conceicdo das Alagoas 3% (1/30) e em Campo Florido 9% (4/45). Nas cidades de Agua
Comprida (04/04) e Delta (15/15) 100% das amostras foram negativas (FIGURA 14).
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Figura 14 - Prevaléncia da tripanossomiase bovina nos municipios da Microrregido de Uberaba-MG.

Das 20 propriedades positivas, 12 (60%) das propriedades estavam localizadas
em Uberaba, trés (15%) em Campo Florido, duas (10%) em Verissimo, duas (10%) em
Conquista e uma (5%) em Conceicdo das Alagoas (FIGURA 15).
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Figura 15 — Percentual de propriedades positivas para T. vivax nos municipios da microrregidao de
Uberaba-MG.
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Em relacdo ao tipo de atividade desenvolvida nas propriedades positivas, em
Uberaba oito (66,6%) eram destinadas a leite, duas a corte (16,7%) e duas mistas
(16,7%). Em Campo Florido duas desenvolviam atividade leiteira (66,6%) e uma
atividade mista (33,4%). Em Verissimo, Conceicdo das Alagoas e Conquista 100%
possuiam atividade leiteira (FIGURA 16). A prevaléncia de anticorpos anti T. vivax nos
animais das propriedades dos municipios da microrregido de Uberaba que desenvolviam
atividade leiteira foi estatisticamente superior as que desenvolviam atividade de corte e
mista (P<0,05).
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Figura 16- Perfil das propriedades positivas para T. vivax em rela¢éo ao tipo de atividade desenvolvida.

Em Uberaba 11 (91,6%) propriedades positivas ndo trocavam agulhas durante as
vacinacOes ou aplicacdo de medicamentos nos animais e uma (8,4%) realizava a troca a
cada 10 animais. 100 % das propriedades positivas em Verissimo (2) e Campo Florido
(3) nédo realizavam a troca de agulhas e em Conceicdo das Alagoas a Unica propriedade
positiva trocava a agulha a cada 10 animais. Em Conquista uma (50%) trocava a agulha
a cada 10 animais e uma (50%) realizava a desinfeccdo (FIGURA 17). Diferenca
estatistica significativa foi observada nas propriedades positivas que nao realizavam
manejo com as agulhas (P<0,05).
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Figura 17 — Perfil das propriedades positivas para T. vivax em relagdo ao procedimento com agulhas.

5.2 ESTUDO DO SURTO

5.2.1 Estudo parasitoldgico

Das 16 amostras de sangue obtidas durante o surto da doenca no municipio de

Verissimo 50% (8) apresentaram formas tripomastigotas de T. vivax (FIGURA 18).

-

Figura 18 - Forma tripomastigota de T. vivax em esfregaco sanguineo corado pelo Panético Rapido®
(aumento 1000x).
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5.2.2 Estudo sorologico

Analisando as amostras de soro, por imunofluorescéncia indireta, obtidas
durante o surto em Verissimo pode-se observar que 100% (16) apresentaram anticorpos
anti T. vivax. Os titulos variaram de 80 a 1280 e 100% dos animais apresentavam titulo
de 80, 94% (15) 160, 68% (11) para 640 e 1280 (FIGURA 19).

100%
100 94 %

68 % 68 %

501

Percentual (%)

80 160 640 1280

Titulo

Figura 19 - Perfil dos titulos de anticorpos anti T. vviax dos animais provenientes de uma propriedade do
municipio de Verissimo-MG.

5.2.3 Perfil hematoldgico

5.2.3.1 Perfil eritrocitario

Os valores de referéncia de hemacia, hemoglobina e hematdcrito variam
respectivamente de 5,0 a 10,0 milhdes/mms3, de 8,0 a 15,00% e de 24 a 46%
(RADOSTITS et al., 2002).

O resultado das amostras de hemacia, hemoglobina e hematdcrito variaram
respectivamente de 2,41 a 6,08 milhdes/mm3 (4,03+1,0), 4,80 a 7,90 g% (6,43+3,67) e
de 14,40 a 27,9% (19,57+3,67). Na analise dos resultados eritrocitarios, observou-se
que 18,75% dos animais (03) apresentavam hemaécias dentro da normalidade e 81,25%

(13) apresentam valores inferiores aos descritos na literatura. Quanto as analises de
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hemoglobina e hematocrito, 93,75% (15) encontravam-se abaixo dos valores de
referencia e 6,25% (01) estavam dentro da normalidade e que 87,50% (14) estavam
abaixo da normalidade e 12,50% (02) dentro dos valores de referencia, respectivamente.
Os animais com exame parasitoldgico positivo apresentavam valores médios de
hemacias, hematocrito e hemoglobina inferiores aos animais com resultados negativos.

Com base nesses resultados observou-se que 14 (87,50%) animais apresentavam
anemia (FIGURA 20).
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Figura 20 - Percentual de animais anémicos e ndo anémicos durante o suto ocorrido em Verissimo-MG.

Os valores de referéncia para VCM e CHCM e HCM variam respectivamente
entre 37 a 54fL, 26 a 36g/dL e de 11,0 a 17,0 pg (RADOSTITS et al., 2002).

Os resultados de VCM, CHCM e HCM variaram respectivamente de 40,46 -
57,42fL (49,6046,59), 30,11 - 34,87g/dL (32,97+£1,07) e 12,56 - 19,03 pg (16,22+2,31).

Em relacdo ao VCM observou-se que 68,75% (11) das amostras estavam dentro
da normalidade e 31,25% (05) apresentavam valores aumentados. Para HCM 75% (12)
estavam normais e 25% (04) acima dos valores de referéncia, e para CHCM 100% (16)
das amostras estavam dentro da normalidade.

De acordo com os resultados obtidos observou-se que dos 14 animais anémicos,
10 (71,40%) apresentavam anemia do tipo normocitica normocromica e 04 (28,60%) do
tipo macrocitica normocrémica (FIGURA 21). Os animais com anemia macrocitica
normocrémica ndo apresentavam formas tripomastigotas de T. vivax no teste
parasitologico (Buffy Coat).
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Figura 21 - Tipo de anemia apresentada pelos animais do surto.

5.2.3.2 Perfil leucocitario

Os valores de referencia de leucdcitos totais, neutréfilos segmentados, linfécitos,
monacitos, eosindfilos e basofilo variam respectivamente de 4000 a 12000 mms3, de 600
a 4000 mms3, de 2500 a 7500 mms3, de 25 a 840 mm3, de 0 a 2400 mm3 e de 0 a 200 mm3
(RADOSTITS etal., 2002).

Os valores das amostras de leucocitos totais, neutrdfilos segmentados e
linfocitos variaram respectivamente de 4700 a 12300 mm?3 (8694+2154) de 990 a 21400
mm3 (4070+4781) e de 3268 a 8250 mm3 (5033+1551), enquanto os valores de
mondcitos e eosindfilos variaram respectivamente de 94 a 1540 mm3 (547+405), de 0 a
1476 mm3 (402 +£508). Basofilos foram encontrados em dois animais variando de 0 a
110 mms,

93,75% (15) dos animais apresentaram leucdcitos totais dentro da normalidade e
6,25% (01) leucocitose. Analisando neutrofilos segmentados pode-se observar que 75%
(12) dos animais encontravam-se dentro da normalidade e 25% (04) apresentavam
neutrofilia. Para linfocitos 87,15% (14) estavam dentro dos padrBes normais, enguanto
6,25% (01) tinham linfocitose e 6,25% (01) linfopenia.

Para monocitos, 18,75% (03) se encontravam com monocitose (FIGURA 22).
Para eosinofilos e basofilos, 100% (16) dos animais estavam dentro da normalidade. Os

animais ndo apresentaram desvio leucocitario.
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. A: Leucdcitos, B: Neutréfilos Segmentados, C:

Os valores de referéncia para fibrinogénio variam entre 300 a 700 mg/dL
(RADOSTITS et al., 2002). As amostras variaram entre 200 a 1200 mg/dL (600+253),

sendo a normalidade observada em 56,25% (09) dos animais, hiperfibrinogenemia em
31,25% (05) e hipofibrinogenemia em 12,50% (02) (FIGURA 23). A hipofibrinogemia

ocorreu somente em animais com resultados parasitologicos negativos.
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Figura 23 - Perfil de fibrinogénio nos animais do surto.

5.2.3.4 Plaquetas

Segundo Radostits et al. (2002), os valores de referéncia para plaquetas variam

entre 100.000 a 800.000 mma3.

Pode-se notar que 0s niveis variam entre 74,71 mm3 a 379.000 mm3
(212.249,00+107.915,78), sendo que 87,50% (14) das amostras estavam dentro da
normalidade e 12,50% (02) apresentaram trombocitopenia (FIGURA 24).
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Figura 24 — Perfil de Plaquetas nos animais do surto.
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5.2.4 Perfil bioquimico dos animais do surto

5.2.4.1 Perfil renal

Os valores de referéncia para ureia e creatinina variam respectivamente entre 20
a30 mg/dL e 1 a 2 mg/dL (KANEKO, et al., 1997).

Os resultados de ureia e creatinina variaram respectivamente entre 17 a 37
mg/dL (28+9) e de 0,50 mg/dL a 0,892 mg/dL (0,64+0,14). Nas analises para ureia,
50% (08) dos animais estvam dentro da normalidade, 25% (04) abaixo dos valores de
referéncia e 25% (04) urémicos (FIGURA 25). Quanto a creatinina, 100% das amostras
estavam abaixo dos valores de referéncia.

1009
80 1
60 50%

40
25% 25%

Percentual (%)

201

T
Normal Aumentado Diminuido

Uréia

Figura 25 — Perfil dos niveis séricos de ureia nos animais do surto.

5.2.4.2 Perfil proteico

Os valores de referéncia para albumina e proteinas totais variam respectivamente
de 3,02 3,50 g/dL e de 6,74 a 7,46 g/dL (KANEKO, et al.,1997).

Os valores de albumina e proteinas totais variam respectivamente entre 1,40 a
2,40 g/dL (1,94+0,37) e 2,30 e 6,80 g/dL (4,62+1,04). Das 16 amostras analisadas,
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100% apresentaram hipoalbuminemia, 6,25% (01) normalidade para proteinas e 93,75%

(15) se encontravam abaixo dos valores de referéncia utilizados (FIGURA 26).
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Figura 26 — Perfil proteico dos animais do surto.

5.2.4.3 Perfil hepatico

Os valores de referéncia de GGT e AST variam respectivamente de 6,10 a 17,40
U/L e de 78 a 132 U/L (KANEKO et al., 1997).

Os resultados de GGT e AST variaram respectivamente de 7 a 45 U/L (40£16) e
de 8,13 a 420,50 U/L (189,76+123,35).

Cabe citar que 68,70% (11) dos animais estavam dentro da normalidade para os
niveis de GGT e 31,30% (05) acima dos valores de referéncia. Quantos os valores de
AST, 68,75% (11) encontravam-se acima da normalidade, 18,75% (03) abaixo do valor

de referéncia e apenas 12,50% (02) apresentavam-se normais (FIGURA 27).
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Figura 27 - Perfil hepéatico dos animais do surto sendo, A: GGT e B: AST.

Os valores de referéncia de bilirrubina total, bilirrubina direta e bilirrubina
indireta variam respectivamente de 0,01 a 0,50 mg/dL, 0,04 a 0,44 mg/dL e de 0 a 0,03
mg/dL (KANEKO et al., 1997).

Os resultados das andlises de bilirrubina total, bilirrubina direta e bilirrubina
indireta variaram respectivamente de 0,21 a 0,89 mg/dL (0,34+0,21), 0,08 a 0,45 mg/dL
(0,15+0,11) e de 0,11 e 0,48 mg/dL (0,20+0,11). Para bilirrubina total, 87,50% (14) dos
animais estavam dentro da normalidade e 12,50% (02) apresentaram
hiperbilirrubinemia. Para bilirrubina direta 93,75% (15) estavam dentro da normalidade
e 6,25% (04) apresentaram hiperbilirrubinemia. Nas analises de bilirrubina indireta
100% (16) apresentaram hiperbilirrubinemia (FIGURA 28). Animais com
tripomastigota circulante apresentavam niveis séricos de bilirrubina total, direta e

indireta superiores aos animais negativos nos exames parasitoldgicos.
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Figura 28 — Perfil sérico de bilirrubina total, direta e indireta.

5.2.4.4 Perfil lipidico e glicémico

57

Os valores de referencia de colesterol e triglicérides variam respectivamente de
80 a 120 mg/dL e de 0 a 14 mg/dL (KANEKO, et al.,1997).

Os resultados de colesterol e triglicérides variaram respectivamente de 34 a 90
mg/dL (71£13) e de 7 a 20 mg/dL (11+4).

12,50% (02) dos animais apresentaram niveis séricos de colesterol dentro da

normalidade e 87,50% (14) hipocolesterolemia. Para triglicérides, 75% (12) estavam

dentro dos padrdes de referéncia e 25% (4) apresentaram hipertrigliceridemia (FIGURA

29). Animais negativos nos exames parasitoldgicos apresentam niveis séricos de

colesterol e triglicérides menores que os que apresentavam formas de tripomastigotas

circulantes.
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Figura 29 — Perfil lipidico apresentado pelos animais do surto. A: colesterol e B: triglicérides.

Os valores de referéncia de glicose variam de 45 a 75 mg/dL (KANEKO, et al.,
1997).

Os niveis séricos de glicose nas amostras variaram de 37 a 76 mg/dL (59+12).
Pode-se notar que 81,25% (13) dos animais encontravam- se normais, 12,5% (02)
apresentam hipoglicemia e 6,25% (01) hiperglicemia (FIGURA 30). Animais com
tripomastigotas circulantes apresentavam menor niveis séricos de glicose que 0s
animais negativos nos exames parasitologicos.
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Figura 30 — Perfil glicémico dos animais do surto.
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6 DISCUSSAO

Na anélise parasitologica realizada nas 327 amostras do estudo epidemiolégico,
ndo se detectou formas tripomastigotas de T. vivax, o que pode ser explicado pela baixa
sensibilidade dos testes parasitologicos (MASAKE et al., 1994, REBESKI et al. 1999,
CUGLOVICI et al., 2010) e pela auséncia de clinica nos animais (animais higidos).

A auséncia de parasitos ndo indica que os animais sejam negativos, isso porque,
na fase cronica da doenca a parasitemia ndo € detectavel por esfregaco sanguineo ou
teste de Woo (MADRUGA et al., 2006).

Trabalho realizado por Cuglovici e colaboradores, em 2010 em Igarapé-MG
mostrou que no inicio do surto a parasitemia era alta e no final de um ano ndo se
observava mais parasitemia detectavel.

Segundo Ventura et al. (2001) bovinos assintomaticos e em fase crbnica da
doenca tém a deteccdo do parasita pelos métodos parasitolégicos dificultada.

Sabe-se que a parasitemia € flutuante durante a infeccdo (MADRUGA et al.,
2006), o que torna dificil o encontro de parasitos em esfregacos sanguineos. Isso
justifica o achado de triposmastigota de T. vivax em apenas 50% das amostras colhidas
dos animais pertencentes a area do surto ocorrido em Verissimo-MG. Mas essa
positividade nos testes parasitologicos é superior a encontrada por Cuglovici et al.
(2010) em lgarapé-MG onde observaram 23,1% dos animais positivos no teste de Woo.

Segundo Madruga (1964), na fase superaguda a parasitemia é alta e persistente,
na fase aguda pode ser encontrado grande nimero de parasitos no sangue periférico, e
na fase cronica da doenca a parasitemia é baixa. Entdo, pode-se inferir que os animais
da area de surto se encontravam na fase superaguda ou aguda da doenca, pois
mortalidade em outros animais da propriedade ja havia sido observada.

A realizacdo de método de diagnostico sorologico como a RIFI pode comprovar
se 0S animais negativos nos exames parasitologicos eram realmente negativos ou se
encontravam na fase crénica ou subclinica da doenca. Segundo Cuglovici et al. (2010),
a fase cronica da doenca est4 associada com parasitemias baixas e flutuantes e o estudo
soroldgico é importante na complementacdo dos exames parasitologicos, uma vez que
0S animais sdo capazes de controlar a parasitemia ap0s a exposi¢cdo ao parasito. Isto
pode estar ligado a capacidade de resposta do sistema imunoldgico de alguns animais
(resisténcia inata ou adquirida) ou mesmo a baixa viruléncia do isolado de T. vivax

(UZOIGWE, 1986). Dos 327 animais, 16,2% apresentaram anticorpos anti T. vivax no
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titulo de 80, portanto se encontravam na fase cronica ou subclinica da doenca. Essa
prevaléncia € maior do que a encontrada por Cuglovici et al. (2010), quando iniciaram
0s aparecimentos de casos clinicos da doenca em Igarapé-MG, em 2007. A partir de
2009, Cuglovici et al. (2010) relataram aumento gradativo na prevaléncia dos titulos de
anticorpos no mesmo municipio.

Prevaléncias superiores ao do estudo epidemioldgico realizado na microrregido
de Uberaba foram encontrados na regido norte no estado do Para (83% a 96,7%) por
Guedes Junior et al. (2008), precisamente na sub-regido do Pantanal (34,48%), por Silva
et al. (1997), na Paraiba por Batista et al. (2007) (49%) e Batista et al. (2008) (41,6%) e
em Pernambuco onde Pimentel et al. (2012) registrou pela primeira vez a ocorréncia de
T. vivax em 100% do rebanho leiteiro em 2010.

Na regido norte, estado do Tocantins, Linhares et al. (2006) registraram
prevaléncia inferior (1,2%) a encontrada na microrregido de Uberaba, em bovinos vindo
do estado de S&o Paulo e que possivelmente poderiam ser negativos ou estar na fase
subclinica ou crbnica da doenca uma vez que eram provenientes de areas tidas como
livres para a doenca. Segundo Linhares et al (2006) os animais submetidos a essa
situacdo epidemioldgica teriam risco de apresentar a doenca clinica em decorréncia de
ndo serem imunes para a doenca e estarem entrando em &rea enzootica.

Nota-se que a prevaléncia da doenga na microrregido de Uberaba ainda se
encontra inferior aos estudos ja apresentados nos demais estados do pais, mas se
tratando de uma regido predominantemente de bovino leiteiro, onde o transito de
animais é frequente devido a grandes exposic¢des e a falta de um manejo mais adequado,
pode-se levar a um aumento dos casos de T. vivax na regido, o que poderia resultar em
prejuizo socio econémico, como sugerido por Paiva et al., 2000.

A maior prevaléncia foi encontrada no municipio de Uberaba (24,4%), seguido
pelo municipio de Verissimo (17%), Campo Florido (9%) e Conquista (8,8%). Essas
prevaléncias foram inferiores aos achados de Cuglovici et al. (2010) em fevereiro de
2009 no municipio de Igarapé no mesmo estado.

A maior prevaléncia em Uberaba se justifica pelo municipio possuir um rebanho
de alto valor genético e um elevado transito de animais vindos de varios estados,
principalmente durante exposicdes que sao realizadas ao longo do ano.

O transito de animais permite a entrada de animais infectados por T. vivax e
consequentemente o estabelecimento da doenca. 1sso pode ser observado nos trabalhos
realizados por Batista et al. (2007) e Pimentel et al. (2012) onde comentam que o
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transito de animais foi a provavel causa da introducdo deste parasita no estado de
Pernambuco e razdes semelhantes foram propostas por Carvalho et al. (2008) em surto
relatado em Igarapé-MG.

Segundo Madruga (1964), como os animais em fase cronica da doenca néo
manifestam sinais clinicos, é dificil controlar a movimentacdo de rebanhos, o que pode
justificar o aparecimento da doenca e a disseminacgéo do parasito.

Além do transito de animais, a realizacdo de exposicOes, a o tipo de atividade
desenvolvida na regido é importante para ser analisado, pois segundo Rodriguez-Batista
et al. (2005) animais destinados a producéo leiteira tem maior predisposicdo a doenca
por ficarem agrupados em currais onde se concentra maior populacdo de moscas.
Batista et al. (2007; 2008), estudando a ocorréncia de surtos por T. vivax na Paraiba,
atribuiram a presenca de vetores mecanicos, como tabanideos e Stomoxys sp., como
sendo um dos principais fatores responsaveis pela ocorréncia desta enfermidade.

Correlacionando esses fatores epidemioldgicos com os titulos de anticorpos
encontrados nos municipios, nota-se que a maior prevaléncia de anticorpos foi no
municipio de maior transito de animais (Uberaba-MG 24,4%) seguido pelos municipios
onde a atividade leiteira € superior a 50% que sdo Verissimo (75%), Campo Florido
(75%), Conceicdo das Alagoas (80%) e Conquista (66,7%) e em propriedades
destinadas a atividade leiteira.

As fazendas analisadas nos municipios de Delta e Agua Comprida ndo
realizavam atividade leiteira. Diante disso podemos inferir que o fato das propriedades
estudadas nos municipios de Agua Comprida e Delta ndo desenvolverem atividade
leiteira possa ser uma das causas para a totalidade das amostras serem negativas para
T.vivax.

Outro ponto importante para ser analisado e que interfere diretamente na
transmissdo de tripomastigotas de T. vivax é a transmissao iatrogénica (VARGAS;
ARELLANO, 1997; JONES; DAVILA, 2001).

O fato da maioria das propriedades (75%) néo realizarem a troca correta de
agulhas pode ser considerado outro veiculador da doenga, uma vez que nas propriedades
estudas o habito da néo substituicdo da agulha se mostrou frequente. Segundo Silva et
al. (2002) a reutilizagdo da mesma agulha em diversos animais é outro fator importante
na transmissdo de T. vivax, pois as formas sanguineas dos tripanosomas sao diretamente

transferidas de um animal para outro por agulhas contaminadas com sangue infectado.



62

Propriedades dos municipios de Uberaba, Verissimo e Campo Florido registraram
valores superiores a 70% da ndo realizacdo de troca de agulhas.

Analisando a soronegatividade dos animais por IFI na microrregido de Uberaba
notou-se que em 2011, 83,8% ndo apresentavam anticorpos anti T. vivax, ou seja, 0S
animais nunca tiveram contato com o agente, 0 que mostra que se trata de uma area
praticamente livre para a doenca e, portanto, estdo predispostos a apresentar sinais
clinicos quando submetidos a situagcdes que favorecam a transmissdo do agente como
mudangas no manejo nutricional, ambiente, estresse de transporte, uso de agulhas
contaminadas, presenca intensa de insetos vetores podem contribuir para o
estabelecimento de surtos da doenca em animais ndo imunes (LINHARES, et al., 2006,
PAIVA et al, 2001).

Segundo Desta, Ayalew, Hegde (2012), a doenca aparece normalmente nos
periodos chuvosos e quentes, propiciando o crescimento e reproducdo de moscas de
vetor.

O surto ocorrido em Verissimo pode ser explicado por alguns fatores
epidemioldgicos como elevados numeros de leilGes de gado que existem na regido, o
gue aumenta o transito de animais; elevado nimero de propriedades de leite, uso de
agulhas comuns para varios animais (transmissao iatrogénica) e aumento de moscas
(Stomoxys) devido ao uso de subprodutos de usinas.

Os sinais clinicos apresentados pelos animais como apatia, debilidade e fraqueza
sdo semelhantes aos observados no estudo conduzido por Silva et al. (1999) na regido
do Pantanal brasileiro e planicies da Bolivia. Segundo Stephen, (1986) as manifestacdes
clinicas da fase aguda sdo caracterizadas por anorexia, letargia, febre intermitente,
adenopatia generalizada, anemia, imunossupressao e em algumas ocasifes, morte em
menos de uma semana. Esses sinais clinicos, normalmente ocorrem ap0s picos de
parasitemia. Em Verissimo, 50% dos animais ndo apresentaram formas tripomastigotas
nos testes parasitoldgicos.

Como o T. vivax desenvolve todas as etapas de seu ciclo bioldgico no sangue
circulante, pois é um local onde encontra todos os elementos necessarios a sua fungéo
vital é frequente a observacdo de alteragcdes no quadro hematoldgico (ANOSA,
KANEKO 1983).

Neste contexto, a anemia foi observada em 87,5% animais e segundo Batista et
al. (2008) esta € a alteracdo clinica mais frequente em animais infectados naturalmente

ou experimentalmente por T. vivax, sendo atribuida a hemolise intra e extravascular,
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diminuicdo ou inibicdo da eritropoiese e hemorragias que promovem a reducao de
hemaécias, hematocrito e hemoglobina e geram consequentemente as anemias (ANOSA,;
KANEKO, 1983).

Ao avaliar os parametros hematologicos de bovinos infectados
experimentalmente por T. vivax e T. congolense, Maxie, Losos e Tabel (1979)
constataram o desenvolvimento de anemia macrocitica hipocrémica, associado a
trombocitopenia e leucopenia.

Esses resultados diferem dos achados hematologicos observados nos animais
infectados naturalmente, visto que a maioria dos animais apresentava anemia
normocitica normocrémica (71,4%) e normalidade de leucdcitos totais (93,7%),
neutréfilos segmentados (75%), linfocitos (87,15%), mondcitos (81,25%), eosindfilos e
basofilos (100%). E dos observados por Esuevi e Saror, (1983) onde relataram
leucopenia devida a linfopenia e neutropenia em gado zebu infectado
experimentalmente por T. vivax e do trabalho realizado por Ugochukwu (1986) que
observou que a infeccdo por T. vivax estava associada a diminuicdo dos valores
plasmaticos de leucocitos em bovinos, devido a uma significativa reducdo do numero de
eosindfilos, mondcitos e basofilos.

Entretanto, Saror, 1979 e Rhaymah, AL-Badrani, 2012 observaram, em animais
infectados por T. vivax, anemia do tipo normocitica normocrémica, com tendéncia a se
tornar macrocitica normocrdémica, o que corrobora com 0s achados eritrocitarios dos
animais infectados naturalmente neste estudo, onde as anemias variaram de nornocitica
normocrémica (71,4%) a macrocitica normocrémica (28,6%). Sendo a anemia
macrocomica somente observada nos animais com resultados parasitolégicos negativos.

Desordens hemostaticas constituem uma importante alteracdo observada em
animais parasitados por T. vivax e ocorrem devido a severa trombocitopenia (Olubayo,
Mugera, 1985) . Segundo esses autores a trombocitopenia é devido ao consumo de
plaquetas para a formacdo de microtrombos induzidos pelo parasita. Porém, a maioria
dos animais avaliados ndo apresentaram alteracdes plaquetarias (87,5%). A
trombocitopenia ocorreu em apenas 12,5% dos animais.

Em bovinos o fibrinogénio € uma proteina utilizada como marcador de processos
inflamatorios podendo preceder o desenvolvimento de neutrofilia e outras mudangas no
leucograma (LATIMER; MAHAFFEY; PRASSE, 2003). Como na tripanossomiase
africana o processo da inflamacdo se da com infiltracdo de células mononucleares em

praticamente todos os tecidos do corpo (JONES; DAVILA, 2001) esperava-se observar
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hiperfibrinogenemia. Porém, nos animais avaliados apenas 31,25% dos animais
apresentaram aumento de fibrinogénio e ndo foram observadas correlagdes entre esse
aumento e parasitemia.

A hipofibrinogenemia observada nos animais (12,5%) pode estar associada a
sindrome hemorragica (LATIMER; MAHAFFEY; PRASSE, 2003), visto que bovinos
infectados uma cepa queniana de T. vivax desenvolveram, ap0s cinco semanas de
inoculacdo, sindrome hemorragica (GARDINER, 1989).

Segundo Vertegen, et al. (1991), infeccBes por T. vivax afetam o metabolismo
energético e balanco de substancias nitrogenadas em cabras. Segundo 0s autores, 0s
animais apos a infecgdo aumentam a necessidade de energia para a mantenca em 25%, 0
que justifica 0 aumento sérico de ureia, excre¢ao urinaria de creatinina e perda de peso
dos animais. Esses achados corroboram com 0s baixos niveis séricos de creatinina
(100%), apresentados pelos animais naturalmente infectados e 0 aumento de ureia sérica
(25%).

Neste contexto, os dados obtidos sobre ureia e creatinina permitem inferir que o0s
animais ndo apresentam leséo renal, e que as elevacdes dos niveis séricos de ureia estdo
relacionadas ao desequilibrio energético dos animais avaliados. O que pode ser
justificado também pelas observacGes de Latimer, Mahaffey e Prasse (2003) que
mencionam que a diminuicdo da creatinina pode estar associada a diminui¢do de massa
muscular. Os animais avaliados apresentavam fraqueza e debilidade.

A diminuicdo de proteina total (93%) e albumina (100%) observada nos animais
também foram achados comuns em bovinos infectados experimentalmente com T. vivax
(SCHENK, et al., 2001, KATUNGA-RWAKISHAYA, 1996).

Segundo Latimer, Mahaffey e Prasse, (2003), hipoproteinemia e
hipoalbuminemia pode estar associada a hemorragias, mal nutricdo e doencas hepaticas.

Em relacdo a doencas hepaticas pode-se observar que 68,7% dos animais nao
apresentavam alteracdo hepatica, visto que AST e GGT encontravam-se entre os valores
normais citados na literatura e 31,3% apresentavam lesdo hepética devido a elevagdo
dos niveis séricos de GGT. Resultado semelhante também foi observado por Schenk, et
al., (2001)

As alteragdes de bilirrubinas observadas, principalmente em relacéo a bilirrubina
indireta que apresentou-se elevada em 100% dos animais, estdo relacionadas a hemolise
intra e extra vascular que o tripanosoma promove (LATIMER; MAHAFFEY;
PRASSE, 2003, BATISTA, et al. 2008).
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Alteracdo nos niveis plasmaticos de glicose tem sido apontada como um
importante achado clinico-laboratorial em animais infectados experimentalmente por T.
vivax (PAIVA, et al., 2009).

Segundo Van Dam, et al. (1997) reducdo dos niveis séricos de glicose foi
observado em cabras infectadas por T. vivax com correlacdo positiva ao aumento dos
niveis de &cidos graxos livres no plasma, sugerindo o aumento de substrato energético
para suprimir o balanco energético negativo. Segundo Kadima, et al (2000), a
hipoglicemia é atribuida ao gasto energético da hipertermia e a utilizacdo da glicose
pelo tripanosoma. Esses resultados diferem dos encontrados nos animais infectados
naturalmente onde a hipoglicemia foi observada em apenas 12,5% dos animais, e
hipocolesterolemia em 87,5% dos animais.

Em relacdo aos acidos graxos livres, a maioria dos animais infectados
apresentavam niveis séricos de triglicérides dentro da normalidade (75%) e
hipocolesterolemia (87,5%).

Hipocolesterolemia também foi encontrada em ovinos infectados
experimentalmente com Trypanosoma congolense sendo que o declinio dos valores de
colesterol inicia-se com o0 aparecimento dos tripanossomas na circulacdo, 0 que
provavelmente esteja associado a liberacdo de produtos pelo parasito quando lisados
(KATUNGA-RWAKISHAYA, 1996).
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

- A prevaléncia da tripanossomiase na microrregido de Uberaba-MG € baixa (16,2%).

- A microrregido de Uberaba possui animais com baixa resposta imune contra T. vivax 0
que pode predispor a ocorréncia de surtos da doenca.

- Animais em fase aguda da doenca apresentam anemia, hipoalbuminemia,
hipoproteinemia, hipocolesterolemia e hiperbilirrubinemia indireta.

- A tripanossomiase ocorre principalmente em propriedades que desenvolvem atividade
leiteira e que ndo realizam descarte das agulhas, sendo esses fatores importantes na
epidemiologia da tripanossomiase.

- Medidas profilaticas devem ser implantadas na regido para evitar a disseminacdo da

enfermidade.
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