UNIVERSIDADE DE UBERABA
PAULA BOEIRA BASSI

CINETICA DOS PARAMETROS CLINICOS, HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS
EM MODELO BOVINO NA INFECCAO EXPERIMENTAL POR Trypanosoma vivax

UBERABA, MG
2014



PAULA BOEIRA BASSI

CINETICA DOS PARAMETROS CLINICOS, HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS
EM MODELO BOVINO NA INFECCAO EXPERIMENTAL POR Trypanosoma vivax

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre
em Sanidade e Produgdo Animal nos Trépicos,
do Programa de Pés-Graduacdo em Medicina

Veterinaria da Universidade de Uberaba.

Orientadora: Profa. Dra. Joely Ferreira

Figueiredo Bittar.

UBERABA, MG
2014



PAULA BOEIRA BASSI

CINETICA DOS PARAMETROS CLINICOS, HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS
EM MODELO BOVINO NA INFECCAO EXPERIMENTAL POR Trypanosoma vivax

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Sanidade
Animal nos Tropicos do Programa de Pos-
Graduacdo em  Medicina  Veterinaria da
Universidade de Uberaba.

Aprovadaem: [/ |/

BANCA EXAMINADORA:

Profa. Dra. Joely Ferreira Figueiredo Bittar — Orientadora.

Universidade de Uberaba

Prof. Dr. Eustaquio Resende Bittar
Universidade de Uberaba

Prof. Dr. Marcos Vinicius da Silva
Universidade Federal do Triangulo Mineiro



Dedico este trabalho & minha mée Suzana pelo
incentivo, amor, dedicagdo e ao meu pai Joao
pelo exemplo de perseveranga na busca do
conhecimento e que apesar das dificuldades
soube transmitir toda sua sabedoria e apoio

constante.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Sanidade e Producdo Animal nos Trépicos - UNIUBE,
em especial aos professores por todo o ensinamento transmitido neste periodo, e aos

funcionarios, pelos servigos prestados e grande ajuda em diversos momentos.

A Profa. Dra. Joely Ferreira Figueiredo Bittar pela orientagdo nestes Gltimos quatro anos,
desde a Residéncia em Diagndstico Laboratorial. Agradeco pela confianca e por sempre
acreditar na minha capacidade pessoal, me oferecendo oportunidade de crescimento e

aprimoramento profissional.

As Veterinarias Jandra e Camila, e as biomédicas Giovanna e Renata dos laboratdrios do
Hospital Veterinario de Uberaba (HVU), que também estavam presentes e sempre me deram
suporte desde a minha especializacdo. Muito obrigada pela colaboracdo para a conclusdo

deste trabalho.

Aos Veterinarios: Rita, Débora e Luciano, e aos colaboradores Antbnio, Jandir, Toninho,
Cristiano e Fernando do setor de Grandes animais do Hospital Veterinario de Uberaba, pela
disponibilidade em me ajudar sempre, pela colaboracdo neste trabalho e cuidado com os

animais do projeto.

Aos meus colegas do mestrado Dénia e Luiz Flavio pela amizade, pela 6tima convivéncia,

pela ajuda e colaboragdo em todos 0s momentos que precisei.

Aos alunos de iniciagdo cientifica Everton, Guilherme, José Paulo, Marco Tulio e Rafael pelo
auxilio durante as coletas e disponibilidade, além da colaboracdo durante o experimento, com

certeza vocés também foram responsaveis por essa conquista.

Aos Prof. Dr. Olindo A. Martins Filho e Marcio Sobreira S. Aradjo do laboratério de
Biomarcadores de Diagnostico — Centro de Pesquisa Rene Rachou — FIOCRUZ, pela
colaboracéo e pelos ensinamentos essenciais sobre as técnicas e padronizagdo da citometria de

fluxo neste trabalho.

Ao Prof. Dr. Marcos Vinicius do laboratério de Imunologia da UFTM, pela disponibilidade
em me ajudar durante as mensuragdes e avaliagcBes por citometria de fluxo e nas anélises
estatisticas. Com certeza, teve fundamental participacdo na realizacdo de grande parte deste
trabalho.



A CAPES, pela concessdo da bolsa de mestrado, que foi imprescindivel para me dar suporte
para que este trabalho pudesse ser realizado.

Ao meu noivo Anderson, pelo amor, carinho e paciéncia nos momentos mais dificeis.

A toda minha familia que sempre me apoiou e que de alguma forma contribuiu para minha
realizacéo profissional.



RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a cinética dos pardmetros clinicos, hematoldgicos e
imunolégicos em bovinos infectados experimentalmente por Trypanosoma vivax, pois
atualmente pouco se sabe sobre as respostas imunes causadas por este parasito em bovinos
nas diferentes fases de infeccdo. Foram inoculados experimentalmente, dez bovinos, sendo
cinco do grupo infectado com 2x10° tripomastigotas de T. vivax/mL e cinco com solugéo
fisiologica (2mL SC e IM). Os animais foram acompanhados em relacdo aos parametros
clinicos (escore da condicdo corporal, temperatura retal, frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratoria), e sinais clinicos da enfermidade, parasitologia (BCT), hematologia
(hemograma), sorologia (RIFI) e imunofenotipagem, caracterizando perfil de LT CD4", LT
CD8*, LT yd (WCL1"), LB CD21", ativacdo linfocitaria (CD25%), células NK (CD335") e
ativacdo de mondcitos/macrofagos (CD14") em sangue periférico durante 90 dias. A
parasitemia foi observada somente no Gl a partir do 11° dpi, com pico no 18° dpi (2,1x
10%/uL), e manteve-se intermitente até o final do experimento (90 dias). A partir do 6° dpi até
0 90° dpi, os animais infectados apresentaram apatia, mucosas palidas, secrecdo ocular e
nasal, opacidade de cornea, diarreia, claudicacdo, aumento da temperatura corporal e
diminuicdo do escore corporal. No hemograma foi observado no grupo infectado reducéo
significativa dos pardmetros eritrocitarios, leucocitarios (neutréfilos, linfocitos e mondcitos) e
plaquetarios associados a parasitemia, sendo a anemia microcitica normocrémica a mais
prevalente. Quanto a imunofenotipagem de leucdcitos periféricos, na fase inicial (0-11° dpi),
foi observado aumento de LT CD4*, LT CD8", LT yé e IgM anti-T. vivax. A reducdo da
parasitemia foi evidenciada com elevacdo de CD14", da relacdo LT CD4*/CD8*, IgG e
reducdo de IgM. Enquanto que, entre 21°-90° dpi observou-se elevacdo da relagdo LT
CD47/CD8*, LT CD25*, LT CD21" e de IgG, e reducdo de LT CD4", LT CD8" e LT yd
provavelmente contribuiram para manutencdo da baixa parasitemia. O entendimento dos
sinais clinicos em conjunto com os mecanismos de resposta imune inata, celular e humoral
frente ao T. vivax permitira estabelecer protocolos imunoprofilaticos para a tripanossomiase

bovina.

Palavras-chaves: Tripanossomiase, bovino, imunofenotipagem



ABSTRACT

This study aimed to describe the kinetics of clinical, hematological and immunological
parameters in cattle experimentally infected with Trypanosoma vivax. Lately, few is known
about the immune responses caused by this parasite in cattle at different stages of infection.
The infected group with five calves were experimentally inoculated with 2x10°
trypomastigotes of T. vivax/mL (2 mL SC and IM) and the control group, five calves were
inoculated saline. Clinical parameters (body condition score, rectal temperature, heart rate and
frequency) and clinical signs, parasitology (BCT), hematology (complete blood count) and
immunology tests (IFAT and immunophenotyping) were evaluated. Immunophenotypic
profile of peripheral leukocytes was featured on LT CD4", LT CD8" , LT yd (WCI1"), LB
(CD21%), lymphocyte activation (CD25%), NK cells (CD335") and monocyte/macrophage
activation (CD14") for 90 days. The parasitemia was observed only in infected group from the
11" dpi, with a peak at 18" dpi (2,1 x 10%puL ), and remained until the end of the experiment.
From the 6" dpi until 90" dpi, the infected animals showed apathy, pale mucous membranes,
ocular and nasal discharge, corneal opacity, diarrhea, claudication, increased body
temperature and decrease body condition score. Blood cells count in the infected group
showed significant reduction in erythrocytes, leukocytes (neutrophils, lymphocytes and
monocytes) and platelets parameters associated with parasitemia, being the most prevalent
microcytic normochromic anemia. Immunophenotypic leukocytes profile in group of infected
animals showed increase of LT CD4", LT CD8", and LT yd IgM anti - T. vivax in initial phase
(0-11 dpi). Reduction of parasitemia was associated with an increase in CD14%, LT
CD4*/CD8" ratio and 1gG, plus reduction in IgM. Meanwhile, from 21" to 90" dpi, the higher
LT CD4*/CD8" ratio, LT CD25%, LB CD21* and IgG, plus reduction of LT CD4", LT CD8"
and LT yd which contributed to the maintenance of low parasitemia. Understanding of clinical
signs and the mechanisms of innate immune cellular and humoral response against T. vivax

will establish immune prophylactic protocols for bovine trypanosomiasis.

Key-words: Trypanosoma vivax, bovine, flow cytometry, immunophenotyping
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase € uma enfermidade causada pelo género Trypanosoma, sendo o
Trypanosoma (Dutonella) vivax (Ziemann, 1905) um dos protozoarios hemoflagelados mais
importantes responsaveis pela doenca em espécies de ungulados silvestres e domésticos,
principalmente bovinos na Africa e América Latina (OSORIO et al., 2008).

Na América Latina a transmissdo ocorre por vetores mecanicos atraves de outros
dipteros sugadores de sangue, além de transmissao por fémites como agulhas (HOARE, 1972;
GARDINER, 1989; SILVA et al., 2002).

T. vivax vem sendo de grande interesse para o Brasil, devido ao seu impacto negativo
sobre a pecudria. E um dos protozoarios mais importantes e patogénicos que causam a
tripanossomiase bovina (OSORIO et al., 2008; GARDINER, 1989). Geram grandes perdas
econdmicas devido a morte de cerca de trés milhdes de bovinos anualmente, tanto nos paises
africanos quanto nos paises da América do Sul. Em animais subclinicos o impacto econémico
também é significativo devido a diminuicdo da producdo de carne, leite e derivados,
resultando em perda de aproximadamente cinco milhdes de délares/ano (OSORIO et al.,
2008).

Este protozoario foi introduzido nas Américas provavelmente no século XIX
(LEVINE, 1973) e o primeiro relato no Brasil ocorreu nos anos 70 no Estado do Para em
bufalos (SHAW; LAINSON, 1972). Atualmente, trabalhos realizados no Brasil revelaram que
esta tripanossomiase foi encontrada nas regides nordeste (BATISTA et al., 2008; PIMENTEL
et al., 2012), sudeste (CARVALHO et al., 2008; CUGLOVICI et al., 2010; CADIOLI et al.,
2012), sul (SILVA et al., 2009) e principalmente centro-oeste (SILVA et al., 1999; SILVA et
al., 2004). A incidéncia de T. vivax no Brasil estd aumentando, principalmente devido ao
desconhecimento desta enfermidade pelos proprietarios e profissionais, além da falta de
controle, diagnostico e vigilancias insuficientes (SILVA et al., 2004).

Em Minas Gerais, o primeiro relato de ocorréncia do T. vivax foi na regido do Igarapé
em 2007 (CARVALHO et al., 2008). Na regido do Triangulo Mineiro ja foi constatado surto,
com prevaléncia de 16,2% em um levantamento soroepidemiolégico de bovinos realizado por
Frange (2013), na microrregido de Uberaba.

A tripanossomiase bovina € caracterizada pela presenca de formas tripomastigotas no
sangue e ocorre em animal assintomatico que pode evoluir da fase aguda para a crbnica
(OSORIO et al., 2008). Em surtos bovinos, ovinos e caprinos os sinais clinicos se

caracterizam na fase aguda como alta parasitemia associada a febre, anemia, fraqueza,
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diminuicdo na produtividade, perda de peso, crescimento restrito nos mais jovens, aborto e até
mortalidade, o que leva a principalmente perdas econdmicas nas propriedades (SCHENCK et
al., 2001; BATISTA et al., 2007; 2009; CARVALHO et al., 2008, FRANGE, 2013).

No Brasil, a tUnica droga liberada para tratamento contra T.vivax, é o aceturato de
diminazene que possui agdo tripanocida, porém ja demonstrou resisténcia do parasito a campo
com recorréncias de parasitemia (BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008). O que
dificulta ainda mais o tratamento dos animais e controle da doenca.

Os aspectos clinicos da doenca estdo associados as relacbes parasita-hospedeiro,
interferindo diretamente na resposta imune dos animais (CUGLOVICI et al., 2010). Na
América do Sul, a manifestagdo clinica ocorre em baixa frequéncia devido as caracteristicas
epidemioldgicas com transmissdo exclusivamente mecanica dificultando a variabilidade
genética e a patogenicidade nas primo-infeccdes e em condigdes experimentais podendo estar
relacionada a grandes quantidades de inéculo (DESQUESNES; GARDINER, 1993).

Os aspectos fisiopatolégicos provocados pelo T. vivax em bovinos e seus mecanismos
de modulacdo ainda ndo estdo completamente elucidados. Estudos relacionados as
tripanossomiases causadas por T. vivax, sugerem que 0S processos imunologicos
desempenham um papel fundamental na patogénese da doenga, pois desenvolvem resposta
imune com o controle da parasitemia evitando o aparecimento de sinais clinicos, porém sem
cura parasitolégica (BURATAI et al., 2006). Em alguns casos, animais imunossuprimidos e
suscetiveis a infeccdo mais grave, podem desenvolver uma resposta ineficaz, com o
aparecimento de sinais clinicos mais graves e mortalidade (GUEGAN et al., 2013).

Para o desenvolvimento de uma resposta imune, 0s leucdcitos séo as principais células
responsaveis contra as tripanossomiases, e a realizacdo do perfil fenotipico de leucdécitos
periféricos tem fornecido importantes resultados para caracterizacdo da patogénese nas
tripanossomiases (SATHLER-AVELAR et al., 2003; HILL et al., 2005; BODA et al., 2009;
BARAL, 2010). Porém, ha a necessidade de estudos sobre a interferéncia do T. vivax na
resposta imune, pois parte dos bovinos infectados desenvolvem manifestacdes graves da
doenca, apresentando formas clinicas altamente heterogéneas, sendo de grande importancia
ndo s para a compreensdo dos mecanismos imunes e alteragdes clinicas, mas para a aplicacdo
de terapias adequadas e o cuidado com estes animais no Brasil.

Sendo assim, este trabalho objetivou avaliar a cinética dos parametros clinicos,

hematoldgicos e imunoldgicos em bovinos infectados experimentalmente por T. vivax.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TAXONOMIA, MORFOLOGIA E BIOMETRIA

O género Trypanosoma, pertencente ao filo Euglenozoa, classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e subordem Trypanosomatina compdem as
tripanossomiases que infectam membros de todas as classes de vertebrados e podem ser
transmitidos pelos mais diversos vetores, tais como os invertebrados hematofagos (HOARE,
1972; GARDINER, 1989).

Trypanosoma vivax pertence a secdo salivaria (HOARE, 1972) e ao subgénero
Dutonella, pois faz a transmissdo do tipo inoculativa, ou seja, é transmitido pelas glandulas
salivares dos vetores e nos vertebrados multiplica-se assexuadamente for fissdo binaria de
forma continua como tripomastigotas (SILVA et al., 2002). Além deste, incluem mais trés
subgéneros: Pycnomonas, Nannomonas (T. congolense) e Trypanozoon (T. brucei, T. evansi).

T. vivax é um protozoario pleomérfico, apresentando o corpo alongado e achatado,
com extremidades afiladas e um grande cinetoplasto pds-nuclear (Figura 1). O flagelo surge
préximo ao cinetoplasto e emerge ao lado do corpo, correndo ao longo da membrana
ondulante (DAVILA et al., 1997). A caracteristica mais marcante do T. vivax, é a presenca de
um grande cinetoplasto, maior em comparacdo a outras espécies patogénicas, sendo
importante para diagnostico, pois facilita a identificacdo em esfregacos de sangue periférico
(HOARE, 1972). A membrana ondulante do T. vivax é mais desenvolvida em comparagdo ao
T. congolense e inferior ao do T. brucei. Apresenta também um flagelo livre que esta sempre
presente (OSORIO et al., 2008).

Grande cinetoplasto terminal

/ \§ \e)«:e/md,de \d“
/

membrana ondular |__(

imperceptivel K\ k

Flagelo livre sempre presente

Figura 1. Formas tripomastigotas do Trypanosoma vivax na corrente sanguinea do hospedeiro.

Fonte: http://www.fao.org
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A infeccdo é marcada por picos de parasitemias variando o nimero de parasitos e a
distribuicdo das formas segue um padrdo distinto (OSORIO et al., 2008). Estudos
morfométricos demonstraram similaridade entre os isolados de T. vivax sul-americanos e
aqueles do Oeste da Africa (SHAW; LAINSON, 1972; DAVILA et al., 1997). Segundo
Hoare (1972), durante a fase de parasitemia elevada, as formas tripomastigotas delgadas tem
comprimento variando de 23,6 a 27,0um, enquanto que na fase de baixa parasitemia, as
formas curtas e largas apresentando variacdo de 21,4 a 24,6um, sendo estas diferencas
influenciadas pelo hospedeiro mamifero. Segundo Shaw e Lainson (1972) estas diferencas
estdo relacionadas com a patogenicidade do isolado. Na Africa, o T. vivax encontrados da
costa Oeste apresentam forma mais curta e sdo de maior potencial patogénico e causam a
forma aguda da doenca, e as formas longas, que causam um quadro crénico, estdo presentes

no Leste do continente.

2.2 CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

O ciclo de vida do T. vivax envolve um hospedeiro invertebrado (vetor biol6gico), a
mosca do género Glossina, e um hospedeiro vertebrado que geralmente sdo os mamiferos
ungulados (OSORIO et al., 2008).

A espécie Glossina spp., € popularmente conhecida como tsé-tsé, que significa “mosca
que mata o rebanho”. Estéo restritas somente na Africa tropical e sio responsaveis pela forma
ciclica de transmissdo (MATTIOLI; WILSON, 1996).

Os hospedeiros definitivos mais comuns nas tripanossomiases causadas por T. vivax
sdo os bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos (GARDINER, 1989). Outros animais como 0s
equideos (LEVINE, 1973), ratos, camundongos ou cobaias sdo considerados refratarios a
infeccdo por T. vivax (CHAMOND et al., 2010).

No ciclo da infecgdo do T. vivax (Figura 2), a mosca tsé-tsé faz repasto sanguineo,
inoculando as formas infectantes no hospedeiro que passa para a forma tripomastigota e que
na circulacio sanguinea fazem multiplicacdo por fissdo binaria (OSORIO et al., 2008). A
mosca ingere as formas tripomastigotas, e no esdfago e faringe, se multiplicam e se
transformam em epimastigotas. Depois de 24 horas, estas migram em direcdo a hipofaringe da
mosca onde se multiplicam intensivamente nas glandulas salivares, se transformam
novamente em tripomastigotas, e depois em formas infectantes, também chamadas

tripomastigotas metaciclicas ou metatripanosomas (SILVA et al., 2002).
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Estagios na mosca tsé-tsé Estagios nos ruminantes
!Vlfzsca tfé'tSé fa‘z ropasto san'gtflneo Tripomastigotas metaciclicos
(injeta tripomastigotas metaciclicos) | injetados se transformam em
% @ ,:\,4 tripomastigotas na  corrente
V ] ™~ - sanguinea, que sdo levados a
Epimastigotas se multiplicar&bqj /—’ /\tﬂ @ outros locais
na glandula salivaria. -
Eles se transformam em ‘ > ¢
)

tripomastigotas metaciclicos /

Tripomastigotas se multiplicam por

/ fissdo bindria no sangue

: ‘1;'@'\—/ '® — @

Mosca tsé-tsé faz repasto sanguineo Tripomastigotas no sangue
(tripomastigotas da corrente
sanguinea sdo ingeridos)

Tripomastigotas se multiplicam por fissdo bindria

no canal alimentar da mosca tsé-tsé. = Estéglo diagndstico

A: Estagio infectivo

Figura 2. Ciclo bioldgico do Trypanosoma vivax nas moscas tsé-tsé e nos ruminantes na Africa.
Fonte: Adaptado de Baral (2010).

A transmissdo mecanica na Africa também pode ocorrer por outros dipteros sugadores
de sangue que atuam nesse caso, somente com vetores mecanicos (HOARE, 1972; OSORIO
et al., 2008). Foi demonstrado em condigbes experimentais com tabanideos, que na Africa, as
transmissGes mecanica e ciclica coexistem no campo, porém, apenas a transmissao mecanica
pode explicar a presenca permanente de T. vivax fora da regido onde existe a mosca tse-tsé
(DESQUESNES; DIA, 2004; DELAFOSSE et al., 2006).

Na América Latina, a transmissao € estritamente mecanica, ou seja, 0s parasitos sao
transmitidos através de hospedeiros invertebrados, principalmente por moscas hematofagas
dos géneros Tabanus spp. (mutuca) e Stomoxys spp. (mosca dos estabulos), sem
desenvolvimento ciclico nestes insetos (DESQUESNES, 2004; SILVA et al., 2002).

A adaptacdo a transmissdo mecanica por insetos vetores na América Latina restringiu-
se a variacdo antigénica deste parasito, sendo diretamente relacionada com sua
patogenicidade, indicando que, o estabelecimento de sinais clinicos graves nesses paises se
deve a intensidade da parasitemia e ndo a variedade antigénica (JONES; DAVILA, 2001).

Outra forma de transmissdo mecénica que pode ocorrer € através de fomites,
principalmente agulhas contaminadas com sangue contendo o parasito principalmente com a

utilizagdo de ocitocina em gado de leite para aumentar a producdo (SILVA et al., 2002).
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Na Africa, a transmissdo transplacentaria por T. vivax é incomum e apresenta baixa
relevancia na epidemiologia da doenca (OGWU; NURU, 1981). Na Ameérica Latina, por outro
lado, a transmissdo transplacentéria ja foi relatada durante um surto da infec¢do no Brasil
(BATISTA et al., 2012) e parece ser de relevancia epidemioldgica na Venezuela
demonstrando a ocorréncia de infeccdo perinatal pode ser antes ou apds o parto
(MELENDEZ; WILLIAM, 1993).

2.3 CURSO DA INFECCAO

O curso da infeccdo por T. vivax depende de uma série de fatores, entre eles o
hospedeiro (espécie, raca, idade, tripanotolerancia), presenca do vetor biolégico ou mecéanico
e patogenicidade do inéculo.

A parasitemia apresenta flutuacdes irregulares, até mesmo durante o dia (OSORIO et
al., 2008). A literatura ndo descreve ritmo circadiano, ou mesmo uma periodicidade da
parasitemia. Em alguns casos ocorrem niveis elevados de parasitemia no periodo da manha e
niveis mais baixos no periodo da tarde em um mesmo dia (OSORIO et al., 2008). O periodo
inicial de parasitemia pode durar entre uma semana e dois meses antes das formas
tripomastigotas se tornarem indetectaveis no sangue. Apds essa fase, os periodos de
recorréncia da parasitemia podem ocorrer (MATTIOLI; WILSON, 1996).

O periodo pré-patente apresenta variacdes durante as infeccBes por tripanossomas
entre pequenos e grandes ruminantes (HOOF et al.,1948). Em ovinos e caprinos, o periodo de
pré-patente variou de quatro a 12 dias pos-inoculacdo (dpi) (HOOF et al., 1948; ALMEIDA et
al., 2008), enquanto que em bovinos esse periodo pode variar de nove a 14 dias para 0s
isolados virulentos e de trés a 59 dias nas infeccOes com isolados menos patogénicos
(HOARE, 1972; SCHENCK et al., 2001; HILL et al., 2005; ADAMU et al., 2007).

Estudos realizados por Adamu et al. (2007) na Africa em regido onde héa presenca da
mosca tsé-tsé, touros zebus foram infectados experimentalmente com T. vivax para avaliar a
gravidade dos danos testiculares causados pelo parasito, e mostraram que a parasitemia
ocorreu entre 4-5 dpi e o pico de parasitemia no 6° dpi.

No Brasil, no estado do Mato Grosso do Sul, o estudo de Schenk et al. (2001),
demonstraram a presenca de T. vivax na circulagdo sanguinea a partir do 3° dpi em todos 0s
bezerros infectados experimentalmente, sendo que o pico ocorreu no 5° dpi e persistiu com

variagOes de parasitemia até o 30° dpi com animais apresentando sinais subclinicos. Os
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resultados obtidos sugeriram que a adaptacdo a transmissdo mecénica na Ameérica latina reduz
a variagdo antigénica do parasito, podendo ser um dos principais fatores a ser considerado
devido a diferenciacdo das manifestacdes clinicas entre cepas africanas e americanas.

A infeccdo por T. vivax pode ser superaguda, aguda ou cronica. A infeccdo
superaguda é caracterizada por parasitemia alta e persistente, levando o animal a Obito
rapidamente dentro de trés semanas de infeccdo. A infeccdo aguda é caracterizada por elevada
parasitemia em associacdo a diminuicdo dos parametros eritrocitarios, levando a anemia,
podendo durar de 2 semanas a 2 meses apos infeccdo. Na fase cronica, 0s animais que nao
morrem, 0s parametros eritrocitarios tendem a aumentar (ou até voltar aos parametros
fisiologicos) em torno de 6 a 8 semanas, porém ainda observam-se recorréncias da
parasitemia em baixas concentracdes podendo se estender por varios meses e até anos
(TAYLOR; AUTHIE, 2004).

2.4 FISIOPATOLOGIA, ALTERACOES HEMATOLOGICAS E CLINICAS

Em bovinos com infeccdo natural ou experimental por T. vivax, a anemia é a
manifestacdo mais frequente (SILVA et al., 1999; SCHENK et al., 2001; BATISTA et al.,
2008) e tem sido considerada como parametro principal para monitorar a gravidade da doenca
nas tripanossomiases (GARDINER, 1989; D’IETEREN et al., 1998). Essa alteracdo pode
estar atribuida a hemdlise intra e extravascular causada pelo protozoario mais especificamente
devido a um processo autoimune com deposicao de imunocomplexos desencadeada durante a
infeccdo, podendo levar a lesbes teciduais principalmente inflamagdes ou necrose em baco,
figado e cérebro, além de incremento da fragilidade osmética por acdo da febre, edema
cerebral e diminuicdo ou inibicdo da eritropoiese e hemorragias (ALMEIDA et al., 2008;
BATISTA et al 2008; CHAMOND et al., 2010).

As hemécias sao revestidas pelos complexos imunes, e sdo destruidas pelo sistema
fagociticomononuclear (baco e figado) do hospedeiro, desencadeando a eritrofagocitose
(TAYLOR, 1998). Guegan et al. (2013) caracterizaram uma familia multigénica de trans-
sialidases no T. vivax, que sdo enzimas liberadas no soro do hospedeiro ap6s o
reconhecimento das tripomastigotas pelos macrofagos durante a infec¢do, sendo capazes de
desencadear eritrofagocitose.

No hemograma, a anemia esta relacionada com a queda acentuada dos parametros do

namero de hemécias, concentragdo de hemoglobina e hematdcrito sendo classificada como
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anemia macrocitica normocrémica (SILVA et al., 1999). Pode ser verificada anisocitose,
policromasia e presenga de corpos intracelulares de Howell-Jolly, que sdo resultantes de
mudancas regenerativas que ocorrem para compensar a perda de eritrécitos durante a infec¢éo
por T. vivax (BATISTA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008).

A leucopenia também é uma das alteracbes mais frequentes e a diminuicdo da
contagem também pode estar relacionada com a ativacdo do sistema fagociticomononuclear
acarretando em fagocitose (CHAMOND et al., 2010). A presenca da parasitemia esta
associada as mudancas das populagdes de leucdcitos, sendo que leucopenia com linfopenia e
neutropenia, é sugestiva de aumentos dos antigenos do parasita na circulagdo (ALMEIDA et
al., 2008).

A trombocitopenia é outro achado que também esta associada diretamente com o
aparecimento da parasitemia nas tripanossomiases e também ocorre pelos mesmos processos
desencadeados pela anemia (ASSOKU; GARDINER, 1989; CHAMOND et al., 2010), pois
também hé fagocitose generalizada plaquetas pelos macréfagos (MURRAY; DEXTER, 1988;
GARDINER, 1989; CHAMOND et al., 2010).

Considerando entdo que a doenca afeta mdultiplas linhagens de células sanguineas
(hemécias, linfécitos e neutrofilos), hipoteticamente poderia levar a defeitos na hematopoiese
contribuindo para a pancitopenia nas tripanossomiases (ANDRIANARIVO et al., 1995).

Nas infecgbes por T. brucei, este parasito induz a liberacdo de citocinas pelos
macrofagos, em particular o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico (NO), que
possuem acdo tripanocida e sdo capazes de causar inflamacdo e consequentemente o
aparecimento dos sinais clinicos no hospedeiro (BARAL, 2010; VINCENDEAU E
BOUTEILLE, 2006). Os macréfagos ativados alternativamente liberam L-ornitina, um
aminoéacido presente nas inflamacdes agudas, induzindo a reparacéo tecidual e modulacédo da
resposta imune levando ao aumento da parasitemia e aparecimento da anemia. Um fator
desencadeante de linfdcitos derivado do tripanosoma induz a producéo de interferon gama
(IFN-y) pelos linfocitos T (LT), que também esta envolvido na modulag@o do sistema imune,
facilitando o desenvolvimento parasitério.

Outros componentes antigénicos, principalmente as glicoproteinas variaveis de
superficie (VSG), que é inteiramente coberta com uma monocamada feita de 107 copias
dessas moléculas, sofrendo mudancas antigénicas continuas. Esta variacdo é um dos
mecanismos adaptativos exibidos pelos tripanosomas apresentando funcdo de tréfico
macromolecular em que a VSG ligado ao anticorpo séo selecionados e endocitados. As VSGs

induzem a producdo de anticorpos especificos pelos linfocitos B (LB), causando lesdes
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teciduais devido a deposicdo de imunocomplexos (VINCENDEAU; BOUTEILLE, 2006)
(Figura 3).

@.Wdlﬁ

| / \

L-ornitina TNF-a, ON Anticorpos

N 7T

Desenvolvimento
parasitario |nﬂama(_;ao Lesdes
Caquexia teciduais

Figura 3. Espécies de tripanosomas transmitidas pela mosca tsé-tsé induzem a secrecdo de varios componentes a
partir de células imunologicas. Além dos seus efeitos tripanocidas, estas moléculas também estéo envolvidas em
mecanismos deletérios para os tecidos do hospedeiro e/ou favorecer o desenvolvimento do parasito. (T:
tripomastigota, M@: macréfago; LT: linfocito T; LB: linfocito B).

Fonte: Vincedeau e Bouteille (2006).

Na América latina, surtos de tripanossomiase bovina com manifestacdes graves da
doenca, geralmente estdo acompanhados de febre, anemia, mucosas palidas, apatia, anorexia,
linfoadenomegalia, frequéncias respiratéria e cardiaca aumentadas, perda de peso, diminuicado
da producéo de leite, aborto, hemorragia visceral principalmente no trato gastrointestinal, e
morte (SILVA et al. 2002; SILVA et al., 2004; BATISTA et al., 2007; OSORIO et al., 2008).

As lesbes caracterizadas pela infec¢do por T. vivax podem levar ao aparecimento de
sinais clinicos como ceratite, opacidade da cornea, secrecdo ocular e nasal (BATISTA et al.,
2008; CADIOLI et al., 2012), edema subcutaneo da cabeca, epistaxe, salivagdo excessiva
(BATISTA et al.,, 2007, 2011; CUGLOVICI et al., 2010), alteracdes neurologicas como
tremores musculares e incoordenagéo motora (BATISTA et al., 2008; BATISTA et al., 2012),
miocardite com acimulo de liquido no saco pericardio e hemorragias no epicardio (MASAKE
1980; KIMETO et al. 1990; CHAMOND et al. 2010).

Outra alteracdo importante € o comprometimento do musculo esquelético observado
nas infeccgdes por T. vivax. O estudo de Almeida et al. (2010) sugeriram haver lesdo muscular
em ovinos infectados por T. vivax. Neste estudo, foi observado diminui¢do na concentragéo de

aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase (CK), sendo que, estas enzimas
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caracterizam uma alteracdo muscular esquelética. Esta diminui¢do pode contribuir para a
morte celular, resultando até em neurodegeneracdo. Cadioli et al. (2005) verificaram que em
ratos infectados com T. evansi, apresentaram emagrecimento progressivo até caguexia, com
perda do tbnus muscular e transtornos motores, evoluindo para paraplegias atribuidas as
lesGes que envolvem o sistema nervoso central e muscular.

As alteragOes reprodutivas também sdo importantes nas infecgdes por T. vivax, pois
também interferem diretamente na producdo animal, ocasionando problemas diretos na
economia agropecuaria. Adamu et al. (2007) verificaram que a infeccdo por T. vivax em
touros podem causar danos severos ao testiculo e epididimo resultando em infertilidade ou até
esterilidade. Ja nas fémeas, foi observado aborto no terco final da gestacdo e observagdo de
bezerros natimortos (SILVA et al., 2004; DELAFOSSE et al., 2006; BATISTA et al., 2007).

Os animais que se recuperam da doenca podem se tornar reservatorios, com baixos ou
mesmo indetectaveis contagens sanguineas do parasito (DELAFOSSE et al., 2006; BARAL,
2010). Em baixa parasitemia, os tripanosomas podem ser encontrados extravascularmente em
linfonodos (HOARE, 1972), no plexo cordide e humor aquoso dos olhos, e no fluido
cerebrospinal (BODA et al.,, 2009). Como consequéncia, quando h& imunossupressao ou
debilidade nestes animais, o0 parasito pode se espalhar rapidamente devido ao trénsito de
animais, além de combinar com a disponibilidade de potenciais vetores mecéanicos
(DESQUESNES, 2004).

2.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA DO HOSPEDEIRO

Por ndo haver descricdo detalhada da resposta imune de bovinos contra T. vivax a
revisao abaixo foi realizada em relagdo aos tripanosomatideos de forma geral, abrangendo
principalmente as espécies da secdo salivaria como T. brucei e T. congolense, pois 0s
mecanismos do ciclo biolégico e resposta imune inata e adaptativa demonstram ser
semelhantes em varios aspectos.

A resposta imunoldgica nas tripanossomiases € complexa, desde a infeccdo até a
protecdo imunoldgica. Apos a infeccdo, as formas infectantes (tripomastigotas) se movem a
partir do local de inoculagéo, para todas as partes do organismo pelo do sistema sanguineo e
linfatico (OSORIO et al., 2008). O prognostico da doenca varia consideravelmente devido a
complexidade da interagdo parasito-hospedeiro, resultando em mecanismos de resposta imune
adaptativa celular e humoral (BLACK et al., 2001; BODA et al., 2009). Em animais com
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tripanotoleréncia, a resposta pode ser mais répida e eficaz levando ao ndo aparecimento de
sinais clinicos graves do que em comparacdo aos animais suscetiveis (NAESSENS et al.,
2002).

Diferentes aspectos clinicos da doenca por T. vivax estdo associados com as relacdes
parasita-hospedeiro, interferindo diretamente na resposta imune dos animais (CUGLOVICI et
al 2010, OSORIO et al., 2008). A maioria dos bovinos infectados nas tripanossomiases evolui
para a fase cronica e podem permanecer clinicamente assintomaticos (oligissintomaticos),
sendo definidos animais como tripanotolerantes (TAYLOR, 1998; D’IETEREN et al., 1998).

A tripanotolerancia é definida como a capacidade dos hospedeiros, de diferentes
origens genéticas, em controlar a parasitemia e anemia relacionada, que s&o dois dos
principais efeitos patogénicos (TAYLOR, 1998; NAESSENS et al., 2002). Este fendbmeno
depende das cepas envolvidas e pode ocorrer em bovinos com idade, estado nutricional e
condicBes de estresse variado, podendo estar envolvido também em infecgdes intercorrentes
(HILL et al., 2005). Animais tripanotolerantes parecem controlar a parasitemia pela resposta
imune inata, independente da resposta adquirida (TAYLOR, 1998).

Entretanto, Tabel et al. (2008) relatam que o mecanismo da imunossupressdo de
acordo com infec¢Bes causadas por T. brucei ainda € uma questdo ndo definida, pois ainda
ndo se sabe qual o mecanismo de mediacdo da resposta imunoldgica. Segundo Taylor (1998),
a imunossupressdo causada pelas tripanossomiases € marcada por uma diminuicdo na
proliferacdo de LT e na producédo de citocinas auxiliares, podendo estar associado ao sistema
imunoldgico fagociticomononuclear em estado de imunossupressao para outros antigenos. A
supresséo generalizada foi relatada afetando as fungdes tanto na resposta imune humoral (LB)
quanto na resposta imune celular (LT), consequentemente, levando a ocorréncia de patologias

induzidas pelo tripanosoma.

2.5.1 Resposta imune Inata

A resposta imune inata é o principal mecanismo de protecdo contra a infeccdo por T.
congolense e T. brucei (HILL et al., 2005; BARAL, 2010). Uma vez que as formas
infectantes sdo inoculadas pela picada do vetor nos hospedeiros mamiferos, elas enfrentam as
primeiras barreiras do sistema imune inato (BARAL, 2010).

Na tentativa de eliminar o parasito, o bovino (hospedeiro) possui barreiras fisico-
quimicas, como o epitélio (pH e acidos secretados), além de substancias solUveis, como

enzimas presentes em superficies e secre¢des, citocinas (tipo 1) como interferons, proteinas
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do sistema complemento e proteinas de fase aguda (amil6ide, haptoglobulina, fibrinogénio), e
ainda, células (neutrdfilos, plaquetas, macréfagos, células dendriticas, células natural killer)
que irdo participar na destruicdo e eliminacdo do antigeno (FLYNN et al., 1994). Estes
mecanismos de defesa sdo importantes para iniciar uma resposta inflamatoria aguda contra
antigenos do tripanosoma e manter a saude dos animais e se esta fungdo for interrompida por
qualquer raz&o, o animal torna-se mais susceptivel a infecg&o.

Entretanto, os tripanosomas necessitam de mecanismos para burlar a resposta imune
do hospedeiro. Uma das principais caracteristicas antigénicas dos tripanossomas é a presenca
das glicoproteinas de superficie (VSGs), que cobrem praticamente toda a membrana e é o
antigeno de superficie predominante (BARAL, 2010). Este mecanismo provavelmente
protege os parasitas da morte mediada pelo complemento e fuga dos tripanosomas do sistema
imunitario do hospedeiro. Alguns mecanismos encontrados no T. brucei, tais como
nivelamento de cobertura da superficie pela ligacdo dos fatores imunes e restricdo dos
receptores invariaveis no flagelo, pode tornar o parasito inacessivel para a resposta imune do
hospedeiro (BARAL, 2010).

T. brucei pode induzir a ativacdo (classica) dos macrofagos pela liberacdo de DNA na
fase aguda, a partir dos tripanosomas mortos na corrente sanguinea e também pelas VSGs de
membrana, na porc¢do glicosil inositol fosfato (GIP) associado & cadeia lateral da galactose.
Essa ativacdo dos macréfagos resulta em producdo direta de TNF-a e secregdo de interleucina
(IL) como IL-1, IL-6 (citocinas do tipo 1) substancia tripanocida como 6xido nitrico (NO)
com funcgdes pro-inflamatérias e (COLLER et al., 2003; HARRIS et al., 2006; BARAL,
2010).

Os macréfagos sdo importantes na resposta inata contra as tripanossomiases nos
bovinos, pois desempenham funcdo protetora, promovendo a fagocitose dos parasitos
opsonisados com anticorpo e secrecdo moléculas tripanotoxicas que estdo envolvidas no
controle do primeiro pico de parasitemia (HARRIS et al., 2006). Entretanto, as concentrages
IL-1 e TNF-a aumentam nas fases iniciais da doenca, e pode ser parcialmente responsavel
pelos efeitos patogénicos das infeccBes por protozoarios hemoflagelados (COLLER et al.,
2003). Segundo Baral (2010), os macrofagos podem agir nesses casos de forma prejudicial
por fagocitar e destruir heméacias e leucoOcitos e seus progenitores resultando em
hipersensibilidade do tipo IV (Figura 4).

As células natural killer (NK) dos bovinos também desempenham um papel
importante neste tipo de resposta imune, influenciando o desenvolvimento da imunidade

celular adquirida, pois regulam respostas mediadas por LT (PASTORET et al., 1998). A
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inducdo da ativacdo de células NK depende principalmente da IL-12 produzida pelos
macrofagos ativados e células dendriticas (Figura 4), o que tem sido demonstrado pelo
aumento da atividade litica dos macréfagos do hospedeiro contra alvos sensiveis a acdo de
celulas NK (BARAL, 2010).
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Figura 4. Viséo simplificada dos mecanismos inatos de imunidade contra infec¢des por tripanosomas.

(+) regulagdo positiva, (-) regulacdo negativa, (?) regulagdo ndo confirmada, (M@) mondcito/macrofago, (M@c),
monocito/macréfago classicamente ativado, (M@a) mondcito/macrdéfago alternativamente ativado, (NK) células
natural killer, (LT aux) linfocitos T auxiliares, (DC) células dendriticas.

Fonte: Adaptado de Baral (2010) e Namangala et al. (2001).

Tipicamente, as células NK sdo as primeiras a responderem durante a infeccdo com
agentes patogénicos (intracelulares), produzindo IFN-y em resposta a infeccdo, além de
promoverem a maturacdo das células dendriticas e respostas mediadas por LB (BASTOS et
al., 2008). Nas tripanossomiases, que sdo causadas por patdgenos extracelulares, essa resposta
ndo e eficaz, porém o papel do interferon- gama (IFN-y), e o papel do NO e IFN- y em
conjunto com a resposta por anticorpos, tém sido considerados cruciais no controle da
infeccdo por T. congolense e por T. brucei no primeiro pico de parasitemia (MAGEZ et al.,

2006). Por outro lado, na infec¢do por T. evansi, embora os niveis de TNF-a, IFN-y ¢ NO
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estejam elevados na fase inicial da infeccdo, nenhuma destas moléculas pareceram ser
importante para o controle da parasitemia bem como para a sobrevivéncia do hospedeiro
(BARAL, 2010).

Os neutréfilos também possuem atividade importante neste tipo de resposta e estdo
presente nas inflamagOes teciduais. Segundo Espinoza et al. (2000), foi avaliado que em
novilhas e bezerros infectados experimentalmente por T. vivax houve mudancas significativas
no numero total de neutrofilos, em associagdo com o processo patoldgico de hemolise na fase
inicial e no periodo pré-patente. Esta alteracdo fisiopatoldgica ocorreu também para outras
tripanossomiases (MURRAY; DEXTER, 1988). Sandoval et al. (1996) observaram a
presencga de neutropenia em grandes e pequenos ruminantes infectados com T. vivax na fase
aguda e no pico de parasitemia, devido a transmigracdo para os tecidos lesionados durante

processo inflamatdrio e fase aguda da infeccdo (SANDOVAL et al, 1996).

2.5.2 Resposta imune Adquirida

2.5.2.1 Resposta Celular

A resposta adquirida celular é caracterizada pela participacdo dos LT auxiliares
(CD4") e citotdxicos (CD8"). De maneira geral, os LT quando estimulados por um antigeno
do parasito, se diferenciam em LT efetores para desenvolver LT de memoria posteriormente.

Os LT agem como efetores pela da citotoxicidade mediada por célula (LT citotoxicos),
secretando perforinas e granzimas, ou pela producdo de citocinas (LT auxiliares), incluindo
IL-4 e IL-13, para ativar outras células efetoras, tais como LB, células apresentadoras de
antigeno, principalmente macrofagos e células dendriticas (BARAL, 2010). Nas infeccdes
por T. brucei, T. congolense e T. vivax em bovinos, os LT melhoram as respostas dos LB,
principalmente pela secrec¢éo de citocinas mediando troca de classe de anticorpos (TABEL et
al, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Viséo simplificada dos mecanismos inatos e especificos nas infecgdes por tripanosomas. (+) regulacéo
positiva, (-) regulacdo negativa, (?) ndo confirmado, (M@) mondcito/macrofago, (M@c), mondcito/macrofago
classicamente ativado, (M@a) monocito/macréfago alternativamente ativado, (NK) células natural killer, (LT
aux) linfocitos T auxiliares, (LT cit) linfocitos T citotdxicos, (LB) linfdcitos B, (DC) células dendriticas.

Fonte: Adaptado de Namangala et al. (2001) e Baral (2010).

Durante as infecgdes agudas, o hospedeiro desenvolve uma resposta imune por LT
contra 0 agente patogénico, caracterizado por uma proliferacdo rapida e funcional
(citotoxicidade e producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2). No entanto, durante a infec¢éo cronica,
os LT, tanto LT CD4" quanto LT CD8", tornam-se progressivamente exaustos e gradualmente
perdem a capacidade de montar uma resposta eficaz para a recuperagdo da infeccdo, bem
como a sua funcionalidade.

Estudo desenvolvido por Naessens et al. (2002), em que comparou bovinos depletados
para LT CD4" e normais, foi observado nos animais com deplecdo LT CD4" reducdo dos
titulos de anticorpos, sugerindo que as respostas geradas durante a infec¢éo por T. congolense
sdo, na sua maioria, dependentes de LT. Entretanto nesse mesmo estudo, constatou-se que a
subpopulacdo de LT CD8" ndo foi influenciada para controlar a parasitemia nem anemia.

Segundo D’Leteren et al. (1998), os tripanossomas que sao transmitidos pela mosca
tse-tsé, principalmente T. congolense, T. vivax e T. brucei, liberam moléculas

imunomoduladoras que deprimem as respostas dos LT no hospedeiro infectado. No modelo
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murino, os extratos sollveis de T. congolense tém demonstrado um efeito supressivo, in vitro,
através da inducdo de LT CD8", pela segregacdo de IFN-y ativando macréfagos e suprimindo
a proliferacdo de LT (D’LETEREN et al., 1998).

A relacdo CD4*/CD8* também é um parametro importante durante as infecces nas
tripanossomiases. A relagdo tende a aumentar no inicio da infecgdo por T. congolense devido
a alteracdes nas proporc¢des de linfécitos principalmente com aumento de LB (ELLIS et al.,
1987, HILL et al., 2005).

Foi observado que subpopulacoes de LT CD4*, denominadas T reguladoras (LT reg)
detém atividade importante no controle da resposta imune (SAKAGUCHI et al., 1995). Essas
células apresentam funcgdo protetora em varias situac@es patoldgicas, que possuem o marcador
de superficie CD25", que expressam constitutivamente o receptor de cadeia da IL-2Ra, € o
repressor de transcricdo FOXP3, sendo assim denominadas CD4"CD25" (BODA et al., 2009;
SAKAGUCHI et al., 1995).

A participacdo dos LT gama-delta (LT yd) na resposta imune adquirida apresenta
funces semelhantes ao LT CD4* e CD8* (TIZARD, 2012). Em resposta, elas produzem
TNF-a, IL-1, IL-12 e IFN- vy, sugerindo serem capazes de promover a inflamagdo enquanto
contribuem nas respostas imunes de bovinos, interligando as respostas imune e inata. Os LT
yo foram denominados “ndo convencionais”, porque eles t€ém caracteristicas tanto de resposta
inata quanto adaptativa (GUZMAN et al., 2012). Flynn et al. (1994) aponta a presenca
significativa de Tyd na pele e epitélios, sugerindo que, podem ser uma primeira linha de
defesa para a imunidade de LT e que reconhecem as células alteradas por estimulo
desfavoravel incluindo agentes infecciosos, malignidade, substancias toxicas, radiacdo e
choque térmico. Os LT yd apresentaram serem cruciais no controle da parasitemia contra T.
brucei em humanos, pois secretam IFN-y, importante citocina quem melhora a fun¢do das
células citotoxicas (BODA et al., 2009). Dados apresentados também nesse estudo apontam
que durante a infeccdo por T. brucei pode haver uma disfuncdo da resposta pelos LT,
possivelmente devido a estimulacdo antigénica do sistema imunitario, a partir de novos
variantes antigénicos de tripanosomas ou casos de maior suscetibilidade & infecdo mais grave,
resultando baixo nimero de linfécitos efetores e também de células de meméria (BODA et
al., 2009).

Nos animais tripanotolerantes, os LT CD8" e LT-y8 ndo contribuem para o controle da
parasitemia. Este controle da parasitemia também é independente de LT CD4" e/ou de
anticorpos (NAESSENS et al., 2002). Isto sugere que a resposta imune inata pode ser melhor

no controle da parasitemia, e independente das respostas adquiridas (HILL et al., 2005).
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2.5.2.2 Resposta Humoral

A resposta imune predominante nas infec¢es por T. vivax durante a fase crbnica é
pela proliferacdo de LB e producdo de anticorpos, devido a localizacdo extracelular das
formas tripomastigotas no hospedeiro vertebrado (TAYLOR, 1998). Embora os anticorpos
especificos contra tripanosomas sejam produzidos na fase inicial da infeccdo, ainda € uma
proporcao significativa dos anticorpos, pois sdo poli-especificos e/ou auto-reativos (BARAL
et al., 2010). A resposta de anticorpos do hospedeiro contra os tripanosomas pode ser evitada
e até ndo ser eficiente em alguns casos, pois eles tém a capacidade de alterar a expressdo de
uma VSG para outra, resultando em mutacdo antigénica. As VSGs sdo novamente
reconhecidas pelo sistema imune, e tal mecanismo de escape acaba por provocar ondas de alta
e baixa parasitemia, sendo considerado o principal mecanismo impedindo a eliminacdo do
parasito e estabelecendo uma infecgdo crénica (BARAL, 2010). Além disso, estes parasitos
sdo capazes de internalizar os anticorpos que se ligaram a sua superficie (HILL et al., 2005).

Quanto aos antigenos ndo variantes, estes podem se diferir entre animais
tripanotolerantes e suscetiveis, e provavelmente ndo estdo envolvidos na destruicdo ou
liberacdo dos parasitas, pois eles podem reduzir os efeitos toxicos ou patogénicos dos proprios
antigenos e isto poderia fornecer um tipo de resposta diminuindo os efeitos patoldgicos (HILL
et al., 2005).

As imunoglobulinas M e G (IgM e IgG) especificas produzidas durante a infeccao por
T. congolense (priméaria ou secundaria) podem ser protetores além de retirar complexos
imunes e possivelmente neutralizar produtos do parasito (TAYLOR, 1998). Também na
infecgdo por T. congolense, ocorre & ativagdo policlonal de LB, demonstrada pelo aumento no
numero destas células e da secrecdo de imunoglobulinas, principalmente IgM na fase aguda e
IgG na fase cronica (NAESSENS et al., 2002). Na infeccdo por T. brucei, os LT pela
producdo de IFN- y melhoram as respostas dos LB, mediando troca de classe de anticorpos
(BARAL et al., 2010).

Segundo Naessens et al. (2002), nos animais suscetiveis nas infeccBes por T.
congolense, a ativacgdo celular parece ser auto controlada e a infeccdo pode resultar em uma
diminuig&o significativa na populagéo de LB e isso pode levar a incapacidade do hospedeiro
em desenvolver protecdo contra o parasito, devido a falta de uma resposta eficaz da LB de
memoria e, consequentemente baixa produgdo de anticorpos especificos. No entanto, estudos

indicaram que bovinos mais resistentes podem desenvolver elevados niveis de anticorpos
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neutralizantes contra os tripanosomas durante o primeiro pico de parasitemia do que animais
suscetiveis (BARAL, 2010).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico definitivo consiste em exames diretos, com confirmacdo da presenca
das formas tripomastigotas de T. vivax em esfregacos sanguineos ou por meio de técnicas
moleculares para a deteccdo de DNA/RNA de T. vivax, e em exames indiretos como testes
soroldgicos para observar a presenca de titulos de anticorpos anti-T. vivax.

2.6.1 Testes Parasitologicos

A técnica do microhematécrito (MHCT), apresentado por Woo (1970) é uma das mais
amplamente utilizadas entre os métodos parasitolégicos, em que a motilidade dos
tripomastigotas pode ser vista entre a camada de leucocitos e a de plasma. Esta técnica
permite a deteccdo de tripanosomas de seis a dez dias. Porém, a técnica de Buffy coat (BCT)
descrita por Murray (1977), oferece vérias vantagens sobre outras técnicas convencionais
utilizados para o diagnostico da tripanossomiase (DESQUESNES; TRESSE, 1996;
MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE et al., 2006). Esta técnica detectou 50% mais casos de
infeccdo por tripanosoma em compara¢do ao MHCT (MURRAY, 1977).

Outra vantagem é a facilidade e rapidez do reconhecimento dos tripanosomas,
tornando 0s exames muito menos cansativos especialmente quando se avalia um grande
nimero de amostras em pouco tempo (MURRAY, 1977). Além disso, também permite a
identificacdo de espécies de tripomastigotas, quando utilizado técnicas de biometria em
conjunto (MAGONA et al., 2008). A desvantagem desta metodologia é que as amostras
devem ser analisadas rapidamente apés a colheita, pelo menos, dentro de quatro a seis horas.
Caso contrario, 0 nimero de tripanosomas detectaveis na amostra reduz devido a diminuigéo
de produtos metabolicos e lise das células (GOMEZ-PINERES; TAVARES-MARQUES;
REYNA-BELLO, 2009). Como também ocorrem flutuacdes da parasitemia, se torna dificil o
encontro de parasitos em esfregagcos sanguineos em fases cronicas da doenca (MURRAY,
1977). No entanto, ambas as técnicas discutidas exibem uma baixa sensibilidade quando
aplicada durante a fase crbnica da doenca, e a sensibilidade diminui consideravelmente
guando a parasitemia € inferior a 200 tripomastigotas/ml de sangue (DESQUESNES;
TRESSE, 1996).
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A BCT é uma importante ferramenta utilizada para avaliar a parasitemia em estudos
experimentais pela infecgdo por T. vivax em bovinos (ADAMU et al., 2007) e para estudos
epidemioldgicos como os realizados por Batista et al. (2012) que avaliaram 158 vacas leiteiras
e diagnosticada por BCT nos animais de trés fazendas, com prevaléncias 13,3% a 46,6%,
sendo associada diretamente com as alteracdes clinicas como febre e diminui¢do do volume
globular, indicando animais em fase aguda da doenca.

Magona et al. (2008) realizaram estudos epidemioldgicos utilizando as técnicas BCT e
MHCT em conjunto, para avaliar a positividade do rebanho e identificar as tripomastigotas,
pois na Uganda, Africa haviam encontrado tripomastigotas de T. congolense nas amostras.

Em estudo soroepidemioldgico realizado por Dayo et al. (2010) utilizaram a BCT
como triagem para posterior diferenciacdo das espécies de T. congolense e T. brucei em
bovinos na Africa. Foram avaliados 363 bovinos mesticos sendo monitorados mensalmente
por mais de dois anos. A prevaléncia parasitologica estimado no inicio da pesquisa usando
BCT foi de 7,54% e sorologia variando de 0,29% a 19,29%.

2.6.2 Testes Sorologicos

A ocorréncia de doenca crbnica e assintomatica em bovinos no Brasil dificulta a
deteccdo de T. vivax pelos métodos parasitologicos (VENTURA et al., 2001). Por isso, a
triagem soroldgica e a titulacdo de anticorpos podem fornecer informacgbes Uteis
complementares ao obtido pelos métodos parasitoldgicos, além de avaliar com mais
sensibilidade o estado dos rebanhos infectados por tripanosoma e avaliar os efeitos da
infeccdo sobre a salde animal, produtividade e estimar o risco tripanossomiase (MATTIOLI
etal., 2001).

As técnicas soroldgicas mais utilizadas para a deteccdo de anticorpos anti-T. vivax,
atualmente sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Ambos os testes podem ser utilizados para o diagnostico de infeccdo e sdo Uteis
para investigacdes epidemioldgicas, especialmente para a determinacgdo da distribuicdo de T.
vivax (MADRUGA et al., 2006).

Embora a presenca de anticorpos ndo seja necessariamente sindbnimo de uma infecgéo
ativa, uma vez que essas moléculas persistem ap0s a recuperacdo, as correlacdes positivas
entre os resultados parasitologicos pelo BCT e a presenga sorologica de anticorpos anti-
tripanosoma, tal como avaliado pelos diferentes sistemas de testes sorologicos, tém sido
relatadas (MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE et al., 2006). Os testes soroldgicos RIFI e
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ELISA para anticorpos circulantes vém sendo intensamente utilizados, mostrando boa
sensibilidade (AQUINO et al., 2010).

Dellafosse et al. (2006) estudaram a prevaléncia em uma regido da Africa sem a
presenca do vetor ciclico, e pelo teste de ELISA, observaram que 43,2% (403/933) dos
bovinos eram positivos para anticorpos anti- T.vivax, mesmo com BCT menor que 0,2%. A
elevada prevaléncia mesmo na auséncia de tse-tsé ocorreu devido a transmissdo mecénica
pela presenca de tabanideos, e o clima favoravel ao aumento da populacdo desses vetores,
constatando-se alta mortalidade devido a infeccdo. Também se verificou que o hematocrito
nos animais positivos era significativamente menor que nos néo infectados. Foi observado
que as infec¢des persistentes podem também ocorrer como resultado da utilizagdo macica de
drogas tripanocidas, com a subdosagem frequente.

Segundo estudos realizados por Cadioli et al. (2012), 98,36% (599/609) das amostras
de soro colhidas de vacas em uma fazenda em Lins-SP, apresentaram titulos positivos para
IgG anti-T. vivax pelo teste de ELISA e menos de 1% foi positivo para o MHCT. A maioria
dos animais apresentaram sinais clinicos e foram registrados 31 oObitos. A alta frequéncia de
anticorpos ocorreu devido a transmissdo eficiente de hemoparasito (vetores mecanicos)
mesmo com o rebanho em bom estado nutricional, e que os animais suscetiveis apresentavam
doenca grave e de alta mortalidade.

Por outro lado, Cuglovici et al., (2010) realizou um levantamento epidemioldgico na
regido de lgarape-MG, utilizando testes parasitolégicos (MHCT), molecular como reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e sorologico (RIFI). No teste de RIFI para observar a
soroprevaléncia e verificou que, no periodo de setembro de 2007 a fevereiro de 2009, houve
aumento na soropositividade de 7,4% para 48%, indicando novos casos no rebanho. Além
disso, de fevereiro a outubro de 2008 a titulacdo de anticorpos IgG anti-T. vivax aumentou,
sugerindo aumento do caso de infeccdo ativa. Entretanto, a maioria dos animais, no final do
experimento, apresentou titulos de anticorpos mais baixos e MHCT negativo, indicando o

estabelecimento da fase cronica da infecgéo.

2.6.3 Testes Moleculares

2.6.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os métodos soroldgicos sdo Uteis em estudos epidemioldgicos, porém, estes

usualmente ndo distinguem o curso da infeccédo, devido a avidez de 1gG em infeccgdes recentes
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OU progressos nas tripanossomiases, € a sua detec¢do pela PCR, abre novas perspectivas neste
campo (VENTURA et al., 2001). A PCR teve uma consideravel contribuicdo na identificagéo,
caracterizacdo e diagnéstico molecular de tripanosomas em diversos niveis taxonémicos com
preciso e confiabilidade (DESQUESNES; DAVILA, 2002). Para a identificacdo do T. vivax,
sdo utilizados primers direcionados no gene do mini-exon (splicedleader) e na regido
intergénica, com amplificacdo produto de 210pb (VENTURA et al., 2001).

Embora tenham excelentes resultados, os testes por PCR ndo séo satisfatérios quando
ha baixa ou nenhuma parasitemia, além do uso em larga escala seja dificil a campo, uma vez
exige alto custo em laboratorios equipados, pessoal treinado e reagentes adequados (DAVILA
etal., 2003; OSORIO et al., 2008).

2.6.3.2 Imunofenotipagem

Desde 1985, a atencdo tem sido focada na identificacdo e caracterizagdo funcional de
populacdes de leucdcitos de bovinos, em particular, as diferentes populacfes de LT e 0s seus
marcadores de superficie. Esta atencdo também foi dirigida a organizacdo, polimorfismo e
imunologia do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) bovina, com seus
antigenos leucocitarios bovinos (PASTORET et al., 1998).

Atualmente, o aparecimento e avango de técnicas de biologia molecular tém
proporcionado rapidez e especificidade de diagnostico imunol6gico. Uma ferramenta que
permite avaliar os mecanismos como o funcionamento celular de leucdcitos é a citometria de
fluxo (SHAPIRO, 2003).

A citometria de fluxo é uma metodologia analitica que permite a rapida medicdo da
emissdo de luz dispersa e de fluorescéncia produzida por células iluminadas e marcadas
adequadamente e sdo capazes de separar fisicamente os subconjuntos de células com base nas
suas caracteristicas de citometria de triagem (celulares) (SHAPIRO, 2003). Nas infeccdes, a
citometria de fluxo serve ndo apenas para deteccdo direta dos protozoarios, fungos ou
bactérias, mas também identificar os tipos de leucdcitos presentes na resposta imunoldgica
com base das suas caracteristicas de marcacdo celular obtidas pela citometria de fluxo
(SHAPIRO, 2003).

A analise imunofenotipica por meio da citometria de fluxo consiste em utilizar
anticorpos monoclonais (MoAb) que apresentam especificidade para moléculas expressas na
superficie leucocitaria designadas internacionalmente como CD (cluster of differentiation). Os

MoADb reagem especificamente com distintos CDs e assim, pode-se ter uma avaliacdo da
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expressdo dos diferentes marcadores de superficie leucocitaria ao longo do processo
infeccioso e, consequentemente, da funcionalidade efetora do sistema imune (SATHLER-
AVELAR et al., 2003; SHAPIRO, 2003).

O perfil imunofenotipico de leucdcitos periféricos tem fornecido importantes
resultados para o esclarecimento da patogénese das tripanossomiases (HILL et al., 2005;
BODA et al., 2006). Padrdes imunofenotipicos de linfocitos foram observados durante o
curso de infeccdo pela tripanossomiase africana bovina causada pelo T. congolense (HILL et
al., 2005), doenca de Chagas causada por T. cruzi (SATHLER-AVELAR et al., 2003) e na
tripanossomiase africana humana (HAT) causada pelo T. brucei (BODA et al., 2009) e
atualmente fornecem uma melhor explicacdo para a doenca para o compreendimento da
biologia do parasito e da sua relacdo com o hospedeiro durante a infeccdo e compreensdo dos
mecanismos de parasita-hospedeiro e controle da doenca.

A expressdo destes antigenos de diferenciacdo leucocitarios permitiu a identificacéo
das principais populacBes de mondcitos e linfocitos, os quais, em alguns casos, tém
propriedades funcionais distintas.

Segundo Buza et al. (2008), para a detec¢do dos macréfagos e mondcitos ativados, o
marcador das subpopulacBes de células mononucleares do sangue periférico bovino foi
caracterizado por CD14" correspondendo nos adultos em torno de 5 a 20% dos
macréfagos/mondcitos totais. InvestigacGes revelam que os ligantes conhecidos como toll-like
receptor TLR7/8 sdo ativadores potentes de células imunes de ruminantes e que a inducao
6tima de IL-12 e IFN- vy por estes ligantes requerem a presenga de CD14". Estes resultados
justificam o possivel papel dos TLR7/8 ligantes como adjuvantes de vacinas em bovinos
(BUZA et al., 2008).

As células NK bovinas foram recentemente identificadas e caracterizadas como um
subconjunto dos leucdcitos que expressam o receptor natural, NKp46 citotéxico (CD335%),
que produzem IFN-y e destroem células alvo (BASTOS et al., 2008). Ambas as fungdes
efetoras e regulatdrias que podem afetar tanto a resposta imune inata quanto adquirida e nos
bovinos representam 2-10% das subpopulagdes de células (BASTOS et al., 2008).

Os leucocitos da classe Il de MHC restritas aos LT sdo CD4" (LT auxiliares) que
compreendem cerca de 8-31% dos linfocitos periféricos dos bovinos e que proporcionam
auxilio as respostas dos LB e da classe | do MHC restringido os LT CD8* (LT citotdxicos)

gue se encontram em torno de 10-30% dos linfocitos bovinos (TIZARD, 2012).
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As populacdes de LB sdo caracterizadas por CD21", nos bovinos sdo encontrados em
média 16-21% dos linfocitos circulantes e estdo diretamente relacionadas a produgdo de
anticorpos (PASTORET et al., 1998; TIZARD, 2012).

Bittar et al. (2004), avaliaram o perfil imunofenotipico de linfocitos de bovinos adultos
(Bos taurus) das ragas Holandesa, Hereford e Pardo-Suica, observando variagfes de LT CD4*
(23,8 a 39,8%), LT CD8" (17,2 a 28,1%) e LB CD21" (12,2 a 18,8%) entre as ragas.
Sugeriram que a imunofenotipagem de linfocitos pode influenciar o padrdo de resposta imune.

Alguns dos LT com marcadores CD25" possuem funcdo de ativacdo celular, e
pertencem também as populacdes de subconjunto T reg que expressam receptor IL-2Ra ¢
representam 2 a 10% das LT CD4" periféricas (SAKAGUCHI et al., 1995).

Os anticorpos monoclonais (MoAb) conhecidos como “workshop cluster 1 (WC1), é
uma glicoproteina tipo 1 encontrada em cerca de 90% de LT yd de bovinos e esta propor¢do
pode chegar a 40% nos bezerros, sendo encontrando de 5-44% LT yd em sangue periférico
(TIZARD, 2012). Os LT y8 (WC1") de bovinos séo encontrados em grande nimero na pele,
membranas mucosas e intra-epiteliais do intestino e embora seu ligante natural seja ainda
desconhecido, a WC1" provavelmente se liga a estruturas presente em macréfagos e células
dendriticas (PASTORET et al., 1998; TIZARD, 2012).

2.7 TRATAMENTO

O tratamento nas infecgdes por T.vivax no Brasil é limitado (OSOSRIO et al., 2008).
No pais, o aceturato de diminazene a Unica droga com acdo tripanocida liberada pelo
Ministério da Agricultura para uso no territorio brasileiro, porém a literatura ja aponta relatos
de resisténcia do parasito a campo (BATISTA et al., 2007, 2008, 2012).

Batista et al. (2007) relata que nove vacas apresentaram sinais nervosos decorrentes de
infeccdo por T. vivax e vieram a Obito, mesmo ap6s o0 tratamento com aceturato de
diminazene. Batista et al. (2008), observaram resisténcia, apresentando recidiva clinica
mesmo apds aplicacbes de aceturato de diminazene. Segundo Cadioli et al. (2012), oito vacas
que apresentaram anemia, aborto, apatia, perda de peso, diarreia e diminuicdo na producao de
leite foram tratados com aceturato de diminazene e pareceram ter cura clinica, sem
parasitemia detectavel de 20 dias a dois meses. No entanto, nova parasitemia foi observada e

estes animais tornaram-se clinicamente doentes. Os tratamentos subsequentes com uma dose
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mais elevada ndo teve efeito sobre as tripomastigotas de T. vivax e, pelo menos, trés vacas
vieram a Obito ap0s tratamentos correntes, indicando resisténcia do T. vivax a esta droga.

Segundo Bengaly et al. (2001), foi relatado que animais tratados com aceturato de
diminazene apresentaram queda dos titulos de anticorpos entre 60 a 100 dias ap0s tratamento,
porém, um animal apresentou aumento nos titulos de anticorpos, além da presenca do DNA
do tripanosoma confirmada pela PCR 40 dias apds o tratamento. E ideal que se faca um
tratamento precoce com aceturato de diminazene, principalmente quando a parasitemia ainda
esta alta, pois podem evitar que os animais sofram com 0s sinais clinicos e piore 0s quadros
de anemia, além de contribuir reduzindo a transmissdao mecéanica por moscas hemat6fagas
(BENGALY et al., 2001).

A nova droga denominada cloreto de isometamidio (home comercial Trypamidium®)
pode diminuir a severidade da doenca, aumentando significativamente o volume globular dos
animais e diminuindo a incidéncia da doengca, mesmo que ndo evite novas infeccOes
(CADIOLI et al., 2012). Entretanto esta droga ainda ndo estad liberada para utilizacdo no

territorio brasileiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a cinética dos parametros clinicos, hematolégicos e imunologicos em bovinos

infectados experimentalmente por Trypanosoma vivax.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o perfil imunofenotipico dos leucécitos periféricos totais de bovinos

infectados experimentalmente por tripomastigotas de T. vivax.

e Determinar o perfil hematoldgico de bovinos infectados experimentalmente por T. vivax.

e Determinar a cinética de producdo de anticorpos anti-T. vivax 1gG e IgM especificos

e Avaliar o efeito da infeccdo experimental de bovinos com tripomastigotas de T. vivax
sobre a condicdo fisica, leucécitos circulantes no sangue periférico e resposta

imunoldgica celular e humoral

e Avaliar a cinética da parasitemia de bovinos infectados experimentalmente por T. vivax e

correlaciona-lo com os achados hematoldgicos, imunofenotipicos e soroldgicos.
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4 MATERIAL DE METODOS

4.1 NORMAS ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Uberaba sob o nimero de processo 001/2013 (ANEXO A)

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Dez bovinos, machos, mesticos girolando, higidos, com idade entre 12-18 meses, peso
variando de 180 a 200kg, e negativos para T. vivax nos exames sorologicos com 4 dosagens
consecutivas de anticorpos IgG anti-T. vivax (RIFI<40), e também 4 testes parasitoldgicos
consecutivos (direto, MHCT e BCT) e moleculares (PCR) (Figura 6). Os animais foram
mantidos no Hospital Veterinario da Universidade de Uberaba, alimentados com forragem

verde (Panicum maximum e feno) e dgua ad libitum durante todo o periodo experimental.
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Figura 6. Gel de Eletroforese (agarose 2%, corado com brometo de etidio 0,5 mg/ml), fotografados sob luz
ultravioleta a partir de resultados parasitologicos de amostras de DNA extraidas de sangue periférico no dia 0
(anterior a inoculagdo experimental). (1) Marcador molecular DNA Ladder (Invitrogen®); (2) controle positivo
amostra de T. vivax de um isolado de Aquidauana-MS cedida pelo Professor Fernando Paiva do amplificada em
210pb; (3) controle negativo; (4-8) amostras do GC; (9-13) amostras do Gl.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle (GC) e
infectado (GI). Os animais do GC (n=5) foram inoculados por via SC e IM com 2mL de
solucéo fisioldgica estéril e os do Gl (n=5) foram inoculados por via SC e IM 2mL de sangue

de ovino inoculado experimentalmente contendo 2 x 10° /mL tripomastigotas de T. vivax
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(amostra de um isolado do surto de Aquidauana-MS, cedida pelo Prof. Dr. Fernando Paiva da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul) contagem de acordo com o método de Brener
(1961).

Os animais durante o periodo experimental (90 dias) foram acompanhados em relacao
aos sinais clinicos, parasitologia, hematologia, sorologia e imunofenotipagem de leucdcitos
periféricos. Os animais de cada grupo ficaram em piquetes separados e foram tratados com
antiparasitario mosquicida de aplicacdo pour on a base de Diazinon 30% e Clorpirifés 10%
(EXPERT® MSD Satde Animal) nos animais no dia 0, 18°, 45° e 75° dpi.

4.3 COLETA E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Para a avaliacdo parasitoldgica, hemograma e imunofenotipagem, foram colhidos de
cada animal, 4 mL de sangue por venopunc¢do da jugular, utilizando agulhas 25 x 0,8mm
(BD®) em tubos vacutainer (Vacuette®) contendo &cido etilenodiaminotetracético di-sodico
(EDTA) a 10%. A coleta de sangue entre 0s grupos ocorreu separadamente.

As amostras para avaliagdo da parasitemia e hemograma foram conservadas em
temperatura ambiente (TA) e foram processadas em até 2 horas apds a coleta.

Para a realizacdo do perfil imunofenotipico, amostras de sangue foram mantidas a TA
até no maximo por 5 horas ap0s coleta para realizagdo da imunofenotipagem.

Para RIFI, foram colhidos, 10 mL de sangue da veia jugular, utilizando agulhas
25x0,8mm (BD®) em tubos vacutainer (Vacuette®) sem anticoagulante. As amostras foram
centrifugadas (Fanem Baby® | 206 BL) em velocidade de 2000 g a TA por 10 minutos para
obtencéo dos soros que foram transferidos e acondicionados em tubos de polipropileno de 2,5
mL (Eppendorf®), devidamente identificados e mantidos na temperatura de -20°C até a

realizacdo da imunofluorescéncia indireta.

4.4 AVALIACAO PARASITOLOGICA

As avaliagbes parasitologicas e clinicas foram feitas diariamente até o 21° dia e
quinzenalmente até o 90° dia pds-inoculagao (dpi).

A parasitemia foi avaliada pelo BCT para detectar a presenca da forma tripomastigota
(MURRAY, 1977). A técnica consistiu no preenchimento de tubo capilar de vidro para cada

amostra de sangue com anticoagulante, centrifugacido a 10000g (Celm® MH) por cinco
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minutos. Apos, foi realizado o esfregaco a partir da amostra obtida de um capilar, quebrando
o0 tubo na fracdo entre a camada liquida (plasma) e a camada leucocitéria. Posteriormente o
esfregaco foi corado com Panotico Rapido (Laborclin®). A partir dos esfregagos sanguineos
corados, a estrutura geral das formas tripomastigotas pode ser observada em aumento 1000x
por microscopia optica (NIKON® Eclipse E200).

A determinagdo quantitativa de tripomastigotas pelo exame direto do sangue periférico
foi realizada pelo método de Brener (1961), realizando a contagem de tripanosomas no
sangue periférico dos animais positivos no teste do BCT. Foram pipetados SulL de sangue e
colocados entre 1dmina e laminula (22x22mm). Foi realizado contagem dos tripomastigotas
em 50 campos microscopicos em aumento de 400x (Nikon® Eclipse E200). O niimero de
parasitos observados € multiplicado 80, obtendo-se o niimero de tripanosomas em SuL de

sangue. O resultado foi transformado em tripomastigotas/uL).

4.5 AVALIACAO CLINICA

As avaliagdes parasitologicas e clinicas foram feitas diariamente até o 21° dia e
quinzenalmente até o 90° dia po6s-inoculacdo (dpi). As avaliaces clinicas foram realizadas
observando temperatura retal, consciéncia, frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria,
seguindo metodologia segundo Radostits et al. (2007).

Para avaliacdo do escore da condicdo corporal (ECC) foi empregado metodologia
descrita por Maciel (2006), que utiliza a escala mais difundida e abrange escores de 1 a 5
(Quadro 1).

ESCORE DA CONDICAO CORPORAL |

Cavidade profunda na regido de insercdo da cauda, costelas e ossos da pélvis (bacia)

1: Caquético . - - A . s
d pronunciados e facilmente palpaveis, auséncia de tecido gorduroso na pélvis e lombo.

Cavidade rasa ao redor da insercdo da cauda, pélvis palpavel, costelas mais posteriores

2: Magro . .
g arredondadas e depressao visivel na area do lombo.

Presenca de gordura na inser¢do da cauda, camada de tecido sobre a parte superior das

3: Intermediério . N - x
costelas, sentidas sob pressdo, e ligeira depressao no lombo.

Pregas de gordura visiveis na insercao da cauda, costelas mais posteriores ndo palpaveis e

4: Gordo . x
auséncia de depressdo no lombo.

Insercdo da cauda imersa em camada espessa de tecido adiposo, 0ssos pélvicos ndo mais

5: Muito Gordo Lo . .
palpaveis, costelas posteriores cobertas por tecido gorduroso.

Quadro 1. Escore da condicdo corporal de bovinos com aptidao leiteira.
Fonte: Maciel (2006).
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4.6 AVALIACAO HEMATOLOGICA

Os hemogramas foram realizados no dia 0 e nos momentos 3°, 6°, 9°, 12°, 15°, 18°, 21°,
240, 27°, 30°, 45°, 60°, 75°, 90° dpi.

As determinacdes de contagem de hemacias, leucdcitos, concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito e plaquetas, bem como os valores dos indices hematimétricos como
o volume corpuscular médio (VCM), a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM) foram obtidos pelo analisador
hematoldgico automaético veterinario (ABC VET - Horiba® ABX Diagnostics).

Esfregacos sanguineos foram confeccionados e corados pelo Pandtico Répido
(Laborclin®) para a realizagdo da contagem diferencial dos leucécitos em aumento de 1000x

por microscopio optico (Nikon® Eclipse E200).

4.7 AVALIACAO IMUNOFENOTIPICA DE LEUCOCITOS PERIFERICOS

Amostras de sangue com EDTA para anéalise imunofenotipica foram colhidas no dia 0
e 3° 6°, 9°, 12° 15° 30°, 45° 60°, 75° e 90° dpi, e processados imediatamente apds a coleta.
Os ensaios de citometria de fluxo para a imunofenotipagem dos linfdcitos periféricos foram
realizados conforme o protocolo (Bittar et al., 2004) com modificacdes.

Foram utilizados MoAb (Serotec®) (Tabela 1), que apresentam especificidade para

marcadores de superficie leucocitaria (CD ou WC).

Tabela 1 — Anticorpos anti-bovino monoclonais produzidos em ratos (Serotec®) marcados com os fluorocromos
isotiocianato de fluoresceina (FITC), e ficoeritrina (PE) utilizados para analise de populacGes, subpopulacdes
celulares e marcadores de ativacéo.

Anticorpo Cédigo Clone Diluicdo em PBS
Anti-CD14 (FITC) MCA2678F CC-G33 1:50
Anti-CD335 (PE) MCA2365PE AKS1 1:25
Anti-CD21 (FITC) MCA1424F Ccc21 1:50
Anti-CD4 (FITC) MCA1653F ccs 1:50
Anti-CD8 (FITC) MCAB837F CC63 1:50
Anti-CD25 (FITC) MCA2430F IL-Al11 1:50
Anti-WCL1 (yd) (FITC) MCAB838F CC15 1:50

Para cada animal, foram separados sete tubos em poliestireno de Sml (BD Falcon™) e

identificados como: Branco (sem marcador); MoAb CD14; CD4; CD8; CD21-CD335; CD25
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e WC1. CD21 e CD335 foram colocados num mesmo tubo por serem marcacOes
fluorescentes diferentes.

Em cada tubo correspondente, foram dispensados 10 uL da diluicdo com solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS) (NaH2PO4 40mM e NaCl 150mM pH 7,5), 50 uL de
sangue total, e depois incubados 30 minutos a TA em repouso. Todas as preparacdes celulares
foram submetidas a lise de eritrécitos, acrescentando 3 mL de solucdo de lise (2,85% de
citrato de sodio; 30% de dietilenoglicol; 54% de formaldeido P.A.; 0,04% de heparina
100.000 USP — pH 7,85) diluida 1:10 em &gua destilada para selecionar apenas os leucdcitos
(Figura 7).
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Figura 7. Populacéo de leucdcitos periféricos bovinos, apds a lise do sangue periférico com solugdo de lise. As
populagBes estdo selecionadas (circulos). (A) Linfdcitos; (B) Mondcitos; (C) Neutréfilos; (D) Basdfilos e

eosindfilos.

As amostras foram agitadas em vortex (Evlab® Ev019) e centrifugadas em TA por 7
minutos a 1400 g (Fanem Baby® | 206 BL). Os leucécitos totais foram lavados em PBS (3
mL), e uma nova agitagcdo em vortex e centrifugacdo em TA foi realizada. Posteriormente, as
amostras foram fixadas com 200uL de formol 4% e mantidas a 4° C, ao abrigo da luz, até o
momento da leitura, sendo que o tempo maximo para a coleta dos dados foi sempre inferior as
24h.

A aquisicdo e andlise das amostras foram realizadas no citbmetro de fluxo
(FACScalibur — Becton Dickson®) acoplado a um computador Macintosh (Apple®),
localizado no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro. Ao processar as amostras no citdmetro de fluxo, foram adquiridos 20000 eventos e
os dados coletados foram registrados e salvos pelo software CellQuest® versio para
Macintosh. A analise dos dados adquiridos foi realizada pelo software FlowJo®. A anélise
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consistiu na selecdo da populacéo celular de interesse baseada nas propriedades de dispersao
da luz frontal (FSC) e lateral (SSC), selecionando com base no conjunto de diferenciagéo
(CD). A populacéo de linfocitos foi selecionada pelo dot plot FSC versus SSC (Figura 8A), e
a populacédo de mondcitos pelo dot plot SSC versus FL1(CD14) (Figura 8B).
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Figura 8. Representacdo grafica da populagdo leucocitéria de linfécitos (A) baseado no tamanho versus

granulosidade (circulo) e de mondcitos (B) baseado no tamanho versus fluorescéncia (circulo).

As frequéncias de subpopulagbes de linfécitos celulares fluorescentes foram

analisadas nas modalidades FL1 versus FL2, dentro da populagdo selecionada (Figura 9).
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FLUORESCENCIA 2

FLUORESCENCIA 1

Figura 9. Representacéo gréafica da populacdo de linfdcitos bovinos marcados com o anticorpo monoclonal anti
CD4* FL1(A); CD8* FL1 (B); CD21* FL1 CD335" FL2 (C); CD25*FL2 (D) e WC1* FL2 (E).

4.8 AVALIACAO SOROLOGICA

Foi realizado teste de RIFI para detectar anticorpos (IgM e IgG) anti-T. vivax, foi
realizado conforme metodologia descrita por Frange (2013). Amostras de soro bovino foram
diluidas (1:40 até 1:10240) e distribuidas em 20uL nas limitagdes da laminas contendo o
antigeno de T. vivax de acordo com cada amostra de soro a ser testada e incubadas por 30
minutos a 37°C. Apds, foram feitos trés lavagens da lamina com PBS por cinco minutos cada,
uma lavagem com agua destilada por cinco minutos e apds secagem a TA. Foi adicionado
para cada amostra 20uL de conjugado anti-lgG (Sigma® F7887) ou anti-IgM (AbD
Serotec®AAI19F) marcado com lIsotiocianato de Fluoresceina na diluicdo 1:200 em PBS e
Azul de Evans (1:10) com anticorpo IgG ou IgM bovino e incubados novamente por 30
minutos a 37°C. Apds foi feito 0 mesmo processo das lavagens.

Soros de bovinos infectados com T. vivax foram utilizados como controles positivos e
soro de bovinos negativos na diluicdo 1:40 e solucdo de PBS 1:10 foram utilizados como

controle negativo. Posteriormente, para a leitura das laminas, estas foram acrescentados 10 uL



52

de glicerina tamponada (Glicerina 90%, Na,COs 0,5mM, NaHCO? 0,5mM pH 8,0-8,5) para
cada amostra e coberta por uma laminula. As laminas foram lidas em microscopio epi-
fluorescente (Nikon® E200) com aumento de 400x e foram avaliadas todas as diluicdes
encontradas nos animais do Gl e GC (CUGLOVICI et al, 2010).

4.9 TRATAMENTO

Durante o periodo experimental, caso os bovinos apresentassem anemia (abaixo de
22%) e alteragdes clinicas como debilidade, apatia, ataxia, sonoléncia, seriam tratados com

aceturato de diminazene (Ganaseg plus® Novartis), conforme recomendagio do fabricante.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas das variacdes de cada grupo durante o periodo experimental
foram utilizados teste ANOVA one-way seguido do teste de Tukey (testes paramétricos) e
teste de Friedmann seguido do teste de Dunns (testes ndo paramétricos). Para comparacées
entre 0s grupos durante o periodo experimental foi utilizado teste de Mann-Whitney. Para
correlacdo dos resultados versus parasitemia foi utilizado teste de Pearson (teste paramétrico).
Foi utilizado programa GraphPad Prism 5.0. O nivel de significancia foi de P<0,05. Os

resultados estdo expressos como médiatdesvio padréo.
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5 RESULTADOS

Devido a grande quantidade de informac6es e resultados obtidos neste estudo, optou-se
por apresenta-los em topicos para facilitar a compreensao e interpretacdo dos resultados. No

texto serdo apresentadas todas as diferencas estatisticas observadas, porém nas figuras
somente as mais relevantes, em que as diferencas entre grupos estdo expressas por [|] e as

intra grupos por [*].

5.1  PERFIL PARASITARIO

As formas tripomastigotas de T. vivax comegaram a ser observadas somente nos

esfregacos sanguineos (BCT) dos animais do Gl a partir do 11° dia (Figura 10).
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Figura 10. Awvaliacdo por BCT das formas tripomastigotas (seta) de T. vivax em esfregaco sanguineo de bovinos
do GI corado pelo Panético Rapido (aumento 1000x).

O periodo pré-patente do Gl variou de 11 a 16 dias (13,8+1,78) e a parasitemia variou
de 0 a 4,8 x 107 (1,6x10%+ 1071,5) tripomastigotas/mL de sangue. O perfil da parasitemia dos
animais do GI, bem como a média da parasitemia esta apresentado na Figura 11.

Elevacdo significativa da média da parasitemia foi observada nos 17° dpi
(1,4x10%+7555,7) e 18° dpi (2,1x10%+18104,9) (P<0,05).
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Devido & debilidade e/ou anemia dos animais houve necessidade de tratamento com
aceturato de diminazene (3,5 mg/kg) em todos os animais do Gl no 18° dpi (T1) e no 45° dpi
(T2). Apos a intervencao observou-se auséncia de parasitemia no 19° dpi (Figura 11).

A recorréncia das formas tripomastigotas foi observada nos 20° dpi (20% dos animais
0,2x10%+522,3), 21° dpi (20%, 0,9x10%+2146,6), 24° dpi (20% dos animais, 0,1 x10°+379,2),
27° (20% dos animais, 1,1x10%+2504,4), 45° (80% dos animais, 0,8x10%+963,9), 75° (40% dos
animais, 4,9x10°+10681,5) e 90° dpi (20% dos animais, 3,2x10°+7,16).
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20,0 -

Parasitemia(x103/puL)

10,0 -

0,0 - . .
001 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 24 27 30 45 60 75 90
Curso de Infecgao (dias)

——Gl1 G2 —4—GIB =——GHU ——GI5 =—e— Média de Parasitemia

Figura 11. Andlise da atividade parasitémica durante a infec¢do experimental T. vivax nos bovinos do GI. Gl1,
Gl2, GI3, Gl4 e GI5 referem-se ao perfil parasitario de cada animal do Gl e a linha tracejada refere-se a média

da parasitemia. As sele¢des retangulares (T1 e T2), indicam 0s momentos de tratamento com aceturato de
diminazene.

5.2 PERFIL CLINICO

As avaliacOes de temperatura retal realizadas durante todo o periodo experimental no
GC variou de 37,2° C a2 39,9° C (38,6° C £0,46° C) e no Gl de 36,9°C a 39,9°C (38,5° C +0,49°
C). Ao avaliar o Gl e 0 GC no dia 0, ambos apresentaram média de temperatura retal
estatisticamente superiores ao 1°, 2° e 3° dpi (P<0,05). Constatou-se elevagcdo da média nos
animais do Gl a partir do 11° dpi, até o 18° dpi, sendo que no 15° dpi a média foi
estatisticamente superior ao GC (Figura 12).
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Figura 12. Meédias de temperatura retal dos grupos controle (GC) e infectado (GI) durante infec¢do
experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de
normalidade de temperatura retal segundo Radostits et al. (2007).

A média da frequéncia cardiaca do GC variou de 53,4 a 73,2 batimentos cardiacos por
minuto (65,6+4,6) e no Gl de 56,0 a 78,4 (67,8+5,3). A frequéncia respiratoria do GC variou
de 20,0 a 37,6 (24,0+3,5) e no Gl de 20,0 a 34,4 (24,2+3,0). Ndo houve diferenca estatistica
desses parametros em comparacao aos GC e Gl e ao periodo de infecgdo (P>0,05).

O escore da condicdo corporal (ECC) dos animais do GC variou de 3a 4 (3,2£0,22) e
do Gl variou de 1 a 3 (2,6 0,27). No GI, a diminuicdo do ECC coincidiu com o aumento da
parasitemia (12-18° dpi). Elevacdo do ECC foi notada nos GC e Gl a partir do 45° dpi. O GC

apresentou aumento significativo do ECC no 75° dpi em comparagdo ao Gl (P<0,05) (Figura
13).
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Figura 13. Médias de ECC dos grupo controle (GC) e infectado (GI) durante a infec¢do experimental por T.

vivax. 1. caquético 2. magro 3. intermediario. 4. Gordo.

As alteracBes clinicas (Tabela 2) iniciaram-se no 6° dpi com 40% dos animais

apresentando apatia, 20% mucosas palidas e secrecdo ocular. Nos 15° dpi e 18° dpi (pico de

parasitemia), 100% dos animais apresentaram apatia, mucosas palidas, secrecdo nasal e

ocular.

Tabela 2. Frequéncia dos sinais clinicos relacionados com a atividade parasitémica durante a infeccao

experimental T. vivax em bovinos do Gl.

Dias pos- Apatia Mucosas Secrecao Secrecao Opacidade de Diarreia  Claudicacéo
inoculagéo (%) palidas (%)  ocular (%) nasal (%) cornea (%) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0 0
3° 0 0 0 0 0 0 0
6° 40 20 20 0 0 0 0
9o 60 40 40 40 0 0 0
12° 60 80 60 60 0 20 20
15° 100 100 100 100 40 20 20
18° 100 100 100 100 60 20 20
21° 100 100 80 60 100 0 0
24° 40 80 80 20 100 0 0
27° 40 60 60 20 100 0 20
30° 0 60 20 20 100 0 20
45° 20 40 20 0 100 0 20
60° 0 20 20 0 100 0 20
75° 20 60 80 20 100 0 0
90° 40 0 60 0 100 0 0
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A partir do 21° dpi, 100% dos animais apresentaram opacidade de cornea (Figura 14).

Figura 14. Opacidade de cornea (seta) em bovino infectado experimentalmente por T. vivax.

5.3 PERFIL HEMATOLOGICO

Em relacdo a hematologia, as amplitudes méxima e minima dos parametros

eritrocitarios dos GC e Gl observadas durante o periodo experimental, bem como as médias e

desvios padrdo estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil eritocitario e plaquetario dos bovinos dos grupos controle e infectado, durante infecgdo

experimental por T. vivax.

Grupo Controle

Grupo Infectado

Valores de
Parametros Amplitude ) Amplitude . o
Média+dp Médiatdp Referéncia®
Min a Méax Min a Méax
Hemécias (x10%/mm3) 7,8a85 8,1+0,20 59a72 6,5+0,48 6,63 -8,81
Hemoglobina (g/dl) 8,8a9,6 9,3+0,20 75a9/4 8,4+0,66 8,69 - 12,29
Hematdcrito (%) 21,4 a36,5 28,1+4,34 17,3a32,4 25,1+3,20 26 -38
VCM (fl) 32,0a35,6 33,4+0,86 34,6 a39,6 38,3+1,18 38,8-43,4
CHCM (%) 32,0a35,6 33,4+0,86 32,2a357 33,5+0,85 31,6 -33,6
HCM (pg) 10,8a12,2 11,5+0,32 12,3a14,0 12,8+0,41 10,2 - 14,6
Plaquetas (/mm3) 341800 a 759600 543373,3+121483,05 129200 a 804000 484720+195330,9 100000 - 800000

@ Radostits et al. (2007).
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A média da contagem de hemécias do Gl apresentou reducdo significativa nos 3°, 15°,
180, 21°, 24°, 27°, 30°, 75°, 90° dpi em comparagédo ao GC (P<0,05) (Figura 15).

No 18° dpi (5,9+0,9x10%/mm?) e 21° dpi (5,940,5x10%/mm?) o Gl apresentou reducio
significativa da média da contagem de hemdcias em relacio ao 0 (7,0+0,9/mm?), 9°
(7,1£0,4/mm?3), 12° dpi (7,2+0,4/mm?) (P<0,05). Os animais do Gl apresentaram aumento
significativo no 60° dpi (7,1+0,8/mm?®), em comparagdo aos dias 18, 21 e 75 (P<0,05). No 75°
dpi notou-se reducéo estatistica de hemacias (5,9+0,7x108/mm?) em relacio ao 0, 9°, 12° dpi
(P<0,05).
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Figura 15. Médias da contagem de hemacias dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante o
periodo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de
normalidade segundo Radostits et al. (2007).

A média do teor de hemoglobina do Gl apresentou reducéo significativa no 18° dpi em
comparacéo ao GC (P<0,05) (Figura 16).

O GI apresentou reducgédo significativa no 18° (7,56+1,04g/dL), 21° (7,58+0,70x10
g/dL) e 27° dpi (7,5+ 0,29¢g/dL) em comparacdo com o 0 (9,4% 1,0g/dL), 9° (9,24+ 0,75¢g/dL) e
12° dpi (9,16% 0,72¢g/dL) (P<0,05). No 60° dpi (8,98t 1,15g/dL), apresentaram elevacéo
significativa em comparagéo aos dias 18, 21 e 27 (P<0,05). No 75° dpi notou-se reducdo

estatistica na concentragdo de hemoglobina (7,76+ 1,15g/dL) em relagéo ao 12° dpi (P<0,05).
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Figura 16. Médias do teor de hemoglobina dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante o

periodo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e méximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).

Ao avaliar o hematdcrito, Gl apresentou reducédo significativa no 18° e 75° dpi em

comparacdo ao GC (P<0,05) (Figura 17).

O Gl apresentou reducéo significativa no 18° (22,6+3,1%), 21° (22,9+2,16%) e 75° dpi
(22,7+3,9%) em comparacdo ao 0 (27,9+3,8%), 9° (27,8+2,7%) e 12° dpi (27,6+2,3%)

(P<0,05).
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Figura 17. Médias do hematdcrito dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (GI), durante o periodo

experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).
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As médias do VCM entre os Gl e GC ndo apresentaram diferenca estatistica durante o
periodo experimental (P>0,05). Entretanto, ao avaliar as médias do GI, o 18° dpi (37,8+ 3,2fl)
observou-se reducao significativa em relacdo ao 0 (39,6+2,7fl) e 90° (39,5+5,1fl) dpi (P<0,05)
(Figura 18).
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Figura 18. Médias do VCM dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (GI), durante o periodo
experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de
normalidade segundo Radostits et al. (2007).

As médias de CHCM entre os Gl e GC ndo diferiram estatisticamente durante o
periodo experimental (P<0,05). Porém, ao avaliar as médias do GI, pdde-se observar aumento
significativo no 90° dpi (35,7£1,1%) em comparacdo ao 6° (32,6+0,7%), 27° (32,2+1,2%) e
30° dpi (32,7+1,0%) (P<0,05) (Figura 19).
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Figura 19. Médias do CHCM dos bovinos dos grupos controle (CC) e infectado (Gl), durante o periodo

experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).

Ao avaliar as médias de HCM do GI, foi observado aumentos significativos no 0, 3°,
6°, 9°, 12°, 150, 18°, 21°, 24°, 30°, 75° e 90° dpi em comparacdo ao GC (P<0,05). Com exceg¢éo
do dia 0 (13,4+0,7pg), o Gl apresentou aumento significativo da média de HCM no 90° dpi

(14,0+1,5pg) em relacédo a todos os dias do experimento (P<0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Médias de HCM dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante o periodo
experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).
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A anemia somente foi observada nos animais do Gl a partir do 15° dpi. Entre os 15°-
18° dpi, 40% dos animais apresentaram anemia caracterizada por microcitose e normocrémia.
Nos 21° dpi e 24° dpi, observou-se microcitose em 60% e 40% dos animais, respectivamente.
A microcitose foi constatada em 80% dos animais nos dias 27° e 30° dpi. Entre o 18° dpi e 24°
dpi, 20% dos animais apresentaram anemia normocitica normocrdémica e nos dias 75° e 90°
dpi respectivamente, 20% e 40% dos animais apresentaram anemia normocitica
normocrémica (Figura 21).
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Figura 21. Classificacdo das anemias dos bovinos do Gl, durante a infec¢do experimental por T. vivax.

Em relacdo a média da contagem de plaquetas, o Gl apresentou reducdo significativa
nos 18°, 45° e 75° dpi em comparacdo ao GC (P<0,05).

No 18° dpi (129.200+109.529,4/mm?%) e 24° dpi (214.000+128.134,6/mm?) o Gl
apresentou reducéo significativa da média em relagdo ao 3° (690.600+274.111,8/mm?), 6°
(804.000+233.025,8/mm?), 9° (+/mmq) e 12° dpi (671.200+219.523,8/mm?) (P<0,05). No 75°
dpi (229.600+146.358,5/mm?®) notou-se reducio estatistica de plaquetas em relagdo ao 3°, 6°,
e 9° dpi (P<0,05) (Figura 22).
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Figura 22. Médias de contagem de plaquetas dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante

infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).

As amplitudes maxima e minima, médias e desvios padrdo dos parametros

leucocitarios dos GC e Gl observadas durante o periodo experimental, estdo apresentados pela

Tabela 4.

Tabela 4. Perfil leucocitério dos bovinos dos grupos controle e infectado, durante infeccdo experimental por T.

vivax.
Grupo Controle Grupo Infectado
Valores de
Parametros Amplitude Amplitude Meédiatdp .
Meédiatdp Referéncia ®
Min a Méax Min a Méax Min a Méax
Leucdcitos (/mm?d) 9400 a 12440 10712+953,84 7300 a 17740 12986,7+2747,2 4000 -12000
Neutréfilos (/mmd) 1546,8 a 3806,6 2239,2+581,53 823,2a5765,8 2581,1+1242,3 600 - 4000
Linfocitos (/mm3) 6407,2 2 9892,4 7967,4+778,9 5585,0 a 12474,0 9718,3+1811,3 2500-7500
Monécitos (/mm?3) 81,2a375,4 227,5495,2 48,4 a 959,8 313,5+230,5 25 -840
Eosindfilos (/mm?3) 33,6a5434 254,6+166,3 97,4 a545,4 342,7+233,7 0 - 2400
Basofilos (/mm?3) 0a772 23,0+21,8 0al146,6 28,3+37,7 0-200

@ Radostits et al. (2007).

A média da contagem total de leucocitos dos GC e Gl néo diferiu estatisticamente

durante o periodo experimental (P>0,05). Porém aumento significativo de leucdcitos foi
notado no 6° (17740+6846,4/mm?) e 30° dpi (16500+10114,1/mm®) em relagio aos 15°
(8680+1123,4/mm?) e 18° dpi (7300+2623,4/mm?) (P<0,05) (Figura 23).
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Figura 23. Médias de contagem de leuc6citos dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante
infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).

A média da contagem de neutrofilos ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos (P>0,05), poréem, ao avaliar o Gl durante o perido experimental, foi constatado
aumento significativo no 6° dpi (5765,8+2551,4/mm°) em comparacio ao O
(1505,24707,5/mmq%),  15°  (1578,84937,7/mm°),  18°  (1420,8+957,9/mmq),  21°
(823,2+844,07/mm3), 24° (1875,4+1233,4/mm3), 60° (2266,6+1461,2/mm?3),  75°
(2042,2+1187,6/mm?3) e 90° dpi (2156,6+/1218,27mm?®) (P<0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Médias de contagem de neutr6filos dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante
infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).
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A média da contagem de linfécitos nos GC e Gl ndo apresentaram diferenca estatistica
durante o periodo experimental (P>0,05).

Entretando, ao avaliar o GI, foi constatado maior reducdo no 18° dpi
(5585+2816,6/mm®) e aumento no 30° dpi (12474+7523,1/mmq%), sendo ambos

estatisticamente significativos (P<0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Médias de contagem de linfocitos dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (GI), durante
infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).

A média de monécitos do Gl apresentou aumento significativo no 6° dpi
(959,8+1016,9/mmq) e reducio significativa no 75° dpi (48,4+53,3/mm?) em comparaco ao
GC (P<0,05). Diferenca estatistica significativa foi observada no Gl nos dias 6 e 75dpi
(P<0,05) (Figura 26).
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Figura 26. Médias de contagem de mondcitos dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante
infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de
normalidade segundo Radostits et al. (2007).

As medias das contagens absolutas de eosindfilos (Figura 27) e basofilos (Figura 28)
entre os grupos durante o periodo experimental ndo apresentaram diferengas estatisticas
(P>0,05).
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Figura 27. Médias de contagem de eosindfilos dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante
infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).
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Figura 28. Médias de contagem de basofilos dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante
infecgdo experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Radostits et al. (2007).

5.4  PERFIL IMUNOFENOTIPICO

5.4.1 Células envolvidas na resposta imune inata

As amplitudes maxima e minima, média e desvio padrdo dos parametros
imunofenotipicos referentes a resposta inata dos grupos observada durante o periodo

experimental, estdo apresentados pela Tabela 5.

Tabela 5. Perfil imunofenotipico das células da resposta imune inata dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccdo experimental por T. vivax.

Grupo Controle Grupo Infectado
Populacao i _ i _ o
(%) Amplitude Médiatdp Amplitude Médiatdp  Valores de Referéncia
(o)
Min a Max Min a Max
CD14* 3,6a6,2 4,8+0,88 31a73 5,0+1,31 5a20®
CD335* 1,7a44 3,2+0,74 1,4a35 2,5+0,64 2a10@

(@ Buza et al. (2008). @ Bastos et al. (2008).

O percentual médio mondcitos/macréfagos ativados (CD14%), no GI, apresentou
aumento significativo no 18° e 21° dpi em relagdo ao GC (P<0,05).
No GI, no 18° dpi (7,3+3,4%) pode-se notar aumento estatistico significativo de

células CD14" em comparacao ao 6° dpi (3,1+0,5%) (P<0,05) (Figura 29).
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Figura 29. Médias dos mondcitos/macréfagos ativados (CD14*) dos bovinos dos grupos controle (GC) e
infectado (Gl), durante infeccdo experimental por T. vivax. A linha horizontal tracejadas representa o limite

minimo de normalidade, sequndo Buza et al. (2008).

As médias de células NK (CD335") entre os Gl e GC ndo diferiram estatisticamente
durante o periodo experimental (P>0,05), porém ao avaliar as variacbes do GIl, pbéde-se
observar reducdo significativa (1,4+1,1%) no 9° dpi e elevacdo significativa (3,5£0,6%) no
21° dpi (P<0,05) (Figura 30).
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Figura 30. Médias das células NK (CD335%) dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante
infecgdo experimental por T. vivax. A linha horizontal tracejadas representa o limite minimo da normalidade

segundo Bastos et al. (2008).
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As amplitudes maxima e minima, média e desvio padréo do perfil imunofenotipico das

células da resposta imune celular dos GC e Gl observadas durante o periodo experimental,

estdo apresentados pela Tabela 6.

Tabela 6. Perfil imunofenotipico dos LT dos bovinos dos grupos controle e infectado, durante infeccdo

experimental por T. vivax.

Grupo Controle

Grupo Infectado

Populacéo i — i __ o
%) Amplitude  Médiatdp Amplitude Médiatdp  Valores de Referéncia
Min a Max Min a Méax

CD4* 11,2a19,2 14,5+2,25 9,8a18,3 13,6+2,84 8a31W

CD8* 8,5a19,3 12,0+£3,17 52a113 7,3+£2,21 10a30®
CD4*/CD8* 0,69a1,73 1,3+0,25 1,25a2,63 1,9+0,45 -

CD25* 1,8a6,2 4,0+1,40 2,1a4,6 3,5+0,90 2a10®@

WC1* Tyd 32a79 4,8+1,27" 2,2a5,6 3,3+1,13" 4344 @

(MTizard (2012). @ Sakaguchi et al. (1995)

Durante o periodo experimental, o percentual médio da populacdo de LT CD4" dos Gl

e GC nao diferiram estatistivamente (P>0,05). Entretanto, o GI apresentou reducéo estatistica
da média no 3° dpi (10,4+5,3%) em relacdo ao 9° (18,3+7,8%), 15° (17,1+7,1%), 18° dpi
(16,6£7,3%) (P<0,05). No 9° dpi, o GI apresentou elevacdo significativa da média em
comparagdo ao 3° 30° (10,4+7,9%), 45° (10,946,9%), 60° (12,1+7,4%) e 75° (12,8+6,2%)

(P<0,05) (Figura 31).
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Figura 31. Médias das células LT CD4+ dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (GI), durante

infeccdo experimental por T. vivax. A linha horizontal tracejadas representa os limite minimo de normalidade

segundo Tizard et al. (2012).
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A média das LT CD8" do GI apresentou reducéo significativa nos 0°, 12°, 15°, 18°,
45°, 60°, 75°, 90° dpi em relagéo ao GC (P<0,05).

Nos 6° dpi (9,2+2,3%), 9° dpi (10,2+2,1%), e 12° dpi (10,3+3,4%) o GI apresentou
aumento significativo de LT CD8" em relacdo ao 30° (5,2+2,9%), 45° (5,2+1,6%), 60°
(5,4+1,5%), 75° (5,3+1,7%) e 90° dpi (5,6+1,7%) (P<0,05) (Figura 32).
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Figura 32. Médias de LT CD8" dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante infeccdo
experimental por T. vivax. A linha horizontal tracejadas representa o limite minimo da normalidade segundo
Tizard et al. (2012).

A média da relacdo LT CD4*/CD8"* do Gl apresentou aumento significativo no 15° e
18° dpi em comparacdo ao GC (P<0,05).

No 15° dpi (2,49+0,78%) e 18° dpi (2,59+0,47%) o Gl apresentou aumento
significativo de LT CD4*/CD8* em relacdo ao 0 (1,26+0,7%), 3° (1,35+0,49%), 6° dpi
(1,52+0,94%) (P<0,05). No 75° dpi notou-se elevagdo estatistica (2,44+0,77%) em relagdo ao
0 e 3°dpi (P<0,05) (Figura 33).
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Figura 33. Médias da relacdo LT CD4*/CD8* dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante

infecgdo experimental por T. vivax.

Durante o periodo experimental, a média de LT CD25" do GI apresentou aumento

estatistico no 45° e 75° dpi em relacdo ao GC (P<0,05).

O GI apresentou aumento significativo no 45° dpi (3,96+£1,9%), 60° (4,58+2,82%) e

75° dpi (4,62+3,43%) em relacdo ao dia 0 (2,24+0,64%) (P<0,05) (Figura 34).
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Figura 34. Médias de LT CD25" dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante infeccdo

experimental por T. vivax. A linha horizontal tracejadas representa o limite minimo de normalidade, segundo

Sakaguchi et al. (1995).

A média de LTys (wc1*) do GI apresentou reducgdo significativa no 30° dpi em

comparacdo ao GC (P<0,05).
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O GI apresentou aumento significativo no 9° dpi (5,6+2,8%) em relagdo ao 60Q°,
(2,3%0,7%) e 75° dpi (2,4+0,8%) (P<0,05) (Figura 35).
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Figura 35. Médias de LTyd (WC1*) dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (Gl), durante infeccdo
experimental por T. vivax. A linha horizontal tracejadas representa o limite minimo de normalidade segundo
Tizard et al. (2012).

A média de LTyd (WCL1") no GI apresentou correlagdo positiva (r = 0,92) com a

parasitemia sendo estatisticamente significativo (P<0,05) (Figura 36).

50 /6
40 //
E! ~
;c._;_ 30 /
-

i

= ° o ~

;5 20 /

£ /

1]

=

g 10 / o

—

1] /

a.

0 /O
-10
1 2 3 4 5 6 7
wc1*
WC1*: Parasitemia (X103/pl) r=0,9243; p = 0.0247

Figura 36. Correlago positiva entre perfil de parasitemia e LTyé (WC1*) (P<0,05) no grupo infectado, durante
infecgdo experimental por T. vivax
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As amplitudes maxima e minima, média e desvio padrdo dos do perfil

imunofenotipico correspondente as células da resposta imune humoral dos GC e Gl

observadas durante o periodo experimental, estdo apresentados pela Tabela 7.

Tabela 7. Perfil da resposta imune humoral dos bovinos dos grupos controle e infectado, durante infeccdo

experimental por T. vivax.

Grupo Controle

Grupo Infectado

Populacéo _ __ _ __ Valores de
Amplitude  Médiatdp  Amplitude Médiatdp .
(%) Referéncia
Min a Méax Min a Méax
CD21* 16,2a300 22,3+460 18,8a358 28,2+6,53 16a21®
LT/LB 0,78a6,22 1,80+0,98 0,15a3,04 1,25+0,77 -

(MTizard (2012).

A média de LB (CD21%) ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos durante o
periodo experimental (P>0,05).

Entretanto, no 30° (35,8+17,5%), 75° (35,7£18,3%) e 90° dpi (35,6%£9,7%) o Gl
apresentou aumento significativo em relagéo ao 21° dpi (%) (P<0,05) (Figura 37).
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Figura 37. Média de LB (CD21") dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (GI), durante infeccdo
experimental por T. vivax. As linhas horizontais tracejadas representam os limites minimo e maximo de

normalidade segundo Tizard et al. (2012).

Ao avaliar a média da relacdo LT/LB (Figura 38), ndo foi observada diferenca
estatistica entre os GC e GI durante o periodo experimental, nem durante a avaliacdo entre
grupos (P>0,05).
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Figura 38. Média da relagdo LT/LB dos bovinos dos grupos controle (GC) e infectado (GI), durante infeccéo

experimental por T. vivax.

55  PERFIL SOROLOGICO

Os anticorpos IgM anti-T. vivax foram observados a partir do 3° dpi e IgG anti-T. vivax

foi observado a partir do 6° dpi (Figura 39).

Figura 39 — Laminas de RIFI mostrando resultado de amostra negativa (A) e amostra positiva (B) com as
formas tripomastigotas de T. vivax marcadas com isotiocianato de fluoresceina. Imagens obtidas por microscépio
confocal (Zeiss® LSM 510 Meta) (1000x).

A titulacdo de IgM foi observada no 3° dpi em 60% dos animais variando de 40 a 80.
No 15° dpi observou-se maior titulagdo de IgM com 60% dos animais apresentando titulos
entre 40 a 640. A titulacdo de 1gG no GI iniciou-se no 6° dpi com 20% dos animais
apresentando titulo 40. A maior titulagdo ocorreu no 30° dpi, sendo que 100% dos animais

apresentaram titulos, variando de 160 a 10240, coincidindo com a redugdo da parasitemia
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(Figura 40). O grupo controle ndo apresentou titulagdo contra T. vivax durante todo o periodo

experimental.
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Figura 40. Mediana da titulacdo de anticorpos IgM e IgG anti-T. vivax do grupo infectado durante infeccéo

experimental por T. vivax.

5.6 SINTESE DOS RESULTADOS

Devido a complexidade dos resultados obtidos neste estudo, serd apresentado a seguir um
resumo com as evidéncias estatisticamente significativas obtidas no Gl apds a analise dos
resultados (Quadro 2).

Os resultados serdo divididos conforme o periodo de infecdo baseado na parasitemia de
acordo com Taylor e Authié (2004), como discriminado abaixo:

- Fase pré-patente: periodo de infeccdo até o aparecimento das formas tripomastigotas no
sangue periférico.

- Fase aguda: aparecimento das formas tripomastigotas até o pico de parasitemia.

- Fase crénica: reducdo e recidivas de parasitemia

Este tipo de abordagem permitird uma melhor interpretacdo dos resultados e a elaboracéo de
propostas referentes aos eventos clinicos, hematologicos e imunologicos desencadeados pela

infeccdo experimental por T. vivax.
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Parametros
Avaliados

(0-11° dpi)

Fase Aguda
(12°-18° dpi)

Fase Cronica
(21°-90° dpi)

Fase pré-patente

Sinais clinicos

Apatia
Mucosas péalidas
Secrecdo ocular

Apatia

Mucosas
palidas/anemia
Secrecdo nasal e ocular
Diarreia e claudicacdo
| Escore Corporal

1 T°C retal

Apatia

Mucosas
palidas/anemia
Opacidade de cdrnea
1 EC

Hemograma

1 Leucocitos
1 Neutrofilos
1 Mondcitos

| Hemacias

| Hemoglobina

| Hematocrito

| VCM (microcitose)
| Plaquetas

| Leucécitos

| Neutroéfilos

| Linfocitos

| Hemacias

| Hemoglobina
| Hematocrito
1 VCM (normocitose)
1T CHCM

T HCM

| Plaquetas

1 Leucdcitos

| Neutrofilos

1 Linfocitos

| Monocitos

| CD335* | CD335* I ggigs
| CD14* 1 CD14* | Cpg*
Imunofenotipagem 1 CD4" 1 CD8* 1 CD4/CD8"
1 CD8* 1 CD4/CDS8* ;
1 WelLt 1 Eb25
L WC1
1 CD21*
Sorologia T1gM * E\GA 1 1gG

Quadro 2. Sintese dos resultados relacionados a interferéncia da parasitemia e comportamento das variaveis no

grupo infectado durante infec¢éo experimental por T. vivax. [|] indica reducéo significativa e [1] indica elevacéo

significativa.
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6 DISCUSSAO

6.1 PERFIL PARASITARIO

O periodo pre-patente na infeccdo por T. vivax é muito varidvel e segundo outros
estudos experimentais com bovinos e ovinos, essa varia¢ao pode ser decorrente das diferencas
na espécie, raca e idade dos animais, na alimentacdo e nos fatores ambientais, que podem
interferir na resposta do hospedeiro ao parasito, demonstrando que uma mesma amostra de T.
vivax pode apresentar patogenicidade diferente dependendo dos fatores supracitados.
(SCHENK et al., 2001; ALMEIDA et al., 2008; BATISTA et al., 2006).

Neste estudo, o periodo pré-patente (11 dias) e pico de parasitemia (18° dpi) foi maior
ao observado por Adamu et al. (2007), que realizou infecgdo experimental em seis touros
zebus na Nigéria e foram identificadas as formas tripomastigotas de T. vivax no sangue de
touros infectados dentro de 4-5 dias pos-infeccdo. O pico de parasitemia foi registrado seis
dias apds a infeccdo e os touros infectados permaneceram com parasitemia intermitente por
56 dias (curso do experimento), semelha aos achados deste estudo (90 dias). O periodo preé-
patente superior ao observado por Adamu et al. (2007), pode ser justificado pela amostra de T.
vivax utilizada (isolado Aquidauana-MS) e auséncia do vetor biologico (mosca tsé-tsé).

A especificidade dos testes parasitologicos para deteccdo das formas tripomastigotas
como o BCT é de 100%, porém a sensibilidade é baixa porque ndo € possivel detectar
parasitemia abaixo 200-1000 tripomastigotas/mL no sangue (MURRAY et al., 1977
DESQUESNES; TRESSE, 1996). Neste estudo, o BCT permitiu observar as formas de
tripomastigota de T. vivax nos animais com parasitemia a partir de 16 tripomastigotas/uL
conforme a metodologia utilizada (Brener, 1961).

A variagdo da parasitemia nesse estudo (0,08x10° a 4,8x 10’ tripomastigotas/mL) foi
superior & observada por Batista et al. (2008) (1,7x10° a 1,2x10’ tripomastigotas/mL) em
ovinos infectados experimentalmente por T. vivax, Batista et al. (2012), 2,6x107 a 3,0x10’
tripomastigotas/mL em infecdo natural em vacas e inferior & média observada Guegan et al.
(2013) 1,0 x10° tripomastigotas/ml em camundongos infectados experimentalmente (isolado
de T.vivax patogénico para camundongos).

O tratamento com aceturato de diminazene ndo foi eficaz na eliminagcdo do parasito

(recorréncia de tripomastigota apds dois dias do tratamento), o que demonstra resisténcia do
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T. vivax a droga utilizada estando de acordo com outros trabalhos realizados (BATISTA et al.,
2007, 2008; CADIOLI et al., 2012). Atualmente a droga de eleicdo é o cloreto de
isometamidio, pois além de acdo tripanocidas eficaz, diminui a gravidade da doenca,
aumentando significativamente o hematdcrito dos animais e diminui a incidéncia da doenca,

mesmo que nado evite novas infec¢bes (CADIOLI et al., 2012).

6.2 PERFIL CLINICO

A reducéo significativa da temperatura retal no 1° 2° e 3° nos GC e Gl pode ser
justificada pela baixa temperatura ambiental que variou entre 15°C a 18°C. A elevacdo da
temperatura retal observada nos animais do Gl no periodo entre 11° e 18° dpi (39,0-39,2°C)
foi caracterizada febre branda, pois segundo Radostidis et al. (2007), a febre branda
compreende temperaturas corporais situadas préximas ao limite superior da normalidade e
40°C.

A elevacdo da temperatura retal (11° ao 18° dpi), bem como o aumento
estatisticamente superior no 15° dpi (39,2+0,6°C) coincidiu com 0 aumento da atividade
parasitaria corroborando com o estudo realizado por Schenk et al. (2001) que observaram
média de 39,3°C ap6s o 5° dpi em infeccdo experimental de bovinos por T. vivax. Almeida et
al. (2010) também verificou elevacdo da temperatura (variando até 41,5°C) entre 10° e 18° dpi
em ovinos infectados experimentalmente por T. vivax. A febre observada nas
tripanossomiases pode estar diretamente relacionada ao aparecimento da anemia, devido a
liberacdo de fator hemolitico pelos tripomastigotas, induzindo a resposta imune com
deposicdo de imunocomplexos e lise de hemaécias e a inducédo da liberacdo de citocinas como
TNF-a pela presenca das VSGs das tripomastigotas para controlar a parasitemia quanto as
patologias associadas, e como consequéncia 0s animais apresentam como sinal clinico anemia
e febre (ALMEIDA et al., 2008; BARAL, 2010).

A frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria neste estudo ndo sofreram variagcoes
entre os grupos, discordando de outros estudos com infecgéo experimental por T. vivax em
ovinos, em que as frequéncias respiratoria e cardiaca aumentaram (BATISTA et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2010).

A reducdo do ECC do GI (4° dpi) e do GC (7° dpi) pbde ser justificada pela ma
qualidade do pasto (periodo seco do ano) e auséncia de suporte nutricional. O Gl apresentou

reducdo no ECC também a partir do 11° dpi, podendo estar associada a parasitemia. Na fase
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final do experimento, a partir do 45° dpi ambos os grupos aumentaram o EC até o 90° dpi
devido a suplementacdo nutricional. Porém foi notado aumento significativo no GC no 75°
dpi em comparacdo ao Gl, indicando que durante a elevacdo da parasitemia no 75° dpi,
mesmo com a suplementacéo, os animais do Gl tiveram maior dificuldade no ganho de peso
em comparacdo ao GC. Batista et al. (2006) relatou a auséncia de ganho de peso em ovinos
infectados experimentalmente por T. vivax até o 60° dpi, constatando a influéncia negativa da
infeccdo por T. vivax sobre o aumento de EC. Varios estudos sobre infeccdo natural e
experimental também apontaram a diminui¢édo do EC, relatando que a perda de peso evidente
estava relacionada as infecces agudas e crénicas por T. vivax (SILVA et al., 1999; SCHENK
etal., 2001; BATISTA et al., 2008, 2012; ALMEIDA et al., 2008).

As alteracOes clinicas observadas nos animais do GI foram semelhantes aos achados
de Silva et al. (1999), Paiva et al. (2000), Batista et al. (2008) e Almeida et al. (2010) que
relataram, mucosas palidas, anorexia, secre¢do nasal, secrecdo ocular e opacidade de cornea.

Neste estudo 20% dos animais apresentaram diarreia e claudica¢do. Segundo Silva et
al. (2009), Batista et al. (2012) e Cadioli et al. (2012) a diarreia € um achado incomum. No
estudo de Almeida et al. (2010), foi observado no 85° dpi, que todos os ovinos infectados
experimentalmente por T. vivax apresentaram diarreia esporadica e dois ovinos apresentaram
incoordenagdo motora.

A claudicacdo observada era caracterizada por movimentos lentos até a dificuldade de
sustentacdo do préprio peso nos membros pélvicos, podendo estar relacionada a perda de
ECC (SCHENK et al., 2001; BATISTA et al., 2008), anemia ou até por deposicdo de
imunocomplexos (ALMEIDA et al., 2008; BATISTA et al., 2012). Almeida et al. (2010)
verificou lesdo muscular em ovinos infectados experimentalmente com T. vivax, associada a
diminuicdo da concentracdo das enzimas AST e CK. Cadioli et al., (2005), em pesquisa
realizada em ratos infectados com T. evansi, verificaram que o sistema muscular parecia ser

alvo importante do patdgeno.

6.3 PERFIL HEMATOLOGICO

Ao avaliar o perfil hematologico, as redu¢des nas médias das contagens de hemécias,
teor de hemoglobina e hematocrito no Gl coincidiram com a elevacdo da parasitemia,
observada no 18° e 75° dpi, o que corrobora com os trabalhos de Batista et al. (2008) e
Almeida et al. (2008) que também observaram os ovinos infectados experimentalmente por T.
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vivax apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa do perfil eritrocitario durante a
fase de parasitemia.

Adamu et al. (2007) observaram que valores de hematdcrito declinaram rapidamente
em touros infectados experimentalmente por T. vivax antes da infeccdo (29,0+0,5%) e no 20°
dpi (19,3+0,5%), sendo significativamente menor do que em touros do grupo controle
(27,3x1,5%) (P<0,05). Segundo Chamond et al. (2010) essa reducdo dos valores
hematoldgicos ocorre pela hemolise extravascular, ou pela apoptose devido a um processo
autoimune desencadeada pela infec¢do por T. vivax. Com o0 aumento de tripomastigotas na
circulagdo sanguinea, ha também o aumento da deposicdo de imunocomplexos, ocasionando
lise de hemacias pelas células NK e eritrofagocitose pelos macréfagos, levando a queda da
contagem de hemacias e consequentemente levando a diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina e hematdcrito (ANDRIANARIVO et al., 1995; BARAL, 2010; GUEGAN et al.,
2013).

A anemia foi a principal alteragdo encontrada neste estudo e corrobora com diversos
trabalhos relacionados a infeccdo por T. vivax (ADAMU et al., 2007; SILVA et al., 1999;
SCHENK et al., 2001; PAIVA et al., 2000; BATISTA et al., 2007, CUGLOVICI et al., 2010;
CHAMOND et al., 2010; CADIOLI et al., 2012). A anemia observada no Gl neste estudo foi
classificada sendo principalmente microcitica e normocrdémica, devido a redugdo significativa
de VCM no pico de parasitemia (18° dpi). Foi observado aumento do VCM no 75° dpi em que
houve nova elevacdo da parasitemia, porem, mesmo com reducBes dos parametros
eritrocitarios, ndo foi observado macrocitose. Estes dados se assemelham aos estudos
realizados por Silva et al. (1999) e Almeida et al. (2008), que observaram inicialmente a
anemia como microcitica normocrémica, passando para macrocitica por um periodo de tempo
e, posteriormente, tornou-se microcitica, no final do experimento, segerindo um quadro de
anemia crénica pela reducéo significativa da concentracéo de ferro.

Foi observada, no GI, trombocitopenia associada a atividade parasitémica por T. vivax,
concordando com outros estudos (ASSOKU; GARDINER, 1989; ESPINOZA et al., 2000;
CHAMOND et al., 2010). Nas infeccdes por T. vivax foi relatado diminuicdo de plaquetas e
eritrocitos devido a atividade fagocitaria pelos macréfagos (MURRAY; DEXTER 1988;
GARDINER, 1989), concordando com a elevacgdo das determinagdes de CD14" verificadas no
18° e 75° dpi neste estudo. Buratai et al. (2006) relataram que estas alteracdes de plaquetas
podem estar associadas & liberacdo de uma enzima denominada trans-sialidase pelo T. vivax
na circulagdo sanguinea do hospedeiro, e sua atividade é mediada pela lise das hemécias e

agregacao plaquetaria, levando a fagocitose.
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Analisando o perfil leucocitario pode-se observar que no periodo pré-patente (O-
11°pi), a maioria dos animais do Gl apresentaram leucocitose por neutrofilia. A neutrofilia
na fase inicial da infeccdo também foi constatada na literatura (ESPINOZA et al., 2000;
CHAMOND et al., 2010). Espinoza et al. (2000) verificaram aumento significativo no
namero total de neutréfilos, e, por serem as primeiras células que tentam destruir o parasito,
indica processo de resposta imune inata. Sua atividade aumenta devido & hemolise causada
pelo T. vivax.

Houve também presenca de monocitose em 40% dos animais nesta fase inicial,
concordando com Silva et al. (1999) e Chamond et al. (2010), que verificaram monocitose,
sendo esta constatacdo consistente nas infec¢bes agudas relatados em T. vivax.

Durante a parasitemia (12° e 18° dpi), observou-se reducdo da atividade leucocitaria o
que corrobora com os estudos realizados por Silva et al. (1999), Espinoza et al. (2000) e
Chamond et al. (2010). Alguns estudos observaram, nessa fase, leucopenia com linfocitose
(SILVA etal., 1999; BATISTA et al., 2006, 2008; CHAMOND et al., 2010).

Na infeccdo por T. brucei, com o aumento de parasitemia, aumenta a atividade
fagocitaria pelo macrofagos ativados, resultando em diminuicéo significativa das populacdes
de leucdcitos (BARAL, 2010). Esta constatacdo esta de acordo com o aumento significativo
de CD14" durante a elevacao da pasitemia (18° dpi) neste estudo.

Esievo e Saror (1983) sugerem que a leucopenia na fase aguda da infeccdo por T.
vivax pode ser devido a diminuicdo das células provocada pela presenca persistente do
tripanosoma na circulacéo, liberando fatores toxicos aos leucocitos apds terem processado 0s
antigenos do tripanosoma, além de sofrer leucofagocitose massiva no figado. No presente
estudo, na fase de parasitemia, ndo foi observada leucopenia, nem linfocitose, porém, notou-
se reducdo significativa dos leucdcitos, linfocitos, mondcitos e neutrofilos.

Apds o declinio da parasitemia, os valores de leucocitos neste estudo retornaram aos
valores observados na pré-infeccdo, sendo observados leucocitose por linfocitose,
corroborando com Espinoza et al. (2000), que observaram leucocitose por linfocitose apds
trés semanas da infeccdo, indicando tipo de resposta imune adaptativa, principalmente
humoral, pela producdo de anticorpos, além de relatar neutropenia. Neste estudo, também foi
observado linfocitose principalmente pela proliferacdo de LB CD21" e aumento de IgG.

A neutropenia e monocitopenia também foram observadas na fase final no
experimento em concordancia ao aumento da parasitemia. Essa alteracdo leucocitaria pode ser

atribuida aos mecanismos lentos da resposta dos neutr6filos nos bovinos e aumento do
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consumo pela mobilizacdo destes para os locais de inflamacdo além da reparacdo celular e
tecidual causada pelos macrofagos (ESIEVO; SAROR, 1983; MURRAY; DEXTER, 1988).

As alteracdes das médias de eosinofilos e basofilos observadas nos Gl, ndo foram
especificas e ndo demonstraram relacdo com a infeccdo por T. vivax (ESIEVO;SAROR,
1983).

E importante ressaltar que a média de linfocitos em ambos 0s grupos apresentou
aumento durante o periodo experimental. 1sso pode ser justificado pela leucocitose fisioldgica
apresentada pelos animais, pois segundo McGavin e Zachary (2009), a linfocitose esta
relacionada a liberacdo de epinefrina devido ao estresse (inicio do experimento), e da
redistribuicdo de linfécitos no compartimento sanguineo circulante, como também pela idade
dos animais, pois 0s animais jovens normalmente apresentam concentracfes mais elevadas de
linfécitos que os animais mais velhos, além de ter contagens que excedam os valores de

referéncia para adultos.

6.4 PERFIL IMUNOFENOTIPICO

6.4.1 Células envolvidas na resposta imune inata

Observou-se aumento da populacdo de mondcitos do Gl no 6° dpi pelo hemograma,
porém nao se notou elevacdo de CD14", isso pode ser explicado pela liberacdo de mondcitos
ndo ativados cuja ativacdo foi observada a partir do 9° dpi. O aumento de CD14" foi
consistente e significativo no 18° e 21° dpi, sugerindo que a ativacdo dos
monaocitos/macréfagos ocorreu principalmente na fase aguda refletindo em reducéo e controle
da parasitemia. Buza et al. (2008) verificaram que a ativacdo de mondcitos/macrofagos esta
associada a parasitemia e que o aumento de IFN-y e IL-12 e inibi¢do da proliferacdo de LT
auxiliam no controle da parasitemia, estando de acordo com o presente estudo que também
verificou menores concentragdes de LTCD4" e LTCD8" durante o 18° (pico de parasitemia) e
21° dpi. Os autores ainda apontam que a ativacdo de monadcitos e/ou macrofagos também esta
relacionados com diminuicdo dos parametros eritrocitarios e leucocitarios devido ao processo
fagocitose pela inflamacgéo, também de acordo com os resultados de CD14" em concentragdes
elevadas no 18° e 21° podem estar relacionados as diminuicGes significativas aos parametros

eritrocitarios e leucocitarios nestes dias.
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Segundo Baral (2010), quando h& presenca de tripomastigotas de T. brucei na corrente
sanguinea, ha o reconhecimento das VSGs e liberagdo de DNA tripanossomal pelos parasitos
mortos, levando a ativacdo classica de macrdfagos, resultando em fagocitose dos parasitos
opsonisados e liberacdo de citocinas e substancias tripanotoxicas que estdo envolvidas no
controle do primeiro pico de parasitemia.

Apos o efetivo controle da parasitemia, os animais apresentaram sinais clinicos menos
evidentes e isto pode estar relacionado com a diminuicdo de CD14*. Ap6s o controle, ocorre
ativacdo alternativa pelos mondcitos/macréfagos para se tornarem anti-inflamatérios, pois a
persisténcia da inflamacdo pode ser maléfica para o hospedeiro, causando lesdo tecidual e
persistindo os sinais clinicos mais graves (BUZA et al., 2008).

A diminuicdo nas percentagens de células NK (CD335") apresentado pelo Gl durante
o0 periodo experimental pode ser explicado pela menor eficiéncia das células NK na resposta
contra parasitos extracelulares. Segundo Bastos et al. (2008), as células NK nos bovinos
adquirem atividade citotoxica e producdo de IFN-y apos estimulagdo in vitro na infeccdo por
Micobacterium bovis e Babesia bovis. No estudo de Boda et al. (2009) foi demonstrado que a
proporcdo de células NK ndo foi maior nos infectados, sugerindo que este subconjunto de
celulas da resposta imune inata ndo influencia na infeccdo por T. brucei.

Mesmo em baixas concentracfes no Gl, foi observado aumento das células NK no 6°
dpi, coincidindo com o aumento de neutrofilos e mondcitos indicando relagdo com a sua
atividade na resposta imune inata influenciando sobre a apresentacdo de antigenos pelos
macréfagos, sendo demonstrado pelo aumento de CD14* posteriormente (9° dpi).

No 21° dpi, as células NK apresentaram aumento podendo também estar relacionadas
a ativacdo de mondcitos/macréfagos (CD14") e inicio da ativacéo linfocitaria justificada pelo
aumento nas contagens de linfécitos observados neste dia pelo hemograma. Este dia também
coincidiu com aumento da titulacdo de anticorpos 1gG anti-T. vivax. E de acordo com Pastoret
et al. (1998), as células NK tem como caracteristica auxiliar na resposta adquirida

promovendo maturacgdo de células dendriticas e regulacéo de respostas mediadas de LT e LB.

6.4.2 Células envolvidas na resposta imune adquirida

As variagdes de LT CD4" (reducdo 3°, 30° 45° 60° e 75° dpi e aumento 9° dpi)
observadas nos animais do Gl durante o periodo experimental corroboram com os estudos de

Boda et al. (2009), que mostraram variacdes de aumento inicial e reducdo significativa de
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LTCD4" em pacientes infectados por T. brucei sugerindo que o curso da doenca variou
consideravelmente devido as complexidades da interagdo parasito-hospedeiro.

A reducdo significativa de LT CD4" na fase cronica da infeccdo observada nos
animais do GI pode ser explicada pela disfuncao de resposta por LT possivelmente devido a
continua estimulagdo do sistema imune, resultando em uma diminui¢do de linfocitos de
memoria e efetores em fase crénica da doenca (BODA et al. (2009). Naessens et al. (2002),
que afirmaram que o controle da parasitemia por T. congolense ocorreu independente de LT
CD4*, e indicaram que resposta imune inata participa mais ativamente na capacidade dos
animais tripanotolerantes para controlar parasitemia como observado no presente estudo.

A reducdo de LT CD8" observada no 45°, 60°, 75° e 90° dpi os animais do GI pode ser
explicada com base nos trabalhos de Sakaguchi et al. (1995) e Pastoret et al. (1998) que
apontaram varios fatores, como carga de tripomastigotas na circulacdo sanguinea, duracdo da
infeccdo, quantidade de LT CD4*, LT reg, e células apresentadoras de antigenos afetando na
intensidade da exaustdo de LT CD8". Segundo Boda et al. (2009), os pacientes infectados por
T. brucei ndo apresentaram aumento na porcentagem de LT CD8* ativado (HLA-DR*, CD69"
ou CD25%), mas os niveis de LT CD8" de memoria (CD8*CD45RA") eram significativamente
menores em pacientes infectados do que nos controles, tal como os niveis de LT CD8*
efetores (CD8"CD45RA™ CD62L"), e concluiram que ndo foi encontrado relagdo entre estes
imunofenotipos do sangue e a gravidade da doenca.

O aumento da relacdo de linfocitos T CD4*/CD8* no a partir do 9° dpi, com aumentos
significativos no 15° 18° e 75° dpi, sugeriram maior atividade na fase aguda da doenca ou
recorréncia de parasitemias, concordando com os achados de Hill et al. (2005), em que apos a
deteccdo de T. congolense em sangue periférico de bovinos, a relagdo CD4*/CD8" aumentou,
acompanhada por aumento de LB (CD21*) e diminuicdo da contagem total de LT. Ellis et al.
(1987), justifica que a relacdo de LT CD4*/CD8* aumenta no inicio da infeccdo por T.
congolense e as proporcdes das diferentes populacfes e subpopulagdes de linfocitos também
sofrem alteracdes, ou seja, 0 aumento da relagdo CD4*/CD8" indica infeccdo aguda.

Ao avaliar o grau de ativagdo dos linfocitos provocado pelos tripanossomas, pela
expressao de superficie de ativacdo (IL-2Ra) utilizando o marcador CD25™, foi observado que
0 aumento na fase inicial (12° e 18°) e diminuicdo apos (21° dpi) coincidiu com o aumento de
CD14" e reducéo da parasitemia. Segundo Baral (2010), o aumento de CD14", é caracterizado
pela ativacdo do mondcitos/macréfagos com indugdo da producdo de uma prostaglandina
independente de mecanismo para a abolicdo do receptor e expresséo de IL-2 pela diminuicéo

de CD25*. O aumento significativo na fase cronica (45°, 60° e 75°) pode estar relacionada a
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atividade parasitaria e sua recorréncia. O aumento da expressao de IL-2Ra, sugeriu que, estas
alteracOes de ativacdo celular parecem ser auto controladas, também pela atividade fagocitica
dos mondcitos/macréfagos e producdo de IL-2, demonstrada nas infeccdes por T. brucei
(BARAL, 2010). Nas infeccdes por T. congolense em bovinos, a imunossupressdo induzida
pela infeccdo mostrou estar associado com a supressdo da IL-2 e IL-2ra (FLYNN;
SILEGHEM, 1991).

Reducédo de LT yo foi observada nos primeiros dias pos-inoculacéo, sugere que estas
células poderiam estar relacionadas com a forma de inoculacdo (via SC e IM). Flynn et al.
(1994) também observaram reducdes dessas células devido a sua ativacdo e migracao para
pele, e aumento nas &reas da picada da mosca tsé-tsé. A funcdo precisa destas células em
ruminantes é desconhecida, embora seja provavel que eles estdo envolvidos na protecdo de
superficies epiteliais. O aumento significativo de LT yo no 9° dpi também esta de acordo com
Flynn et al. (1994) em estudo com T. congolense que relataram o LT yd sendo uma primeira
linha de defesa para a imunidade de LT, por reconhecerem as células alteradas por estimulo
desfavoravel incluindo agentes infecciosos, malignidade, substancias tdxicas, radiacdo e
choque térmico.

Além dessas observacgdes, os animais do Gl apresentaram correlacdo significativa de
WC1* em relagdo a parasitemia, podendo ser justificado pelos achados de Guzman et al.
(2012), que realizaram estudos sugerindo que essa classe de células pode ter um papel
importante na regulacdo das LT e a apresentacdo de antigeno. Estas células parecem ser "pré-
ativadas", como mostrado pela expressdo de memdria e marcadores de ativacao, o que pode
permitir rapida inducéo de funcGes efetoras na fase inicial. A reducdo significativa posterior a
parasitemia (30°, 60° e 75° dpi), pode ser explicada por uma mudanga nas subpopulacfes de
linfécitos durante esta fase de infeccdo. Nas infec¢bes por T. congolense e T. brucei, a
resposta imune adaptativa ocorre principalmente pela ativacdo policlonal das células,
proliferacdo e producédo de anticorpos (HILL et al., 2005; BARAL, 2010). Isto também pode
ser justificado neste estudo, pois o Gl apresentou aumento significativo de LB com aumento
da titulacdo de anticorpos anti-T. vivax, aléem da diminuigdo da relacdo LT/LB nesta fase de
infeccdo.

O aumento significativo de LB CD21*, observado no GI no 30°, 75°, 90° dpi, também
foram observados nas tripanossomiases por T. congolense e T. brucei (FLYNN et al., 1994;
NAESSENS et al., 2002; HILL et al., 2005, BODA et al., 2009). Em consonancia com 0
sistema imunoldgico, este tipo de resposta é caracterizado pela ativagdo policlonal das LB

suscetiveis em proliferar e a secretar grandes quantidades de anticorpos (PASTEURET et al.,
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1998). No estudo imunofenotipico nas infec¢es por T. brucei, os pacientes infectados tinham
maiores quantidades de LB do que os controles, sendo consistente com a grande ativacao
policlonal. Em pacientes imunossuprimidos, a resposta de LB durante a infec¢do pode afetar a

homeostase de subconjuntos de LT levando a sua baixa regulagdo (BODA et al., 2009).

6.5 PERFIL SOROLOGICO

Os anticorpos anti-T. vivax foram observados somente no GI. A auséncia de anticorpos
anti T.vivax no GC comprova que a separa¢do dos grupos em piquetes, a utilizagdo de pour on
nos animais para evitar moscas e a coleta de sangue separadamente, primeiro o0 GC e depois 0
Gl com troca de agulhas para cada animal auxilia no controle da transmisséo de T. vivax. Os
animais infectados produzem anticorpos para lisar o parasito e auxiliam na fixacdo do
complemento. Segundo Black et al. (2001), os tripanossomas (T. brucei, T. congolense, T.
vivax) desenvolvem anticorpos que sdo especificos para a VSG, lisando os parasitos, e tem
capacidade de fixar o complemento.

A titulacdo por IgM durante a fase aguda na infeccdo por T. vivax ndo foi capaz de
reduzir a parasitemia, nem controlar os sinais clinicos, concordando com Williams et al.
(1996), que afirma que apo6s a infeccdo por T. congolense, o hospedeiro desenvolve
imunoglobulina bovina especifica M (IgM), a qual é dirigida para a VSG e antigenos de
superficie ndo variantes. A IgM especifica do tripanosoma € transitdria e seus niveis sdo
menores e semelhantes em bovinos tanto tripanotolerante e tripanosuscetivel.

A deteccdo do aumento de IgG (a partir do 6° dpi com elevacdo no 30° dpi) esta de
acordo com achados de Assoku e Gardiner (1989), que descreveram infeccdo experimental
por T. vivax em bovinos da raca Ayrshire em uma area do Quénia, onde ndo havia
tripanossomiase e detectaram aumento dos niveis de anticorpos ap6s o0 pico de parasitemia
(10-15 dias ap6s a infeccdo) e atividade de anticorpo foi maxima de 30-35 dias ap0s a
infeccdo. A persisténcia de anticorpos pode ocorrer por VArios meses, mesmo ap0s 0
tratamento paliativo dos animais (DELAFOSSE et al., 2006). Segundo Desguesnes e Tresse
(1996), altos niveis de anticorpos foram descritos como mecanismos eficazes para manter
baixos niveis de parasitemia, que podem explicar os resultados deste estudo, que demonstrou
0 aumento dos niveis de anticorpos principalmente por IgG e consequentemente diminuicdo
da parasitemia e dos sinais clinicos. O aumento de IgG pode também mediar neutralizacdo de
produtos de parasitas que sdo responsaveis pela reducdo dos sinais clinicos, contribuindo

assim para o aumento da resisténcia do hospedeiro a doenca.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

- Os animais infectados experimentalmente por T. vivax apresentam sinais clinicos

anteriormente a deteccdo de tripomastigotas no sangue periférico.

- T. vivax é resistente ao aceturato de diminaneze.

- O tratamento com aceturato de diminaneze n&o interferiu no desenvolvimento da resposta

imune dos animais do GlI.

- A parasitemia interfere negativamente nos parametros eritrocitarios, leucocitarios e

plaquetarios.

- A fase inicial da infeccdo por T. vivax esta associada ao aumento de LT CD4+, LT CD8+,
LTyo (WCI+) e IgM.

- A elevagdo de mondcitos/macréfagos ativados (CD14+), relacdo LT CD4+/CD8+, IgG e

reducdo de IgM parecem estar relacionadas com a reducdo da parasitemia.

- A manutencdo da baixa parasitemia parece estar associada a elevacdo da relacdo LT
CDA4+/CD8+, ativacdo linfocitaria (CD25+), LB CD21+ e de 1gG, e reducdo de LT CD4+, LT
CD8+e LT yo (WC1+).
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ANEXO A - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA ANIMAL (UNIUBE)

UNIUBE

Eiene« repemmitioe o COMItE de Etica em Experimentagdo Animal

Oficio CEEA-022/2013 Uberaba, 06 de junho de 2013

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 001/2013 relativo ao projeto intitulado “Caracterizacdo do
perfil sorolégico e imunofenotipico de linfécitos periféricos de bovinos infectados
experimentalmente por Trypanosoma vivax” que tem como responsavel Profa. Joely
Ferreira Figueiredo Bittar, estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagao
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/UNIUBE) regido pela

lei n® 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® 006/2013 related to the project entitled “Serological
and immunological profile of peripheral lymphocyte bovine experimentally infected
with trypanosome vivax”, under the supervision of Profa. Joely Ferreira Figueiredo
Bittar, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CEEA/UNIUBE) according to the law n°

11.794/08.

Atenciosamente,

Campus Aeroporto— Av. Nené Sabino, 1801, Bloco R — B. Universitario — 38055-500 - Uberaba, MG — Fone: (34) 3319-8959 - Fax: (34) 3314-8910
ceea@uniube.br
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