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RESUMO

Este trabalho objetivou caracterizar as alteracdes bioquimicas séricas de
bovinos experimentalmente infectados por Trypanosoma vivax, durante a fase aguda
da infeccdo, e correlacionar com os perfis parasitario e clinico. Foram inoculados
dez bovinos, sendo cinco do Gl com 2x10°8 formas tripomastigotas de T. vivax/mL e
cinco do GC inoculados com solucédo fisiologica (2mL via IM). Os parametros
clinicos, escore corporal (EC) foram realizados nos momentos 0°, 6°, 12°, 18°, 24° e
30° dias e parasitolégico (BCT) foram realizados diariamente até o 21° dia e de trés
em trés dias até o 30° dia pos-inoculacéo (dpi). Amostras de soro dos bovinos dos
Gl e GC foram obtidas nos momentos 0°, 6°, 12°, 18°, 24° e 30° dias e avaliadas
qguanto aos perfis renal (ureia e creatinina), proteico (proteina total e albumina),
muscular (creatina quinase - CK), hepético (Gamaglutamiltransferase — GGT e
Aspartato aminotransferase — AST), lipidico (colesterol e triglicérides) e glicémico. As
formas tripomastigotas de T. vivax foram observadas nos esfregacos sanguineos
(BCT) dos animais do Gl a partir do 12° dia pos inoculagéo. Elevacéao significativa da
média da parasitemia foi observada no 18° dpi (2,1x104+18104,9
tripomastigotas/mL) em relacdo ao dia 0 (P<0,05). As alteracdes clinicas iniciaram-
se no 6° dpi com 40% dos animais apresentando apatia, 20% mucosas palidas e
secrecédo ocular. Nos 18° dpi (pico de parasitemia), 100% dos animais apresentaram
apatia, mucosas palidas, secrecéo nasal, ocular e diminuicdo do escore corporal. Na
analise bioquimica pode-se notar que o Gl apresentou reducéo significativa em mais
de 50% de ureia no 6° e no 24° dpi, de AST no 18° dpi, de fosfatase alcalina no 6°,
12° e 24° dpi e aumento no 18° dpi. Hipoproteinemia e hipoalbuminemia significativa
também foram observadas no Gl no 18°dpi com posterior aumento estatistico de
proteinas totais no 24° dpi. Reducédo dos valores séricos de CK, no GlI, foi notada a
partir do 12° dpi bem como reducgéo de colesterol (18° e 24° dpi), triglicérides (12° e
30° dpi) e glicose (18° dpi). Neste contexto, pode-se concluir que T. vivax influéncia
negativamente o escore corporal dos animais infectados experimentalmente e

promove altera¢cdes no metabolismo proteico, lipidico e glicémico.

Palavras chaves: Trypanosoma vivax. Bovinos. Bioquimica.



ABSTRACT

This study aimed to characterize the serum biochemical changes in cattle
experimentally infected with Trypanosoma vivax during the acute phase of infection,
and correlate with the parasite and clinical profiles. Ten cattle were inoculated, five of
Gl with 2x106 trypomastigotes of T. vivax / ml and five GC inoculated with saline (2
mL IM). The clinical parameters, body score (EC) were performed at times 0, 6, 12,
18, 24 and 30 and parasitological (BCT). Were performed daily until day 21 and
every three days until the 30 days post-inoculation (dpi). Serum samples of cattle 1G
and CG were obtained at times 0, 6, 12, 18, 24 and 30 and evaluated for renal
profiles (urea and creatinine), protein (total protein and albumin), muscle (creatine
kinase - CK), liver (gamma glutamyl - GGT and aspartate aminotransferase - AST),
lipid (cholesterol and triglycerides) and glucose. The trypomastigotes forms of T.
vivax were observed in blood smears (BCT) of the animals of Gl from the 12th day
post inoculation. Significant increase in the mean parasitaemia was observed in 18
dpi (2,1x10%+18104,9 trypomastigotes/ml) compared to day O (p <0.05). Clinical
changes were started at 6 dpi with 40% of animals exhibiting apathy, 20% pale
mucous and ocular discharge. In 18 dpi (peak parasitaemia), 100% of the animals
showed apathy, pale mucous, nasal discharge, ocular and decreased body score. In
biochemical analysis can be noted that the Gl showed a significant reduction in more
than 50% of urea in the 6 and 24 dpi, AST in 18 dpi, alkaline phosphatase at 6, 12
and 24 dpi and increased 18 dpi. Hypoproteinemia and hypoalbuminemia significant
were also observed in Gl at 18 dpi with subsequent statistical increase in total protein
in 24 dpi. Reduced serum levels of CK, in Gl, was noted from 12 dpi and cholesterol
reduction (18 and 24 dpi), triglycerides (12 and 30 dpi) and glucose (18 dpi). In this
context, it can be concluded that T. vivax negatively influences the body score of
experimentally infected animals and promotes changes in the protein metabolism,

lipid and glycemic.

Key words: Trypanosoma vivax. Cattle. Biochemistry.
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1 INTRODUCAO

As tripanosomiases causadas por Trypanosoma vivax € outros
tripanosomatideos como T. congolense ocasionam cerca de trés milhdes de mortes
de bovinos anualmente e tem um impacto significativo sobre a agricultura na Africa
Subsariana e em paises endémicos da América do Sul, levando as perdas na
producdo cerca de 1,2 bilhGes dolares (OSORIO et al., 2008).

No Brasil, o custo anual estimado do tratamento preventivo de
tripanossomiase bovina com cloreto de isometamidium é de até US$ 37,80 por
animal (OSORIO et al., 2008).

Os impactos econdmicos causados por T. vivax na producdo se devem ao
amplo espectro de vetores e hospedeiros susceptiveis e a imunodeficiéncia dos
animais, em sua maioria subnutrida (GARCIA et al., 2006).

T. vivax protozoario flagelado, pertencente a familia Trypanosomatidae, &
responsavel pela tripanosomiase, principalmente, em bovinos e outros ruminantes
da América do Sul podendo afetar a saude animal e produtividade levando a
diminuicdo da producéo, retardo no crescimento, aborto, infertilidade e mortalidade
de animais adultos (HOARE, 1972; CUGLOVICI et al., 2010).

Na América do Sul, o T. vivax € enzodtico e apresenta constantes variacdes
em sua populacéo, espalhando-se por novas areas (DESQUESNES et al., 2009).

No Brasil, estudos conduzidos com animais naturalmente infectados tém
demonstrado que T. vivax, na maioria das vezes, causa infec¢cdo crbnica e
assintomatica em bovinos, bufalos e ovelhas, o que dificulta seu diagnéstico na
maioria dos rebanhos (BATISTA et al., 2007).

A transmissdo desse hemoparasita nas Américas ocorre mecanicamente por
meio da picada de dipteros hematéfagos dos géneros Tabanus spp e Stomoxys spp
por via inoculativa das formas tripomastigostas presentes em seu aparelho bucal e
por via iatrogénica por meio de agulhas contaminadas (GARDINER, 1989; FRANGE,
2013).

O curso da infeccao por T. vivax depende de uma série de fatores, entre eles
o hospedeiro, presenca do vetor biolégico ou mecanico e patogenicidade do indculo
(OSORIO et al., 2008).

Na fase aguda da enfermidade os animais poderdo apresentar febre, anemia

caracterizada inicialmente como microcitica normocromica, passando para
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macrocitica e posteriormente, microcitica (anemia crbnica), anorexia, apatia,
emagrecimento progressivo, lacrimejamento, opacidade de cérnea, além de
desordens neurolégicas e reprodutivas (BETANCOURT; WELLS, 1978; MELENDEZ;
WILLIAM, 1993; OKECH et al., 1996; SILVA et al., 1999; PAIVA et al., 2000; SILVA,
et al., 2004; BATISTA et al., 2007; ABRAO, 2009; BASSI, 2014).

Na fase cronica da infeccdo frequentemente ndo sao observados sinais
clinicos e os animais atuam como reservatorio (portador) da infeccao (SILVA et al.,
1999).

Alteracdes bioquimicas sanguineas como hipoglicemia, hipertriglicidemia,
hipocalcemia e elevagdao de bilirrubina indireta sdo achados comuns na
tripanossomiase (HAMMINGA; WENSING; ZWART, 1996; BARRETT et al., 1998;
MOURA et al., 2009b; FRANGE, 2013), porém, ndo ha trabalhos que mostrem a
cinética do perfil bioquimico sérico em bovinos experimentalmente infectados.

Nesse contexto, este trabalho objetivou caracterizar as alteracdes
bioguimicas séricas de bovinos experimentalmente infectados por T. vivax e

correlacionar com os perfis parasitario e clinico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA, TRANSMISSAO

A tripanossomiase bovina é uma infec¢cdo essencialmente cronica causada
por um hemoprotozoario flagelado denominado Trypanossoma (Duttonela) vivax que
foi introduzido na América latina com o gado importado da Africa, provavelmente, no
final do século XIX (BATISTA et al., 2008).

E um protozoario pleomorfico, apresentando apenas a forma de
tripomastigota na corrente sanguinea de seu hospedeiro vertebrado, onde se
multiplica por fissdo binaria. Nessa forma, o parasita apresenta o corpo alongado e
achatado, com extremidades afiladas e cinetoplasto pds-nuclear. O flagelo surge
préximo ao cinetoplasto e emerge ao lado do corpo, correndo ao longo da
membrana ondulante (UILENBERG; BOYT, 1998).

O comprimento médio do parasita varia de 21um a 25,4um (DAVILA;
RAMIREZ; SILVA, 1997) e, se assemelha ao Trypanosoma brucei, distinguindo-se
desse pelos movimentos rapidos (HOARE, 1972; GARDINER, 1989).

Embora T. vivax desenvolva todas as etapas do seu ciclo biolégico no sangue
circulante, o parasita apresenta capacidade de migrar nos tecidos do hospedeiro
vertebrado (GARDINER, 1989).

A transmissdo dessa hemoparasitose nas Ameéricas ocorre mecanicamente
por meio da picada de moscas dipteras hematéfagas dos géneros Tabanus spp e
Stomoxys spp e inoculacdo das formas tripomastigostas presentes em seu aparelho
bucal, ou por via inoculativa através de agulhas ou instrumentos veterinarios
contaminados (Figura 1) (SILVA et al., 2002; FRANGE, 2013).
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Figura 1 — Transmissao mecanica de formas tripomastigosta nao ciclica.
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Fonte: (SILVA et al., 2002)

A transmissado ciclica pode ser tdo longa enquanto durar a vida do vetor
Glossina spp (“tsé-tsé”), a habilidade para transmitir os tripanosomas
mecanicamente € de curta duracdo (geralmente mensuradas em minutos),
dependendo da sobrevivéncia dos parasitas nas pecas bucais do inseto (Figura 2)

(SILVA et al., 2002).

Figura 2 - Transmissdo mecanica de formas tripomastigosta ciclica “tsé-tsé”.
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A transmissdo transplacentaria em cordeiros, provenientes de ovelhas
inoculadas experimentalmente com T. vivax no terco final da gestacdo também foi
relatada (IKEDE; LOSOS, 1972). Posteriormente, Okech et al. (1996); Betancourt e

Wells (1978) e Meléndez e William (1993) confirmaram esse modo de transmissao.

2.2 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A patogenia da tripanossomiase por T. vivax depende de varios fatores
inerentes ao hospedeiro, como susceptibilidade do animal, e também a viruléncia do
isolado relacionado ao parasita (ANOSA, 1983). Os animais acometidos podem
apresentar sinais clinicos variados.

A enfermidade pode ocasionar aos ruminantes infec¢coes agudas e cronicas,
as quais podem resultar em alteracdes hematoldgicas severas, perda de peso, e
queda na produtividade (leite e carne) podendo levar & morte dos animais (OSORIO
et al., 2008; SILVA et al., 2009).

A tripanossomiase aguda geralmente se caracteriza pela presenca
permanente do parasita no sangue e febre intermitente (OSORIO et al., 2008). A
anemia causada por T. vivax pode ser resultado de varios fatores, como: a producao
de um fator hemolitico (IGBOKWE, 1994); o efeito direto dos tripanossomas sobre as
hemacias; o incremento da fragilidade osmotica por acdo da febre, adesdo de
antigenos dos tripanossomas ou deposicdo de imunocomplexos na superficie das
hemacias (WILLIAMS et al., 1996).

Nos estagios iniciais da infeccdo uma anemia hemolitica pode ser
desencadeada pelo agente, devido aos mecanismos imunomediados, aumento das
citocinas (interleucinasl e 6, fatores de necrose tecidual - alfa (TNFa) e interferon
gama), diminuicdo da oferta de ferro ou mesmo pela diminuicdo de eritropoietina
(FIENNES, 1954; SCHENK et al., 2001; CANCADO; CHIATTONE, 2002).

Em infeccbes com isolados de alta viruléncia, a fase aguda pode ser
acompanhada de sindrome hemorragica, coagulacéo intravascular disseminada e
consequentes alteracbes isquémicas, degenerativas e necréticas (MWONGELA;
KOVATCH; FAZIL, 1981; ANOSA, 1983; WELLDE et al., 1983; OLUBAYO;
MUGERA, 1985; GARDINER, 1989; PAIVA, 2009).

Em trabalho realizado por Almeida et al. (2010) pode-se observar alteracoes

histopatologicas encontradas em varios 6rgdos de ovinos experimentalmente
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infectados por T. vivax, tais como no Sistema Nervoso Central (SNC), infiltrado
celular inflamat6rio submeningeano, infiltrado celular inflamatério no encéfalo e
medula, no rim néfrons com infiltrado inflamatorio intersticial cronico focal e
calcificacdo, edema glomerular. No coracdo notou-se infiltrado subepicardio de
polimorfos nucleares junto ao tecido de conjungédo e presenca de tripomastigostas;
no pulméo foram encontrados congestdo e espessamento das paredes alveolares;
na adrenal infiltrado inflamatério mutifocal, hiperlasia folicular de baco, figado
infiltrado inflamatorio portal generalizado e hiperplasia de linfonodos.

Entretanto, pode haver um equilibrio entre a relacdo parasita e hospedeiro,
fator esse denominado como tripanotolerdncia, em que o animal por um longo
periodo mantem-se clinicamente normal. Existem algumas racas de bovinos que se
apresentam resistentes ao T. vivax no continente africano, isso ocorre tendo vista a
origem genética e ambiental, e pode variar em relacdo as condi¢cdes de estresse,
idade, infecc¢des intercorrentes, estado nutricional e isolados envolvidos (SCHENK et
al., 2001).

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

Na Africa T. vivax pode causar a doenca aguda acompanhada de sindrome
hemorragica (MWONGELA; KOVATCH; FAZIL, 1981). As caracteristicas da infec¢ao
incluem alta parasitemia, febre persistente, anemia severa. Em bovinos adultos a
doenca pode ser grave o suficiente para levar a morte e em fémeas podem
manifestar quadros de aborto no terco final da gestacdo antes mesmo do
diagnéstico (MWONGELA; KOVATCH; FAZIL, 1981). No entanto, tal caracteristica
nunca foi descrita na América Latina (DESQUESNES, 2004).

Os sinais clinicos incluem perda progressiva de peso, queda de fertilidade e
producdo de carne, aborto, agalaxia e, eventualmente, morte (DELAFOSSE et al.,
2006).

T. vivax também deve ser considerado um causador de danos reprodutivos
em bovinos e ovinos (SEIDL et al., 1999; SILVA et al., 2004; BATISTA et al., 2008).
Nos machos, as alteracbes acarretam a perda da libido, retardamento da puberdade
e ma qualidade do sémen. Nas fémeas pode ocorrer anestro temporario ou

permanente, ciclos estrais anormais, morte fetal, distocia, abortamento, morte.
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2.3 ALTERACOES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS SANGUINEAS

A anemia € o0 parametro hematoldégico mais comumente associado a
tripanossomiase por T. vivax (FACER; CROSSKEY; CLARKSON,1982; ANOSA,
1983; OLUBAYO; MUGERA, 1985).

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

Em trabalho realizado por Moura et al. (2009a) ndo foram encontradas
alteracdes nos niveis hemoglobinicos. As proteinas plasmaticas apresentaram
variacdo de 6,3 e 8,0 g/dL, considerando para o padrdao normal o intervalo de 6,7-7,5
g/dL. E, apenas um (2,22%) dos animais positivos apresentou hiperproteinemia. Na
andlise estatistica nao houve diferencas entre os valores do hematécrito, hemécias e
hemoglobina dos animais positivos e negativos, e nenhuma das comparacdes
apresentou diferenca estatistica com significancia de 5% (p<0,05). Em relacdo ao
leucograma pode-se verificar que trés animais positivos (6,66%) apresentaram
leucocitose. Oito animais positivos (17,77%) apresentaram desvio nuclear de
neutrodfilos para a esquerda (DNNE), quatro animais positivos (8,88%) apresentaram
neutrofilia, trés animais positivos (17,64%) apresentaram linfocitose e apenas um
animal positivo (5,88%) apresentou eosinofilia.

As alteracBes nas concentracbes de glicose plasméatica podem ocorrer para
todas as espécies de tripanossomas, pois usam a glicose como fonte crucial de
energia, apresentando transportadores especificos em sua membrana plasmaética,
similares aos das hemacias de mamiferos, o que facilita a captacdo dessa molécula.
Além disso, esse tipo de difuséo facilitada permite ao parasito uma grande eficiéncia
na captacao da glicose resultando em hipoglicemia (BARRETT et al., 1998).

Em experimento realizado por Van Den Ingh et al. (1976) com cabras
infectadas por T. vivax observou-se reducdo dos niveis séricos de glicose e aumento
dos niveis de acidos graxos livres no plasma devido ao aumento de substrato
energético para suprimir o balanco energético negativo.

Segundo Kadima et al. (2000), a hipoglicemia é atribuida ao gasto energético
da hipertermia e a utilizagcdo da glicose pelo tripanossoma. Verstegen et al. (1991)

ao avaliar o efeito da infeccdo por T. vivax sobre o metabolismo energético e
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balanco de substancias nitrogenadas em cabras, verificaram que a necessidade de
energia para a manutencdo aumentou em 25% apoés a infeccdo, associado ao
balanco nitrogenado negativo, aumento sérico de ureia, excrecdo urinaria de
creatinina e perda de peso dos animais.

Em cabras anés infectadas com T. vivax (HAMMINGA; WENSING; ZWART,
1996), observaram quadro de hipertrigliceridemia decorrente da diminuicdo da
atividade da lipase lipoproteica associada as lesdes hepaticas. Também associado
aos disturbios hepaticos ocorrem alteracdes tanto nas lipoproteinas plasmaticas, que
transportam essencialmente todo colesterol e lipideos esterificados, quanto nas
hidrolises de triglicerideos e a lecitina colesterol acetiltransferase, acarretou
alteracdes no metabolismo de lipoproteinas (BACHORIK et al., 1991).

Segundo trabalho realizado por Frange (2013) 68,7% dos animais nao
apresentaram alteracdo hepdtica, visto que aspartato aminotransferase (AST) e
gamaglutamiltransferase (GGT) encontraram-se entre os valores normais citados na
literatura e 31,3% apresentaram lesédo hepatica devido a elevacéo dos niveis séricos
de GGT. Foram observadas também alteragdes nas bilirrubinas, principalmente em
relacdo a bilirrubina indireta que se apresentou elevada em 100% dos animais. Os
animais com tripomastigota circulante apresentaram niveis séricos de bilirrubina
total, direta e indireta superior aos animais negativos nos exames parasitologicos.

Moura et al. (2009b) descreveram as alterac6es nos indices de ureia, onde se
considerando para o padrdo normal o intervalo de 21 a 43 mg/dL, 16 animais
(88,23%) apresentaram diminuicdo nos niveis de ureia. A diminuicdo de nitrogénio
ureico sanguineo (NUS) pode ser considerada como indicador de doenca hepatica
grave, uma vez que a ureia € sintetizada nos hepatocitos a partir da aménia. Em
relacdo ureia e creatinina Frange (2013) observou que 0s animais ndo apresentaram
lesdo renal, e, que as elevagbes dos niveis séricos de ureia estavam relacionadas
ao desequilibrio energético dos animais avaliados.

No mesmo trabalho realizado por Moura et al. (2009b) 11 animais (64,70%)
apresentaram hipocalcemia e a variagao na atividade da fosfatase alcalina (FA) foi
de 24 a 257 U/L, com 100% dos animais apresentando valores dentro dos limites

fisiologicos para a espécie.
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2.4 TRATAMENTO

Para tratamento dessa enfermidade em bovinos, o aceturato de dimenazeno
(Ganaseg®) é utilizado como droga de eleicdo, pois apresenta maior indice
terapéutico e reduz parasitemias altas, pois, interage com o DNA das células
(tripomastigotas) (PEREGRINE; MAMMAM, 1993; DA’'DARA; METT; WALTER,
1998; GONZALEZ et al., 1999; REDDY; SONDHI; LOWN, 1999; SILVA et al., 2004).

Estudos revelaram que a droga e seus analogos ligam-se, preferencialmente,
ao DNA provocando um enrijecimento local das hélices do DNA, alterando as curvas
das hélices intrinsecas, ou mesmo a flexdo do DNA, resultando-se a morte das
tripomastigotas (REINERT, 1999).

Segundo o fabricante (Norvartis Saude Animal LTDA) a posologia indicada
para tratamento das tripanossomiases € de 3,5 mg/kg peso corporal, uma injecao é
normalmente suficiente para um tratamento efetivo. Se o animal ndo responder a
aplicacao dentro de 48 a 72 horas, um segundo tratamento pode ser administrado.

Batista et al. (2007) mostraram que animais com sinais neuroldgicos
decorrentes da infeccdo por T. vivax vierem a morte, mesmo apos o tratamento com
aceturato de diminazeno. Posteriormente, em um outro estudo observaram recidiva
clinica apos aplicagbes de aceturato de diminazeno, caracterizando resisténcia do
parasita a droga (BATISTA et al., 2008).

Segundo Bengaly et al. (2001) o tratamento precoce com aceturato de
diminazeno, durante altas parasitemias é importante, pois reduzem os sinais
clinicos, melhora o quadro de anemia e evita a transmissdo mecéanica por moscas
hemato6fagas.

O aceturato de diminazeno ndo causam efeitos parassimpaticométicos,
tampouco danos hepaticos, desde que admininstrados nas doses recomendadas
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011).

O cloreto de isometamideo (Trypamidium®) pode reduzir as parasitemias, e
promover a cura dos animais, aumentando o volume globular (CADIOLI et al., 2012).
Entretanto, essa droga ainda ndo esta liberada para utilizacdo no Brasil, mas,
atualmente, pode solicitar-se a importacdo por meio da formalizacdo do pedido junto
ao Departamento de Fiscalizagdo de Insumos Pecuarios, na Coordenagdo de
Produtos Veterinarios, na sede do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA), em Brasilia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as alteracdes bioquimicas séricas de bovinos experimentalmente

infectados por Trypanosoma vivax.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Descrever os achados bioquimicos séricos dos animais experimentalmente
infectados.
— Correlacionar os resultados bioquimicos séricos com o perfil parasitario e

clinico dos animais experimentalmente infectados.
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4 MATERIAL E 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 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa em Sanidade

e Producéo Animal nos Tropicos situado no Hospital Veterinario de Uberaba (HVU).

4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Dez bovinos, machos, mesticos girolando, higidos, com idade entre 12-18
meses, com peso variando de 180 a 200kg e negativos para T. vivax nos exames
sorologicos com quatro dosagens consecutivas de anticorpos IgG anti-T. vivax
(Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI<40), e também quatro testes
parasitolégicos consecutivos (direto e BCT). Os animais foram mantidos no HVU,
alimentados com forragem verde (Panicum maximum e silagem de sorgo) e agua ad
libitum durante todo o periodo experimental.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle
(GC) e grupo infectado (Gl). Os animais do GC (n=5) foram inoculados por via IM
com 2mL de solucéo fisioldgica estéril e os do Gl (n=5) foram inoculados por via IM
com 2mL de sangue de ovino inoculado experimentalmente contendo
2x108 /mL tripomastigotas de T. vivax (isolado do surto de Aquidauana-MS, cedido
pelo Prof. Dr. Fernando Paiva da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul).

Os animais durante o periodo experimental (30 dias) foram acompanhados
em relacdo aos sinais clinicos, escore corporal e parasitologia. Os bovinos do Gl que
apresentaram anemia abaixo de 22% (volume globular - VG) e/ou alteracdes clinicas
como debilidade, apatia, ataxia e sonoléncia foram tratados com aceturato de
diminazene (3,5mg/Kg) (Ganaseg plus® Novartis), conforme recomendacdo do

fabricante.
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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 Salide Animal) nos animais no dia 0° e 18°.

4.4 COLETA E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Para a avaliacdo parasitologica foram colhidos de cada animal, 4 mL de
sangue por venopuncéo da jugular, utilizando agulhas 25x0,8mm (BD®) em tubos
vacutainer (Vacuette®) contendo acido etilenodiaminotetracético di-sédico (EDTA) a
10%. A coleta de sangue entre 0s grupos ocorreu separadamente.

A obtencdo dos soros ocorrerram nos momentos 0°, 6°, 12°, 18°, 24° e 30°
dias, foram colhidos aproximadamente 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) a 2000g a temperatura
ambiente (TA) por dez minutos para obtencdo 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 das analises

bioguimicas.

4.5 AVALIACAO PARASITOLOGICA

Os dados parasitologicos foram coletados diariamente até o 21° dia e de trés
em trés dias até o 30° dia pds-inoculacdo (dpi) foram obtidos por determinacao
quantitativa de tripomastigotas pelo exame direto do sangue periférico pelo método
de Brener (1961). Foram pipetados 5uL de sangue e colocados entre lamina e
laminula (22x22mm) e realizada a contagem das tripomastigotas em 50 campos
microscépicos em aumento de 400x (Nikon® Eclipse E200). O nimero de parasitos
observados foi multiplicado por 80. O resultado foi transformado em
tripomastigotas/mL.

A parasitemia também foi avaliada pela técnica de 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, centrifugacdo a 10000g (Celm® MH) por cinco minutos. Apés, foi

realizado o esfregacgo a partir da amostra obtida de um capilar, quebrando o tubo na
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fracdo entre a camada liquida (plasma) e a camada leucocitaria. Posteriormente, o
esfregaco foi corado com Panético Rapido (Laborclin®). A partir dos esfregacos
sanguineos corados, a estrutura geral das formas tripomastigotas pode ser

observada em aumento 1000x por microscopia 6ptica (NIKON® Eclipse E200).

4.6 AVALIACAO CLINICA

As avaliacdes clinicas foram feitas nos momentos 0°, 6°, 12°, 18°, 24° e 30°
(dpi), observando, apatia, mucosas, secre¢ao ocular, secre¢do nasal, opacidade de
cornea, diarreia e claudicacéo.

Para avaliagdo do escore da condicdo corporal (EC) foi empregado
metodologia descrita por Maciel (2006), que utiliza a escala de escores de 1 a 5
(Quadro 1).

Quadro 1 -Escore da condi¢ao corporal de bovinos

ESCORE DA CONDICAO CORPORAL

1: Caquético Cavidade profunda na regido de insercdo da cauda, costelas e 0ssos da pélvis
(bacia) pronunciados e facilmente palpaveis, auséncia de tecido gorduroso na
pélvis e lombo.

2: Magro Cavidade rasa ao redor da inser¢do da cauda, pélvis palpavel, costelas mais
posteriores arredondadas e depressao visivel na area do lombo.

3: Intermediario |Presen¢a de gordura na insercdo da cauda, camada de tecido sobre a parte
superior das costelas, sentidas sob presséo, e ligeira depressédo no lombo.

4: Gordo Pregas de gordura visiveis na inser¢cdo da cauda, costelas mais posteriores nao
palpaveis e auséncia de depressao no lombo.

5: Muito Gordo Insercdo da cauda imersa em camada espessa de tecido adiposo, 0ssos pélvicos
ndo mais palpaveis, costelas posteriores cobertas por tecido gorduroso.

Fonte: Maciel (2006).

4.7 ANALISES BIOQUIMICAS SERICAS

As amostras de soro foram avaliadas quanto ao perfil renal (ureia pelo método
enzimatico cinatico UV e creatinina pelo método picrato alcalino), perfil proteico
(proteina total pelo método de biureto e albumina pelo método verde de
bromocresol), perfil muscular creatina quinase (CK) pelo método cinético UV IFCC,
perfil hepéatico GGT pelo método Szasz modificado e AST pelo método cinetico UV

IFCC, perfil lipidico (colesterol e triglicérides pelo método enzimatico Trinder) e
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glicémico pelo método enziméatico GOD-Trinder. As andlises foram realizadas em
equipamento automatizado Selectra II® com kits Bio Técnica®.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas das variacfes 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 nao
paramétricos). Para comparacdes entre os grupos durante o periodo experimental
foi utilizado teste de Mann-Whitney. Foi utilizado programa GraphPadPrism 5.0. O

nivel de significancia foi de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL PARASITARIO

As formas tripomastigotas de T. vivax comecaram a ser observadas nos
esfregagcos sanguineos BCT dos animais do Gl a partir do 12° dia (Figura 3). Foi
observada uma elevacdo significativa da média da parasitemia no 18° dpi
(2,1x10%+18104,9 tripomastigotas/mL) em relacdo ao dia 0 (p<0,05).

Figura 3 - Observacdo das formas tripomastigotas (seta) de T. vivax em esfregaco

sanguineo de bovinos do Gl corado pelo Pandético Rapido, pela técnica do BCT.

Fonte: Acervo do autor (2015). (aumento 1000x).

Devido a debilidade e/ou anemia dos animais houve necessidade de
tratamento com aceturato de diminazeno (3,5 mg/kg) em todos os animais do GI no
18° dpi. ApOs a intervengcdo observou-se que houve discreta parasitemia nos
momentos 21° e 27°. O perfil da parasitemia dos animais do Gl, bem como a média
da parasitemia esta apresentado no grafico 1. Os animais do GC ndo apresentaram
parasitemia durante todo o periodo experimental.
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Grafico 1 - Andlise da atividade parasitémica durante a infeccdo experimental por T.
vivax nos bovinos do GlI.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns). Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

5.2 AVALIACAO CLINICA

As alteracdes clinicas iniciaram-se no 6° dpi com 40% dos animais
apresentando apatia, 20% mucosas palidas e secre¢do ocular. No 18° dpi (pico de
parasitemia), 100% dos animais apresentaram apatia, mucosas palidas, secrecao
nasal e ocular (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia dos sinais clinicos relacionados com a atividade parasitémica
durante a infeccdo experimental por T. vivax em bovinos do Gl, Uberaba (MG),
2015.

Dias p6s- Apatia Mucosas Secrecdo Secrecado Opacidade Diarreia Claudicacéo

inoculagao (%) (%) ocular nasal de cornea (%) (%)
(%0) (%) (%0)
0 0 0 0 0
40 20 20 0 0
12 60 80 60 60 0 20 20
18 100 100 100 100 60 20 20
24 40 80 80 20 100 0 0
30 0 60 20 20 100 0 20

Fonte: Elaborada pelo autor (2015).
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O EC dos animais do GC variou de dois a quatro (3,1 0,21) e Gl (2,6 0,25).
No Gl a diminuicdo do EC coincidiu com o aumento da parasitemia (12° -18° dpi).
N&o se observou diferenca estatistica significativa entre os momentos e/ou grupos

durante o periodo experimental (Grafico 2).

Gréfico 2 - Escore corporal dos bovinos do grupo controle e grupo infectado, durante

o periodo experimental.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2015)

53 PERFIL BIOQUIMICO SERICO DOS ANIMAIS CONTROLE E
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

5.3.1 Perfil renal

As amplitudes minima e maxima, média e DP, bem como os valores de
referéncias de ureia e creatinina dos animais nos momentos experimentais estao

apresentados nas tabelas 2 e 3, e grafico 3, respectivamente.
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Pode-se notar que 100% dos animais do Gl apresentaram baixos niveis
séricos de ureia durante todo o periodo experimental. Foi notada reducdo
significativa (p<0,05) superior a 50% no 6° dpi (7,4+1,8) em relacdo ao momento
zero (19,0+3,0). Reducao significativa (p<0,05) foi também observada no 24° dpi
(5,0+£2,8) em relagéo ao 18°dpi (9,4+1,1). No GC a reducdo ocorreu nos momentos

6°, 18°, 24° e 30°, porém, ndo estatisticamente significativa (Tabela 2 e Gréfico 3).

Tabela 2 - Valores de ureia sérica (mg/dL) dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média * dp Amplitude (Média+dp) Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 19,0 a 35,0 25,2+6,4 18,0 a 24,0 19+3,0
6 5,0a32,0 16,8+13,1 50a10,0 7,4+1,8
12 9,0a42,0 21,2+12.8 50a13,0 9,2+3,6
20-30
18 4,0a 26,0 11,248,8 8,0a11,0 9,4+1,1
24 1,0a12,0 6,0+4,2 3,0a10,0 5,0+2,8
30 4,0a14,0 6,6+4,3 3,0a5,0 4,0+0,7

(@ Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Grafico 3 - Valores séricos de ureia (mg/dL) expressos em média + desvio

padrao dos grupos controle (GC) e grupo infectado (GIl) durante infeccao
experimental por T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns). Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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Em relacéo a creatinina ambos 0s grupos apresentaram niveis séricos dentro
da normalidade. Nao se observou diferencas significativas entre os momentos e/ou

grupos para creatinina (Tabela 3 e Grafico 4).

Tabela 3 - Valores de creatinina sérica (mg/dL) dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiaxdp) Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 0,3a1,6 1,04+0,5 09a1,2 1,02+0,1
6 10a1,9 1,34+0,3 09a1,3 1,1640,2
12 l1a17 1,3240,2 l0a1l4 1,24+0,2
laZ2
18 11a1,8 1,32+0,3 09a15 1,1840,2
24 l0al4 1,1840,2 10a1,2 1,0840,1
30 09a14 1,2+0,2 l10a1ll 1,04+0,1

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

Gréfico 4 - Valores séricos de creatinina (mg/dL), expressos em média + desvio
padrao dos grupos controle (GC) e grupo infectado (GIl) durante infeccao
experimental por T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns). Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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5.3.2 Perfil hepético

As amplitudes minima e maxima, média e DP, bem como os valores de
referéncias de GGT e AST dos animais nos momentos experimentais estdo

apresentados nas tabelas 4, 5 e grafico 5, respectivamente

Tabela 4 - Valores de GGT sérica (U/L) dos bovinos dos grupos controle e infectado,

durante infecgcéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Média+dp) Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 8,0a14,0 11,2+2,8 7,0a17,0 12,6+4,0
11,0a 19,0 14,8+2,9 10,0 a 20,0 14,4+4,0
12 13,0a19,0 15,6+2,6 11,0a17,0 14,0+2,2
6,1lal7,4
18 11,0a17,0 14,2+2,3 8,0a14,0 11,6+2,5
24 9,0a17,0 12,8+3,2 8,0a17,0 12,0+£3,5
30 6,0a14,0 11,2+3,9 8,0a18,0 11,8+4,1

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Grafico 5 - Valores séricos de GGT (U/L) expressos em média + desvio padrdo dos
grupos controle (GC) e grupo infectado (GI) durante infeccdo experimental por T.

vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns). Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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Observou-se que os animais dos GC e Gl apresentaram valores médios para
a GGT sérica dentro dos limites fisiologicos para a espécie e estasticamente
semelhantes (p>0,05) entre os grupos e/ou momentos durante todo o periodo

experimental (Tabela 5 e Gréfico 6).

Tabela 5 - Valores de AST sérica (U/L) dos bovinos dos grupos controle e infectado,
durante infecgcéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado

Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiadp) Referéncia®
Min a Max Min a Méax
0 43,0a72,0 59,8+10,8 51,0a 70,0 60,2+7,8
6 41,0 a 80,0 61,2+15,6 55,0a122,0 79,8+26,6
12 40,0 a 85,0 59,0+16,7 52,0a 70,0 61,6+7,4
78 a 132
18 42,0a74,0 58,6+12,2 45,0a 62,0 51,0+6,6
24 20,0a 71,0 51,6+19,2 39,0a 85,0 60,8+17,2
30 28,0 a 64,0 51,0+£13,5 42,0a79,0 59,8+14,9

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Grafico 6 - Valores séricos de AST (U/L) expressos em média + desvio padrao dos

grupos controle (GC) e grupo infectado (GI) durante infeccdo experimental por T.

vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relacdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns). Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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Porém, para AST, os niveis séricos estavam abaixo dos valores de referéncia
em todos os momentos no GC. No Gl somente no 6° dpi, os valores de AST
estavam na faixa de normalidade com reducéo significativa observada no Gl no 18°
dpi (51+6,6) (Tabela 5 e Grafico 6).

As amplitudes minima e maxima, média e DP, bem como os valores de
referéncias de FA dos animais nos momentos experimentais estdo apresentados na

tabela 6 e grafico 7.

Tabela 6 - Valores de FA sérica (U/L) dos bovinos dos grupos controle e infectado,
durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado

Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Média+dp) Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 167,0 a 348 242,8+83,4 106,0 a 255,0 169,2+61,5
6 137,0 a 302 219,0+66,1 102,0 a 181,0 134,0+31,5
12 126,0 a 458,0 247,0+135,5 43,0 a 136,0 100,6+36,5
0-488

18 149,0 a 432,0 255,4+129,5 171,0a347,0 246,0+85,5
24 138,0 a 546,0 270,6+170,6 85,0a217,0 147,2452

30 101,0 a 487,0 225,8+162,9 75,0 a 164,0 112,4+37,7

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).
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Gréfico 7 - Valores séricos de fosfatase alcalina (FA) (U/L) expressos em média *
desvio padrdao dos grupos controle (GC) e grupo infectado (Gl) durante infeccao

experimental por T. vivax.
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(*) representam significAncia estatistica do Gl em relacdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) e () representam significancia estatistica entre os grupos (Mann-Whitney). Fonte:
Elaborado pelo autor (2015).

Os valores médios da FA em ambos os grupos (Tabela 6) mantiveram-se
dentro do intervalo de referéncia citado por Kaneko, Havey e Bruss (1997).

Foi observada uma reducéo significativa (p<0,05), no Gl em relacdo ao GC no
6° dpi (134,0+ 31,5) e 12° dpi (100,6+36,5). No GI, também, observou-se aumento
significativo de FA no 18° dpi (246+85,5) com posterior reducéo significativa no 24°
dpi (147,2+52,0) (Tabela 6 e Grafico 7).

5.3.3 Perfil proteico e muscular
As amplitudes minima e méaxima, média e DP, bem como os valores de

referéncias de albumina e proteinas totais dos animais nos momentos experimentais

estdo apresentados nas tabelas 7, 8 e gréafico 8, respectivamente.
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Tabela 7 - Valores de proteinas totais sérica (g/dL) dos bovinos dos grupos controle

e infectado, durante infeccdo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiaxdp) Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 6,0a7,0 6,56+0,4 6,0a9,2 7,46+1,3
6 6,2a7,7 7,02+0,6 72a85 7,62+0,6
12 59a9,6 7,36+1,4 62a7,6 7,18+0,6
6,74 a 7,46
18 59a71 6,32+0,5 49a6,5 6,08+0,7
24 55a7,0 6,16+0,5 6,1a7,3 6,8+0,5
30 50a6,1 5,6+0,5 59a6,8 6,32+0,4

@ Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Gréfico 8 - Valores séricos de proteina total (g/dL) expressos em média + desvio
padrao dos grupos controle (GC) e grupo infectado (GIl) durante infeccao

experimental por T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infec¢cdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) e (]) representam significancia estatistica entre os grupos (Mann-Whitney). Fonte:
Elaborado pelo autor (2015).

O GC apresentou hipoproteinemia nos momentos 0°, 18°, 24° e 30° dpi,
porém, sem significado estatistico (Tabela 7). A reducgéo de proteina total (5,6£0,5)
no 30° dpi no GC foi estatisticamente significativa (p<0,05), em relagcdo ao Gl
(6,32+0,4). No GI observou-se hipoproteinemia signficativa no 18° dpi (6,08%0,7)
com posterior aumento significativo no 24° dpi (6,8+0,5) (Tabela 8 e grafico 9).
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Tabela 8 - Valores de albumina sérica (g/dL) dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiadp) Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 2,7a35 3,1+0,3 23a3,6 3,0+0,5
6 2,7a3,6 3,1+0,5 29a34 3,240,2
12 30a4,1 3,4+0,5 29a34 3,1+0,2
30a35
18 2,7a35 3,1+0,3 27a29 2,78+0,1
24 2,7a3,3 2,96+0,2 28a3,6 3,08+0,3
30 25a3,2 2,88+0,3 24a31 2,88+0,3

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Gréfico 9 - Valores séricos de albumina (g/dL) expressos em média + desvio padréao
dos grupos controle (GC) e grupo infectado (Gl) durante infeccdo experimental por

T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

Valores médios de albumina abaixo dos valores de referéncia citados por
Kaneko, Harvey e Bruss (1997) foram observados nos animais do GC no 24° e 30° e
no Gl no 18° e 30° dpi (Tabela 8).

Os valores de albumina ndo variaram estatisticamente durante todo o periodo
experimental entre os grupos GC e GI. A reducao significativa de albumina foi
notada no GI no 18° dpi (2,78+0,1) (Grafico 9).
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As amplitudes minima e maxima, média e DP, bem como os valores de
referéncias de CK dos animais nos momentos experimentais estdo apresentados na

tabela 9 e grafico 10.

Tabela 9 - Valores de CK sérica (U/L) dos bovinos dos grupos controle e infectado,

durante infeccédo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado Valores de
Momentos —xq oitide  Médiazdp  Amplitude (Médiazdp) _ Referéncia®
leg) Min a Méax Min a Max

0 74,0 a 274,0 133,4+£82,9 55,0a127,0 83,4+27,0

6 44,0 a 116,0 78,8+30,3 61,0 a 159,0 95,2+39,9

12 39,0a79,0 66,0+16,8 31,0a76,0 50,4+16,8

18 58,0a114,0 81,2+26,1 22,0a64,0 41,0+16,0 602120
24 38,0a102,0 69,2+25,1 24,0a112,0 62,4+32,5

30 61,0 a 105,0 77,6x17,7 50,0 a 741,0 188,4+337,6

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Gréfico 10 - Valores séricos de CK (U/L) expressos em média + desvio padrdo dos
grupos controle (GC) e grupo infectado (GI) durante infeccdo experimental por T.

vivax.

BOO - - 25000
| ] =
=00 A - 0000 2
400 : &
- ] -
- - 15000 =
- . ]
= 300 - 2
E - 10000 3
300 £
5000 =
B -1
100 [-»

T * T T ‘.\-

i & 12 18 24 30
Momentos Experimentais ( dias)

=G| =8=GCc v Parasitemia

(*) representam significancia estatistica do Gl em relacdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) e (]) representam significancia estatistica entre os grupos (Mann-Whitney). Fonte:
Elaborado pelo autor (2015).
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Notou-se valores médios para CK acima dos limites fisiologicos no GC no
momento zero e no 30° dpi no GI, porém, sem significado estatistico (Tabela 9). Foi
observada reducéo significativa no 18° dpi no Gl (41,0+16,0) em relacdo ao GC
(81,2+26,1). Essa reducado significativa de CK no Gl ocorreu a partir do 12° dpi
(50,4+16,8) comparado ao 6° dpi (95,2+39,9) (Grafico 10).

5.3.4 Perfil lipidico e glicémico

As amplitudes minima e maxima, média e DP, bem como os valores de
referéncias de colesterol e triglicérides dos animais nos momentos experimentais

estdo apresentados nas tabelas 10, 11 e grafico 11, respectivamente.

Tabela 10 - Valores de colesterol sérico (mg/dL) dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiaxdp) Referéncia®
Min a Max Min a Max

0 56,0 a 115,0 92,0+23,3 57,0a120,0 85,8+25,0

61,0a111,0 94,2+20,5 68,0 a 106,0 86,2+14,4
12 98,0 a 163,0 112,2+28,4 62,0 a2 96,0 82,6+12,7
18 65,0 2 128,0 92,0+22,7 39,0a63,0 55,0+9,4 LR
24 72,0a121,0 89,2+19,9 40,0a72,0 59,6+11,8
30 65,0 a123,0 94,6+26,0 49,0 a 83,0 66,8+13,4

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).
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Gréfico 11 - Valores séricos de colesterol (mg/dL) expressos em média + desvio

padrao dos grupos controle (GC) e grupo infectado (GIl) durante infeccao
experimental por T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relacdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) e (]) representam significancia estatistica entre os grupos (Mann-Whitney). Fonte:
Elaborado pelo autor (2015).

O GC apresentou valores séricos de colesterol dentro da faixa de normalidade
para a espécie e sem variacdo significativa durante todo o periodo experimental
(Tabela 10). Porém, o Gl apresentou reducédo significativa no 18° dpi (55,0+9,4) e
24° dpi (59,6+11,8). A reducdo nesses dias (18° e 24° dpi) observada no Gl diferiu
estatiticamente do GC (92,0+22,7) (Grafico 11).
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Tabela 11 - Valores de triglicérides séricos dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle

Grupo Infectado

Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiatdp) Referéncia®

Min a Méax Min a Max

0 22,0a28,0 24,4123 23,0a52,0 30,6+12,2
21,0a28,0 24,2129 17,0a31,0 24,6157

12 27,0a45,0 33,0£7,1 16,0 a 25,0 21,0+£3,4

18 19,0a 31,0 25,245 21,0a26,0 22,2+2,2 Oald

24 20,0a34,0 24,8455 18,0 a 29,0 21,645

30 12,0 a 30,0 20,2+7,0 12,0a 23,0 17,2+4,3

(M Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborada pelo autor (2015).

Grafico 12 - Valores séricos de triglicerides (mg/dL) expressos em média + desvio

padrdo dos grupos controle (GC) e grupo infectado (GIl) durante infeccao

experimental por T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relacdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) e (]) representam significancia estatistica entre os grupos (Mann-Whitney). Fonte:
Elaborado pelo autor (2015).

Hipertrigliceridemia foi notada em ambos os grupos (GC e Gl), durante todo o

periodo experimental (Tabela 11). Observou-se reducao significativa dos valores de
triglicérides no Gl no 12° dpi (21,0+3,4) e 30° dpi (17,2+4,3). A reducdo no 12° dpi
observada no Gl diferiu estatisticamente do GC (33,0£7,1) (Grafico 12).
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As amplitudes minima e méaxima, média e DP, bem como os valores de
referéncias de glicose dos animais nos momentos experimentais estao apresentados

na tabela 12 e gréafico 13, respectivamente.

Tabela 12 - Valores de glicose sérica (mg/dL) dos bovinos dos grupos controle e

infectado, durante infeccéo experimental por T. vivax. Uberaba (MG), 2015.

Grupo Controle Grupo Infectado
Momentos Valores de
(dias) Amplitude Média + dp Amplitude (Médiazdp)  Referéncia®
Min a Max Min a Max
0 57,0 a 88,0 71,6+12,9 55,0 a 74,0 65,2+7,0
6 51,0a 73,0 60,8+7,9 42,02 63,0 57,618,9
12 48,02 90,0 63,4+15,8 47,0a59,0 56,4+5,3
45a 75
18 44,0a75,0 56,0+11,6 3,0a55,0 35,0+22,8
24 50,0 a 69,0 55,2+7,8 56,0 a 62,0 58,612,2
30 43,0a69,0 53,4+10,4 53,0 a 63,0 57,8+3,8

(@ Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

Grafico 13 - Valores séricos de glicose (mg/dL) expressos em média = desvio padrao

dos grupos controle (GC) e grupo infectado (Gl) durante infeccdo experimental por

T. vivax.
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(*) representam significancia estatistica do Gl em relagdo ao periodo de infeccdo (ANOVA/Tukey —
Friedman/Dunns) Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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Ambos 0s grupos experimentais apresentaram valores médios de glicose
sérica na faixa de normalidade para a espécie nos momentos 0°, 6°, 12°, 18°, 24° e
30° dpi, excetuando-se o Gl infectado no 18° dpi (35,0£22,8) que apresentou
reducao significativa com valor médio inferior ao de referéncia confrontado (Tabela
12 e gréfico 13).
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6 DISCUSSAO

As alteracgdes clinicas e laboratoriais observadas em animais infectados por T.
vivax dependem de fatores relacionados a susceptibilidade do animal e a viruléncia
do parasita (ANOSA, 1983).

Com o isolado de T. vivax utilizado na infeccdo experimental dos bovinos, o
pico de parasitemia observado no 18° dpi foi superior ao observado por Adamu et al.
(2007), que identificaram o pico aos seis dias poés-infeccdo nos touros zebus
experimentalmente infectados; e por Schenk et al. (2001), que observaram T.
vivax na circulacdo sanguinea a partir do 3° dpi, pico no 5° dpi e persisténcia de
parasitemia até o 30° dpi em todos os bezerros infectados experimentalmente. Mas
os resultados foram semelhantes aos achados de Paiva (2009) que infectou ovinos
com T. vivax e identificou formas do parasita no sangue periférico entre o 5° e 9° dia
apos a infeccdo e parasitemia em torno do 12° e 20° dpi.

Tais variacdes da presenca das formas tripomastigotas na circulacdo pode
estar relacionada as espécies animais envolvidas, raca, idade, alimentacdo,
fatores ambientais, que podem influenciar na resposta do hospedeiro ao parasita,
mostrando que uma mesma amostra de T. vivax pode apresentar patogenicidade
diferente em decorréncia dos fatores supracitados (SCHENK et al., 2001; ALMEIDA
et al., 2008; BATISTA et al., 2006).

O tratamento com aceturato de diminazeno reduziu bruscamente a
parasitemia, porém ndo permitiu a eliminacdo total do parasita (pode-se notar
presenca de tripomastigotas na circulacdo apds dois dias do tratamento), o que
demostra resisténcia do T. vivax a droga, estando de acordo com outros autores
(BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008; CADIOLI et al., 2012), mas evitou a
morte dos animais, pois segundo Bengaly et al. (2001), o tratamento com aceturato
de diminazeno, durante a parasitemia reduz os sinais clinicos e melhora o quadro de
anemia.

Na América latina, os bovinos parasitados geralmente apresentam febre,
perda de peso, apatia, anorexia, entre outras manifestacbes como anemia, palidez
de mucosas, linfoadenomegalia, frequéncias respiratdria e cardiaca aumentadas,
diminuicdo da producao 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). Neste estudo notou-se a presenca dos sinais clinicos
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como: apatia, mucosas hipocroradas (anemia), secre¢do ocular, secrecdo nasal,
opacidade de cérnea, diarreia, claudicacdo e perda de peso; também foram
observados nos bovinos do Gl e pode-se observar que a parasitemia influenciou na
reducdo do escore corporal dos animais deste grupo, potencializada pela ma
qualidade do pasto (experimento realizado no periodo seco do ano) e auséncia de
suporte nutricional.

Experimento realizado por Batista et al. (2006) também demonstrou a
influéncia negativa da infeccdo por T. vivax sobre o EC de ovinos infectados
experimentalmente por T. vivax, bem como outros estudos sobre infec¢cdo natural e
experimental apontaram a diminuicdo do EC, e relataram que a perda de peso
evidente estava relacionada as infecgbes agudas e cronicas por T. vivax (SILVA et
al., 1999; SCHENK et al., 2001; ALMEIDA et al., 2008; BATISTA et al., 2008;
BATISTA et al., 2012).

Como a bioquimica sérica reflete a situacdo metabdlica dos animais, bem
como as lesdes teciduais, transtornos no funcionamento de érgdos e desequilibrios
metabdlicos especificos ou de origem nutricional (KANEKO; HARVEY; BRUSS,
1997), buscou-se correlacionar os achados parasitarios e clinicos com as alteracées
bioquimicas observadas nos animais experimentalmente infectados.

Neste sentido, notou-se que a parasitemia associada a reducdo do EC
influenciou diretamente o perfil bioquimico dos animais, uma vez que o balanco
energético negativo propicia a metabolizacdo de outros componentes séricos para
suprir a necessidade energética do animal. Isso pode ser observado em relacdo a
reducdo de uréia (6°, 24° dpi), proteina total (18°, 24° dpi), albumina (18° dpi) e ao
baixo EC dos animais do Gl.

Segundo Latimer, Mahaffey e Prasse (2003) niveis de albumina diminuidos
juntamente com diminuicdo de uréia indicam deficiéncia protéica. Como os niveis de
ureia indicam a ingestdo de proteina pelo animal e a albumina o estado protéico,
pode-se inferir que a apatia que o T. vivax promoveu nos animais experimentais a
partir do 6°dpi influenciou diretamente na ingestdo de alimentos e,
consequentemente, no escore corporal dos animais.

Verstegen et al. (1991) observaram que infec¢des por T. vivax afetaram o
metabolismo energético e balanco de substancias nitrogenadas em cabras e que

houve aumento da necessidade de energia para a mantenga em 25%.
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Os baixos valores séricos de colesterol (18°, 24° dpi), triglicérides (12°, 30°
dpi) e glicose (18° dpi) demonstraram que o metabolismo energético dos animais do
Gl estava focado nos processos oxidativos de lipideos. Isso pode ocorrer em virtude
do inadequado fornecimento energético (periodo seco do ano), gasto energético:
hipertermia (pico parasitemia), e, a utilizacdo da glicose pelo tripanossoma, pois, 0
mesmo utiliza a glicose como fonte crucial de energia, apresentando transportadores
especificos em sua membrana plasmatica, similares aos das hemacias de
mamiferos, o que facilita a captacdo dessa molécula, 0 que permite ao parasito uma
grande eficiéncia na captacao da glicose resultando em hipoglicemia (BARRETT et
al., 1998; KADIMA et al., 2000). Portanto, quando o balan¢o energético se tornou
negativo, houve mobilizacdo de triglicérides para fornecimento de &cidos graxos
(fonte de energia) e glicerol (precursor de glicose hepética), o que justifica inclusive
0 aumento de glicose no 24° dpi em relagdo ao 18° dpi.

Van Den Ingh et al. (1976) demonstraram que em cabras infectadas por T.
vivax houve reducdo dos niveis séricos de glicose. Segundo Laha, Prasa e Sahai
(1991), 107 tripomastigotas de T. evansi podem consumir até 0,9 mg de glicose
plasmética por hora.

Dessa forma, nas parasitemias, a espoliacdo energética pelo parasito pode
ser determinante na ocorréncia de hipoglicemia (MENEZES et al., 2004).
Possivelmente, T. evansi também utiliza outros substratos energéticos; tais como os
triglicérides e colesterol do hospedeiro, semelhante ao T. brucei (COPPENS;
LEVADE; COURTOY, 1995).

A hipocolesterolemia também foi observada por Katunguka-Rwakishaya,
Murray e Holmes (1997); Espinoza et al. (2000); Schenk et al. (2001); e por Frange
(2013).

Segundo Katunguka-Rwakishaya, Murray e Holmes (1997) os tripanossomas
patogénicos podem causar hiper ou hipocolesterolemia, sugerindo a existéncia de
diferencas no metabolismo de lipidios entre hospedeiros ruminantes; e notificaram
diminuicdo do colesterol em bovinos e ovinos infectados com T. congolense,
relacionando a queda dos niveis de colesterol com a detecc¢ao dos tripanossomas no
sangue, concluindo que a diminuicdo do colesterol é consequéncia do consumo ou

da acao direta dos tripanossomas, que o utilizam para seu crescimento.
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Neste estudo o declinio dos valores de colesterol iniciou com o aparecimento
dos tripanossomas na circulacdo, o que provavelmente associou a liberacdo de
produtos pelo parasito quando lisados.

As alteracdes das enzimas AST e GGT observadas durante o periodo
experimental estdo em consonéncia aos achados de Frange (2013) ao notar que
68,7% dos bovinos infectados por T. vivax ndo apresentaram alteracdo hepética e
qgue os valores séricos de AST e GGT encontravam-se dentro dos valores normais
citados na literatura.

Portanto, as reducbes de CK e AST podem estar relacionadas as
claudicagbes apresentadas por alguns animais do Gl, caracterizada por movimentos
lentos até a dificuldade de sustentacdo do proprio peso nos membros pélvicos,
podendo estar relacionada a perda de EC, anemia ou até por deposicdo de
imunocomplexos, estando de acordo com trabalhos realizados pelos autores
(SCHENK et al., 2001; BATISTA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2008; BATISTA et al.,
2012).

Segundo Batista et al. (2008); Batista et al. (2012) as lesdes caracterizadas
pela infeccdo por T. vivax podem levar ao aparecimento de sinais clinicos como
tremores musculares e incoordenag¢ao motora.

Outra alteracdo importante € o comprometimento do musculo esquelético
observado nas infec¢des por T. vivax, pois Almeida et al. (2010) verificaram lesao
muscular em ovinos infectados experimentalmente com T. vivax, associada a
diminuicdo da concentragdo das enzimas AST e CK. Cadioli (2005) verificou que
ratos infectados com T. evansi, apresentaram emagrecimento progressivo até
caquexia, com perda do tbnus muscular e transtornos motores, evoluindo para
paraplegias atribuidas as lesdes que envolvem o SNC e muscular.

Em relacdo a FA, Moraes (2001) observou diminuicdo da enzima em bovinos
infectados com T. vivax. Porém, Fretes e Fabro (1990) trabalhando com cultura de
placenta e T. vivax observaram aumento da enzima e sugeriram uma acao da
interacdo do parasito com a membrana placentéria.

Segundo Schenk et al. (2001) nos estégios iniciais da infeccdo por T. vivax
uma anemia hemolitica pode ser desencadeada devido o efeito direto dos
tripanossomas sobre as hemacias; adesdo de antigenos dos tripanossomas e
deposicdo de imunocomplexos na superficie das hemécias (IGBOKWE, 1994;
WILLIANS et al., 1996).
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Em decorréncia da anemia hemolitica, Frange (2013) observou que 100% dos
animais parasitados por T. vivax apresentavam aumento de bilirrubina indireta.

Nesse contexto, pode inferir que o aumento da atividade de FA (18° dpi) se
deu em virtude da colestase em decorréncia a hiperbilirrubinemia (PERRY, 2003)

provocada pela hemolise causada pelo parasita durante o pico de parasitemia.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

— A parasitemia influencia negativamente o escore corporal dos animais

infectados experimentalmente por T. vivax;

bY

— A ma qualidade nutricional associada a parasitemia potencializa a
reducdo do escore corporal dos animais infectados experimentalmente
por T. vivax;

— T. vivax causa alteracdes no metabolismo proteico, lipidico e glicémico

de bovinos infectados.
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ANEXOS

ANEXO A — CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA ANIMAL (UNIUBE)

UNIUBE

Eesnse Repenmiene oo 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 Experimentagdo
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) 33198959 - Fax: (34) 3314-8910
ceea@uniube.br
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