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RESUMO

O Tripanosoma vivax é o hemoparasito mais patogénico para ruminantes, causando
grandes perdas econdmicas para o produtor quando prevalente no rebanho. Este trabalho se
propde a caracterizar a triponossomose em bovinos através dos achados clinicos, fatores
epidemioldgicos de risco e diagnostico dessa doenca em surtos ocorridos no agreste
pernambucano e alagoano. Nas propriedades foram realizados levantamentos dos histéricos e
exames clinicos, coletas de sangue e acompanhamento clinico de 109 animais doentes por um
periodo de um ano. Os achados clinicos foram: febre, apatia, anorexia, diarreia, emagrecimento
progressivo, linfoadenomegalia, mucosas palidas, incoordenagcdo motora, agressividade, aborto,
queda na producdo de leite e alta mortalidade. Das 109 amostras colhidas para exames
laboratoriais, em dois momentos com intervalo de oito meses, 97,2% (106/109) foram
positivas no ELISA, 90% (98/109) foram positivas para RIFI, 15% (16/109) positivas
para PCR e 10,1% (11/109) foram evidenciadas presenca do Tripanosoma spp. no
esfregaco sanguineo. Em 13 amostras, foram realizados hemogramas o que revelou que 69,23%
(9/13) apresentaram anemia normocitica normocromica e 53,84% (7/13) apresentaram
leucocitose, em 46,15% (6/13) neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo. Em 72 amostras
analisou-se também o hematocrito, proteina plasmatica e o fibrinogénio. O hematdcrito, teve valor
médio de 22% (10% a 37%), a proteina plasmatica teve valor médio de 7,55 g/dl (5,4g/dl a
10,0g/dl) e o fibrinogénio plasmatico teve valor médio de 700mg/dl (200mg/dl a 1600mg/dl). O
sequenciamento das amostras de DNA revelou 100% de similaridade com T. vivax. Os principais
fatores envolvidos na propagacao da doenca foram: a entrada de animais portadores do T. vivax
nas propriedades sem exames prévios e quarentena, a aplicacdo de ocitocina com
compartilnamento de agulhas contaminadas por sangue no momento da ordenha e a restri¢cdo da
doenca ao rebanho em lactagdo. A transmissao do T. vivax ocorreu com o compartilhamento de
agulhas entre os animais da lactacdo, durante aplicacdo de ocitocina, ap06s a entrada de animais
portadores no rebanho. Os testes soroldgicos demonstraram uma maior sensibilidade e
especificidade, entretando, 0 PCR e o esfregagco sanguineo revelou uma baixa sensibilidade em
virtude dos animais ja estarem sendo medicados com drogas tripanocidas. Conclui-se que a
tripanossomose é uma doenca a ser considerada na bovinocultura das regides estudadas como
causadora dos surtos. Medidas higiénicas e de seguridade devem ser adotadas durante a
administracdo de ocitocina nas vacas em lactagdo, sendo esta pratica, quando realizada de forma
errada e sem crtiterios higiénicos e com compartilhamento de agulhas, o principal fator de risco
na transmisséo da tripanossomose em rebanhos leiteitos em regides onde a doenca é prevalente,

aumentando o desafio de reinfec¢des entre os animais.

Palavra-chave: diagnostico, doenga, ruminante, hemoparasito.



ABSTRACT

Trypanosoma vivax is the most pathogenic ruminant’s hemoparasite, causing huge economic
losses to the producer when prevalent in the herd. This study aims to characterize the
triponossomose in cattle through clinical findings, epidemiological risk factors and diagnosis of
this disease in outbreaks occurred in the pernambucano and alagoano wild. On the properties
were permormed analysis of historical and clinical examinations, blood collection and clinical
monitoring of 109 sicks animals for a period of one year. The clinical findings were fever, apathy,
anorexia, diarrhea, progressive weight loss, lymphadenopathy, pale mucous, incoordination,
aggressiveness, abortion, decrease in milk production and high mortality. Of the 109 samples
analyzed in laboratory tests, in two occasions with an interval of eight months, 97.2% (106/109)
were positive by ELISA, 90% (98/109) were positive for IFAT, 15% (16/109) positive in the PCR
and 10.1% (11/109) were observed the presence of Trypanosoma spp in the blood smear. In 13
samples, blood counts were made which revealed that 69.23% (9/13) showed normocytic
normochromic anemia and 53.84% (7/13) had leukocytosis, in 46.15% (6/13) neutrophilia and
shift left regenerative. In 72 samples also examined whether it hematocrit, plasma protein and
fibrinogen. Hematocrit, had average 22% (10% to 37%) to plasma protein had a mean value of
7.55¢9/dl(5.49/dlto10.0 g/dl) and plasma fibrinogen had a mean value 700mg / dl (200mg /
dl to 1600mg / dI). The sequencing of DNA samples revealed 100% similarity with T. vivax. The
main factors involved in the spread of the disease were: the ingress of animals without prior tests
and quarantine infected with T. vivax in the properties, application of oxytocin with sharing
needles contaminated by blood at the time of lactation and the restriction of the disease in the
lactation herd. The transmission of T. vivax occurred with the sharing of needles among animals
lactation during application of oxytocin after the entry of carrier animals in the herd. Serological
tests demonstrated a higher sensitivity and specificity, entretando, PCR and blood smear revealed
a low sensitivity because the animals were already being treated with trypanocidal drugs. It is
concluded that trypanosomiasis is a disease to be considered in the cattle regions studied as the
cause of outbreaks. Hygienic and security actions must be taken during the administration of
oxytocin in lactating cows being this practice, when carried incorrectly and without hygienic
crtiterios and sharing needles, the main risk factor in the transmission of trypanosomiasis in
leiteitos herds among regions where the disease is prevalent, increasing the challenge of

reinfection of animals.

Keyword: diagnosis, disease, ruminant, hemoparasite
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO CLINICA EPIDEMIOLOGICA DA
TRIPANOSSOMOSE EM REBANHOS LEITEIROS NAS REGIOES
DO AGRESTE DOS ESTADOS DE PERNAMBUCO E ALAGOAS,
BRASIL.

1.  INTRODUCAO

A Tripanossomose € uma doenca causada por protozoarios patogénicos
pertencentes a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, género Trypanosoma
podendo acometer o homem, animais domesticos e silvestres, causando perdas
econdmicas significantes, especialmente em paises da Africa e nas Américas
(GONZATTI et al., 2014; DAGNACHEW E BEZIE, 2015). Na Africa as perdas
econémicas sdo enormes, estima-se que 4,5 bilhdes de dolares sdo gastos anualmente,
cerca de trés milhdes de bovinos sdo mortos e aproximadamente 35 milhdes de doses de
medicamentos sdo administradas no combate a doenca (FAO, 2004; SCHOFIELD E
KABAYO, 2008).

Na America do Sul, em paises como Colémbia e Venezuela, a tripanossomose é
endémica, considerada na Coldémbia como a terceira doenca parasitaria de maior
importancia com prevaléncia de 48,2%, e na Venezuela a prevaléncia é em torno de 78%
(WELLS, 1982; RIVERA, 1996). Na regido do Pantanal do Brasil e das planicies baixas
da Bolivia, estimou-se um custo equivalente de 17% do valor total do animal (SEIDL et
al., 1999), podendo exceder $160 milndes (DAVILA E SILVA, 2000). No estado de
Minas Gerais, Abrao et al. (2009) relataram uma reducdo de 27% na producao de leite e
queda de 45% na taxa de prenhez em um surto da doenca; e no estado de Goias, 25% de
queda na producdo de leite foi observada quatro dias apds o inicio de um surto
(BARBOSA et al., 2015).

No estado de Pernambuco foi realizado o primeiro registro da infeccdo na zona da

mata, (PIMENTEL et al., 2012), e o primeiro inquérito sorologico para deteccdo de
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anticorpos contra T. vivax confirmou em todas as mesorregides estudadas (Litoral, Zona
da Mata, Agreste e Sertdo) frequéncias de 11,90% a 15,99%, caracterizando o estado
como éarea de instabilidade enzootica (GUERRA et al., 2013). No estado de Alagoas ndo
ha estudos da prevaléncia da tripanossomose.

A taxa de mortalidade em animais infectados pelo parasita geralmente € alta,
podendo chegar a 80% (CORTEZ et al., 2006). Os principais sinais clinicos incluem
apatia, anorexia, diminuicdo abrupta da producéo de leite, emagrecimento progressivo,
mucosas palidas, diarreia, fraqueza, linfonodos aumentados e febre, assim como sérios
danos reprodutivos em bovinos e ovinos, como abortos, distorcias e infertilidades.
AlteracOes nervosas também séo observadas, como agressividade, incoordenacao e ataxia
(BATISTA et al., 2012).

Nesse contexto, os efeitos da tripanossomose bovina despontam como um dos
principais responsaveis por acarretarem prejuizos econdmicos oriundos da baixa
produtividade dos animais, mortalidade, gastos com o tratamento e medidas de controle
da doenca, em areas onde a enfermidade é prevalente (PAIVA et al., 2000).

No periodo compreendido entre dezembro de 2013, janeiro e outubro de 2014, em
propriedades localizadas no agreste dos estados de Pernambuco (Bom Conselho, Pedra)
e Alagoas (Arapiraca), foram diagnosticados trés surtos de Trypanosoma vivax,
acarretando sérios danos a producdo leiteira nestas regides, aliada a alta taxa de
mortalidade dos animais, motivando a realizacdo deste estudo, tendo em vista o
desconhecimento prévio desta enfermidade e o0 impacto que geraria para a bacia leiteira
das regides.

Diante do exposto, se propds realizar um estudo sobre a tripanossomose nesta
regido, estabelecendo sua ocorréncia, por meio da caracterizacdo dos principais achados
clinicos, aliado aos principais fatores epidemiologicos envolvidos, procurando identificar
os principais fatores de risco envolvidos a fim de minimizar o impacto econémico

representado por esta parasitose nestas regides.
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2. OBJETIVOS

21 GERAL

Estudar os aspectos etioldgicos, clinicos e os fatores epidemioldgicos da
tripanossomose em bovinos leiteiros criados no agreste dos estados de Pernambuco e de

Alagoas.

2.2  ESPECIFICOS

Caracterizar os principais achados clinicos e laboratoriais dos animais acometidos
pela doenga, bem como o0 acompanhamento destes, por meio de um estudo prospectivo

por um periodo de um ano.
Avaliar o hemograma, proteina plasmatica e fibrinogénio dos animais acometidos.
Identificar o agente pela técnica do esfregaco sanguineo.

Avaliar sorologicamente 0s animais pertencentes aos rebanhos envolvidos atraves
das técnicas de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA).

Realizar o diagnostico molecular atraves do uso da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) das amostras colhidas e obter a identidade do parasito por meio da

realizacdo de Sequenciamento do DNA de amostras positivas.

Conhecer os fatores epidemioldgicos de risco associados ao hospedeiro, ambiente

e vetores, com a ocorréncia da doenca e sua forma de transmissao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 BOVINOCULTURA LEITEIRA NO AGRESTE DE PERNAMBUCO E
ALAGOAS.

A pecuéria brasileira de exploracdo leiteira a cada ano constitui importante
atividade econdmica para o pais, colocando o Brasil na quinta posi¢do mundial de
producédo de leite. Aliada a uma forte competicdo no setor lacteo associada a exigéncia
dos consumidores por produtos mais seguros, a cadeia leiteira estd constantemente
evoluindo e buscando melhorias em termos socioecondmicos, tecnoldgicos e ambientais
(EMBRAPA, 2012b).

Entretanto, o Brasil & pouco eficiente levando em conta a produtividade de leite
por animal. Em 2014, a producéo de leite no pais foi de 35,17 bilhdes de litro, o pais
ocupou, a segunda posi¢do mundial em relacdo ao efetivo de vacas ordenhadas, de acordo
com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of
Agriculture - USDA), ficando atras apenas da India, que possui o maior rebanho de
bovinos do mundo (IBGE, 2014).

E dado como caracteristica marcante da producdo primaria do leite no Brasil a
predominancia de produtores pouco especializados, producéo sazonal, pequenos volumes
por produtor (40-50 litros/dia). A producéo de leite no pais apresenta heterogeneidade de
situacOes, indo desde o produtor especializado (racas puras, alimentacdo e sanidade
adequadas, economia de escala, etc.) até o produtor de gado de corte, para o qual o leite
é um subproduto do bezerro capaz de gerar pequena renda mensal (ZOCCAL et al., 2009).

A regido Nordeste vem apresentando aumento na participacdo da producao de
leite do pais e 0s maiores representantes da regido sdo os estados da Bahia e Pernambuco
ocupando a sétima e oitava colocacdo produzindo 1.354.714 mil litros e 964.769 mil
litros, respectivamente (EMBRAPA, 2012a). No estado de Pernambuco destaca-se o
territorio do Agreste Meridional (Figura. 1) com area de 13.153 km?2. Atualmente esse
territrio é composto por 20 municipios: Aguas Belas, Buique, lati, Ibimirim, Inaja,

Itaiba, Pedra, Venturosa, Angelim, Bom Conselho, Caetés, Capoeiras, Garanhuns,
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Ibirajuba, Manari, Paranatama, Salo4, Sdo Bento do Una, Terezinha e Tupanatinga,
representando cerca de 80% da producéo de leite do estado (SDT / MDA, 2011).

AGRESTE PERNAMBUCANO

>z

MesorregiZo Agreste Pernambucano
no estado de Pernambuco

Wicromegido

|:| Municipio

Sede Municipal

Agreste Pernambucano
dividido em microrregides

www.mapasparacolor r.com.br 80 Km

Elaborado a partir de base cartografica do I1BG

Figura 1. Localizacdo geogréfica dos 20 municipios, pontos azuis, pertencentes ao Agreste Meridional
do estado de Pernambuco, responsaveis por 80% da producéo de leite do estado.

Em um estudo feito por Monteiro, et al.(2007) em relacdo aos aspectos de
producdo, condicdes das instalacBes, caracteristicas de manejo, utilizacdo de boas praticas
de producdo, refrigeracdo do leite e outros aspectos como sanidade animal e origem da
agua para uso humano e para lavagem de instalac6es e equipamentos de ordenha em 41
propriedades do agreste, observaram que a maioria apresentavam condicdes que foram
consideradas como deficientes, sem instalacdes basicas ou com instalacdes mal
planejadas, frequentemente estabulos que geravam grandes dificuldades na higienizacéo
e ordenhas realizadas sobre condicGes deficientes de higiene e em estabulos de chao
batido. Em sua grande maioria 0s animais eram mesticos, ordenhados manualmente com
bezerro ao pé. A maioria das propriedades alimentavam seus animais com volumoso,
utilizando principalmente palma forrageira (Opuntia ficus-indica) concentrado e sal
mineral. A média de animais por propriedade foi e 49 animais, com uma média de 26
animais em lactacdo, com producdo média diaria geral de 226,8 litros/dia. Em relacéo a

sanidade dos animais verificou uma importancia maior em relagdo a mastite bovina, e os
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testes de tuberculose, brucelose e vacinas para outras enfermidades s&o realizadas em
poucas propriedades.

A sanidade do rebanho do agreste meridional em sua grande maioria é
considerada deficiente e por isso aliado as condi¢Ges de sazonalidades de ofertas de
volumosos de bom valor nutricional e agua, assim como préticas inadequadas de manejo,
séo fatores que limitam a exploragéo leiteira nessa regido, tornando-a pouco eficiente.
Priorizar medidas que visem diminuir a dispersdo de agentes infecciosos e parasitarios
melhorando as condi¢des sanitarias do rebanho, nutricionais e de manejo sdo crucias para
torna-se eficiente na atividade leiteira (MONTEIRO et al. 2007).

Segundo Dutra et al., (2005) os desafios da producao animal sdo enormes e seus
reflexos na sanidade estdo relacionados ao aumento na suscetibilidade as enfermidades,
aos gastos expressivos com medicamentos, a baixa fertilidade, a resposta imune
insatisfatoria nos programas de vacinagdo, a ocorréncia de mortes e aos baixos indices
zootécnicos. Nesse sentido se encaixam, aos praticas incorretas de manejo como; 0 ndo
uso de periodo de quarentena, manejo higiénico sanitario na ordenha deficientes, uso de
medicamentos com compartilhamento de agulhas e seringas, baixa oferta de volumoso,
instalacbes mal implantadas, aumento da populacdo de vetores o que favorecem a
disseminacdo de agentes infecciosos no rebanho. Em conseguéncia do manejo incorreto
nas propriedades rurais, 0s rebanhos ficam susceptiveis as infeccbes por agentes

patogénicos como, por exemplo, o Trypanosoma spp.

3.2 TRIPANOSSOMOSE EM BOVINOS

3.2.1 DEFINICAO

A Tripanossomose causada pelo hemoparasito, Tripanosoma spp é uma doenca
parasitaria de evolucdo aguda, subaguda ou crbénica que acomete principalmente bovinos,
bafalos, equinos, caprinos, ovinos e animais silvestres. Caracterizando clinicamente por
apresentar crise hemolitica extravascular levando a grave anemia, febre, fraqueza,
anorexia, perda de peso progressiva, diarreia, linfadenopatia, sinais nervosos, abortos e
alta mortalidade (GARDINER, 1989; LOSOS e IKEDE, 1972).
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3.2.2 ASPECTOS ETIOLOGICOS

As tripanossomoses sdo causadas por espécies do género Trypanosoma,
pertencentes ao Reino Protista, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe
Zoomastigophorea, Ordem Kinetoplastida, sendo esta ordem dividida em duas Sub-
ordens; Bodonina e Trypanosomatina. A sub-ordem Trypanosomatina contém uma Unica
familia, Trypanosomatidae, que por sua vez contém oito géneros (Trypanosoma,
Leishmania, Endotrypanum, Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas, Herpetomonas e
Phytomonas) (HOARE, 1972; SILVA et al., 2002).

Esses protozodrios se caracterizam pela presenca da organela cinetoplasto localizada na
base do flagelo a qual contém o material genético do parasito, 0 DNA mitocondrial. A
morfologia dos tripanossomas podem ser caracterizadas desde formas mais delgadas com
a porcdo posterior da célula arredondada, até formas largas e curtas denominadas formas
“atarracadas”, com a regido posterior final do corpo mais estreita, membrana ondulante
evidente e cinetoplasto menor (HOARE, 1972). O comprimento total varia entre 21 e 25,4
um, possuindo um unico flagelo livre. Seu cinetoplasto ¢ grande, em forma de meia lua e
localizado na porcdo terminal ou subterminal, sendo a sua posicdo um fator de
identificacdo morfologica da espécie (Figura. 2) (STEVENS e BRISSE, 2004).

Das tripanossomoses bovinas no continente africano, trés espécies se destacam
pela atuacdo conjunta e quase sinérgica, que sdo: Trypanosoma (Nannomonas)
congolense, Trypanosoma (Duttonella) vivax, e Trypanosoma (Trypanosoon) brucei
brucei. Estas espécies, frente as condicdes existentes no continente africano, provocam
grandes prejuizos a pecudria e, em algumas regides, constituem fator impeditivo a
atividade econdmica. O T. congolense causa uma doenca conhecida por nagana na Africa,
o T. evansi causa a surra uma doenca de bovinos na india (SILVA et al., 2004).

Na América do Norte, o T. theileri € o Unico agente relatado e é principalmente
de interesse académico por ser relativamente ndo patogénico, este ocasionalmente € visto
livre no plasma de esfregacos de sangue de bovinos, sendo que raramente produz sinais
clinicos com excec¢do quando em alta parasitemia. Na América do Sul, as tripanossomoses
em animais domésticos sao causadas por Trypanosoma cruzi, T. theileri, T. equiperdum,
T. evansi e T. vivax, sendo os trés Gltimos os mais patogénicos e de maior importancia
veterinaria (MADRUGA, 1964).
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No Brasil, a espécie T. vivax é, em maior parte dos casos, a responsavel por causar
doenca em bovinos (SILVA et al., 2004; BATISTA et al., 2008; CARVALHO et al.,
2008; CADIOLI et al., 2012; GUERRA et al., 2013). Entretanto o T. evansi que afeta
principalmente equinos também pode causar doenca clinica em bovinos (SILVA et al.,
1995; HERRERA et al., 2004; DA SILVA et al., 2007;). Devido a esse fato, ambos se
destacam como importantes hemoparasitos causadores da tripanossomose em bovinos no

pais.

Figura 2. Forma tripomastigota sanguinea. Cinetoplasto
(C); Nucleo (N) e Flagelo (F). Retirado de: SILVA, et al,
1995.

3.2.3 FATORES EPIDEMIOLOGICOS

3.2.3.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E PREVALENCIA

As Tripanossomoses tém larga distribuicdo na Africa, principalmente em areas
ocupadas pela mosca tsé-tsé (Glossina spp) (GARDINER, 1989). No Oeste da Africa,
Trypanosoma vivax € considerado o mais patogénico e importante tripanossoma de
bovinos. A ampla distribui¢cdo geogréfica de Trypanosoma vivax fora do seu local de
origem, o continente africano, ¢ atribuida a sua habilidade de adaptacéo a transmissao
mecénica por insetos hematdfagos tais como Tabanus spp e Stomoxys spp 0 que permitiu
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a expansdo de T. vivax para América Central, América do Sul e Caribe (ANOSA, 1983;
SILVA, et al. 2003).

Estudos morfoldgicos (GARDINER, 1989), genéticos (VENTURA et al., 2000) e
bioquimicos (DIRIE et al., 1993) demonstraram similaridade entre isolados de T. vivax
sul-americanos com isolados do Oeste da Africa, que se caracterizam por apresentar alta
patogenicidade. No entanto, verifica-se baixa frequéncia de manifestacdo clinica da
doenca no continente americano, o que ndo se deve a falta de patogenicidade de T. vivax,
e sim &s caracteristicas epidemioldgicas e formas de transmissdo do parasito (STEPHEN,
1986).

No continente americano o estabelecimento da espécie de T. vivax ocorreu,
segundo WELLS (1984), pela importacdo de espécies domésticas pelos colonizadores
portugueses e espanhdis de gado do Senegal em 1830 para a Guiana Francesa e ilhas de
Martinica e Guadalupe. Considerando a diversidade ecoldgica existentes no novo mundo,
apenas T. vivax conseguiu manter-se na auséncia do vetor bioldgico (Glossina morsitans,
G. pallidipes e G. swynnertoni adaptando-se a transmissédo mecanica por insetos nativos
do grupo dos tabanideos (Subordem Brachycera, familia Tabanidae) e por Stomoxys
calcitrans. Esta adaptacdo mostrou-se irreversivel, pois as amostras da populacdo sul-
americana perderam a capacidade de infectar moscas tsé-tsé (WOO, 1970; DIRIE et al.,
1993); além do que, apesar de fenotipicamente semelhantes ao serodema da costa oeste
da Africa, amostras de populacbes americanas diferem antigenicamente das amostras
africanas (DIRIE et al, 1993).

A infeccdo natural deste hemoparasito ja € bem conhecida e relatada em varios
paises da America do Sul e Central: Venezuela, Paraguai, Colémbia, Suriname, Guiana,
Bolivia, Peru, Costa Rica, Equador, Argentina (DESQUENES et al., 1993; SILVA et al.,
1998; JONES et al., 2001; QUISPE et al., 2003; SUAREZ et al., 2009; MONZON, et al.,
2010; HENRY, et al., 2014).

No Brasil, os primeiros surtos de T .vivax ocorreram no estado do Para em
ruminantes (BOULHOSA, 1946; SHAW et al., 1972) e a partir de entdo varios outros
foram relatados no pais ( Figura 3) como no Mato Grosso (SILVA et al., 1996), Amapa
e Rio de Janeiro (MADRUGA et al., 2006), Paraiba (BATISTA et al., 2007; BATISTA
et al., 2008; BATISTA et al., 2012), Tocantins (LINHARES et al., 2006), Maranhao
(GUERRA et al., 2008), Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008; CUGLOVICI et al.,
2010, FRANGE, et al., 2013), Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2009), Santa Catarina
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(DA SILVA et al. 2007), Séo Paulo (CADIOLI et al., 2012), Goids (BASTOS, et al.,
2015).

No estado de Pernambuco o qual é ligado economicamente ao comércio de gado
ao estado do Maranhdo, onde ja foram descritos surtos do T. vivax (GUERRA et al.,
2008), a ocorréncia desta doenca € considerada pouco frequente. Nesse estado, foi
realizado o primeiro registro na zona da mata, (PIMENTEL et al., 2012), e o primeiro
inquérito soroldgico para detec¢do de anticorpos contra T. vivax confirmou em todas as
mesorregides estudadas (Litoral, Zona da Mata, Agreste e Sertdo) frequéncias de 11,90%
a 15,99% caracterizando o estado como area de instabilidade enzodtica (GUERRA et al.,
2013).

RIO GRANDE

Figura 3. Distribuicdo de T. vivax no Brasil.

No Brasil, a situacdo epidemioldgica, com exce¢do da regido Norte e do Pantanal,
onde a doenca tem carater endémico, é dada, em sua maioria, pelo relato de surtos ou de
trabalhos epidemioldgicos bastante pontuais (Tabela. 1). As diferencas epidemioldgicas
encontradas da tripanossomose em diversas areas do Brasil mostra que o T. vivax esta
distribuido de forma endémica em algumas localidades, como no pantanal Mato-

grossense, mas em regides caracterizadas como zona de instabilidade enzootica é

@ Casos publicados

@ Casos ndo publicados
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extremamente importante o conhecimentos dessas areas para controlar ha ocorréncia de
surtos e evitar alta mortalidade dos hospedeiros (PAIVA et al., 2000; MADRUGA et al.,
2006; BATISTA et al., 2012; GUERRA et al., 2013).

Tabela 1. Ocorréncia da tripanossomose bovina em alguns estados do Brasil.

ESTADO OCORRENCIA (%) REFERENCIA
PARA 30,7 (ELISA) MADRUGA, et al (2006)
93, 1 (ELISA) GUEDES JUNIOR, et al (2008)
MATO GROSSO 54 (RIFI) WELLS, et al, (1977)
34,5 (TCH) SILVA, etal, (1996)
56 (ELISA) MADRUGA, et al., (2006)
PARAIBA 49,2 (vacas) (Buffy Coat) BATISTA, et al, (2007)
32 (bezerros)
13,3 a 46,6 (vacas) (Buffy Coat) BATISTA, et al, (2012)
63,3 a 80 (bezerros)
MARANHAO 1,06 a 6,21 (PCR) MELO, et al (2011)
PERNAMBUCO 11,9 a 15,99 (RIFI) GUERRA, et al., (2013)
MINAS GERAIS 35,7 (PCR) GUCLOVICI et al., (2010)
7,4 a 47 (RIFI)
16,2 (RIFI) FRANGE et al., (2013)
50 (TCH)
2,38 (RIFI) MENESES, (2016)
SAO PAULO 98,36 (ELISA) CADIOLLI, et al., (2012)

1 RIFI (Reagéo de Imunofluorescéncia indireta), ELISA (Ensaio Imunoenzimatico ligado a enzima), TCH (técnica
de centrifugacdo de hematdcrito) realizada conforme Woo (1969); Buffy coat realizado de acordo com Murray et al.
(1977); PCR (reagdo em cadeia da polimerase). Adaptado: Meneses, 2016.

Nos dias atuais, a ocorréncia da tripanossomose bovina vem preocupando muitos
criadores em varios estados do Brasil, em especial o estado de Minas Gerais. No ano de
2014 surtos de tripanossomose ocorridos na regido central mineira contabilizaram
prejuizos e mortes de mais de 500 animais 0 que reduziu a producao leiteira em cerca de
60%, tornando essa doenca uma preocupacdo, uma vez que o estado detém 30% da
producdo leiteira nacional e comercializa recursos genéticos para todo o pais. Em 2015,
em todo o estado mineiro, foram envolvidos 1.891 bovinos em 22 propriedades que
registraram animais doentes. Os nimeros podem ser muito maiores, uma vez que a doenca
é subnotificada (IMA, 2015).
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3.2.3.2 MECANISMOS DE TRANSMISSAO

A mais significativa fonte de infeccdo para os rebanhos sdo animais infectados
sintoméaticos ou portadores assintomaticos. A principal forma de introducdo da
tripanossomose em um rebanho € a aquisicdo de animais infectados, entretanto, 0s novos
focos de tripanossomose em areas em que o T. vivax ndo havia sido detectado
anteriormente esta baseada na introducdo de animais portadores, manejo inapropriado dos
bovinos e a presenca também de vetores mecanicos (CARVALHO et al., 2008; SILVA
et al., 2009; CUGLOVICI et al., 2010; CADIOLI et al., 2012).

Diversos animais selvagens e domeésticos podem assumir papel importante como
reservatorios do Tripanosoma ssp em condic¢des de introduzir ou reintroduzir a doenga
em rebanhos bovinos. Os animais domeésticos com infecgdo crénica, cervideos, gambas e
capivaras, podem ser reservatérios naturais de T. vivax, cabras e bufalos séo conhecidos
reservatorios, porém podem desenvolver a doencga; ovinos e bovinos, sdo bastante
susceptiveis a infeccdo por T. vivax (NUNES et al.,, 1993; BATISTA et al., 2007,
BATISTA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2008).

O T. vivax ndo causa doenca no homem, apenas o0 Tripanosoma cruzi, agente
etiologico da doencas de chagas ou tripanossomose americana tem carater zoondtico
(HOARE, 1972). Na Africa este hemoparasito é transmitido ciclicamente por dipteros
hematofagos do género Glossina spp (moscas tsé-tse), entretanto, nas Américas Central
e do Sul e na Asia a transmissdo é mecanica pelos dipteros do género Tabanus, Stomoxys
e pela via iatrogénica através de fomites, principalmente em aplicacfes de medicamentos
em que se utiliza a mesma agulha e seringa entre os animais, (PAIVA et al., 2000;
VENTURA et al., 2000; OSORIO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; CADIOLI et al.,
2012).

Apesar da evidéncia da transmissao vertical transplacentaria por T. vivax em
bovinos e ovinos (BATISTA et al., 2012), a importancia epidemiologica desse tipo de
transmissdo € pouco conhecida. Especula-se que esse tipo de transmissdo esta associada
com a ocorréncia de abortos, prematuridade, retardo da involucdo uterina e mortalidade
perinatal. A transmissdo transplacentaria foi confirmada pela primeira vez em 1972 pelo
achado de alta parasitemia no sangue quatro horas apds 0 nascimento de cordeiros de
ovelhas experimentalmente inoculadas com T. vivax no terco final da gestacdo (LOSOS
e IKEDE, 1972).



26

A infeccdo pelo T. vivax se propaga nos animais independentemente do sexo, da
raca ou da idade. A introducdo e a manutencdo da doenga em um rebanho é fortemente
influenciadas por caracteristicas da unidade de criacdo, entre as quais se destacam o tipo
de exploragdo, o tamanho do rebanho, densidade populacional de vetores, animais
portadores assintomaticos, e as praticas zootécnicas e sanitarias (MADRUGA, et al.,
2006).

O uso da mesma agulha para diversos animais durante campanhas de vacinacao
tem grande impotancia na disseminacdo de T. vivax (DAVILA e SILVA, 2000). Surtos
ocorridos em Mato Grosso (BASTOS et al., 2015) e em Goids (BARBOSA et al., 2015),
foram relacionados a administracao diaria de ocitocina em vacas, via intravenosa, anterior
a ordenha, para auxiliar na ejecdo do leite, empregando-se a mesma agulha e seringa para
todos os animais.

Atualmente, no Brasil, observa-se que a doenca é mais frequente em rebanhos
leiteiros do que em rebanhos de corte. 1sso se deve, basicamente, pela adocao de praticas
incorretas de manejo que estdo sendo utilizadas nas propriedades rurais, dentre estas o
uso de ocitocina com compartilhamento de agulha e seringas entre os animais da lactacao.
O que apds a entrada de animais portadores no rebanho, a doenca é facilmente propagada.
Embora, em bovinos de corte a transmissdo por vetores mecanicos assume maior
importancia, estes em areas endémicas ficam submetidos as mesmas condi¢des de risco
(LINHARES et al., 2006; CARVALHO et al.,, 2008; CUGLOVICI et al.,, 2010,
FRANGE, et al., 2013; BASTOS, et al., 2015).

3.2.4 CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida dos tripanossomas € digenético, ou seja, necessitam de dois
hospedeiros para completa-lo, vertebrado e invertebrado. Nesse curso passam por Varios
estagios de desenvolvimento: amastigota, promastigota, epimastigota e tripomastigota
(estagio tripanossomo “’verdadeiro’’). Nos hospedeiros vertebrados, os estagios
tripomastigotas e ocasionalmente epimastigotas ocorrem no sangue e nos tecidos
corporais. As quatro formas podem ocorrer no hospedeiro invertebrado (vetor) ou em
cultura (HOARE, 1972).
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Na Africa, o ciclo do T. vivax tem vetor bioldgico, as moscas do género Glossina
spp. (tsé-tsé), e secundariamente o ciclo mecéanico por outras moscas hematofagas. Nas
Américas, o T. vivax perdeu a capacidade de se desenvolver ciclicamente, se adaptando
a transmissdo mecéanica por insetos hematéfagos da familia Tabanidae, Muscidae e
Hippoboscidae (PAIVA et al., 2000).

Nos vetores bioldgicos o ciclo do parasito é confinado a regido da proboscide da
mosca, podendo haver uma invasdo no intestino médio, onde o parasito ndo sobrevive por
longo tempo. A maturacdo do tripanossoma esta relacionada com a modulagdo da
superficie de revestimento por glicoproteinas e a perda da adesdo flagelar das formas
epimastigotas (HOARE, 1972; GARDINER, 1989). Os vetores ao ingerirem as formas
sanguineas tripomastigotas durante a hematofagia no hospedeiro infectado, estas ficam
localizadas no esofago e faringe desenvolvendo-se em formas epimastigotas. Apos 24
horas as formas epimastigotas migram em direcao ao canal alimentar onde se multiplicam
intensivamente e localizam-se nas paredes do labro. Posteriormente essas formas migram
em direcdo a hipofaringe onde se desenvolvem para tripomastigotas, e depois em formas
infectantes tripanossomas metaciclicos, também chamadas “metatripanosomas” (SILVA

et al., 2002).

O desenvolvimento dos tripanosomas nos hospedeiros mamiferos €
relativamente simples. As formas sanguineas dos tripanosomas sdo inoculadas pelos
insetos hematdfagos durante a hematofagia. O sucesso na transmissdo pode normalmente
ser efetuada somente ap0s o parasita ter completado seu ciclo de desenvolvimento no
hospedeiro intermediario e produzido os metatripanosomas. Os estagios intermediarios
no vetor ndo sdo infectivos para o hospedeiro vertebrado (HOARE, 1972; GARDINER,
1989).

Inicialmente, ap0s a inoculacdo dos tripanossomas metaciclicos por Glossina spp
durante a hematofagia, na pele, forma-se a primeira manifestagao clinica denominada “’
cancro de inoculagdo’’. Isso ocorre com mais frequéncia com as cepas africanas. Essa
lesdo primaria ocorre em virtude da inflamacdo e é transitdria, caracterizando
macroscopicamente pelo desenvolvimento de uma regido tumefeita e circunscrita que em
corte histolégico apresenta grande nimero de tripanossomas e infiltrado inflamatorio de
células polimorfonucleares e mononucleares (GARDINER, 1989).

Apo6s a multiplicacdo no local da picada, os tripanossomas invadem os nédulos

linfaticos que drenam o local e ap6s ganham a corrente sanguinea (GARDINER, 1989;
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CONNOR et al., 2004). Ocorre a rapida multiplicagdo por divisdo binéria da forma
tripomastigota no sangue promovendo um gradual aumento da parasitemia, seguindo
entdo as primeiras manifestacdes clinicas da fase aguda, causando ataques febris e reagdes
inflamatorias (LUCAS et al., 1992).

No caso da transmissdo mecanica, as formas sanguineas dos tripanossomas sdo
transferidas diretamente de um mamifero, para outro, por insetos hematofagos (p.ex.
espécies de Tabanidae e Stomoxydae) ou artificialmente por agulhas contaminadas com
sangue infectado. No caso da transmissao mecanica com agulhas, pode-se dizer também
que é uma infeccdo com agdo de veiculo. Em contraste com a transmissao ciclica, que
pode ser tdo longa quanto for a vida do vetor, a habilidade para transmitir os
tripanossomas mecanicamente € de curta duracdo (geralmente mensuradas em minutos),
dependendo da sobrevivéncia dos parasitos nas pecas bucais do inseto (SILVA et al.,
2002).

3.25 PATOGENIA E EVASAO DO SISTEMA IMUNE DO HOSPEDEIRO

A patogenia da tripanossomose em ruminantes sofre variagdo de acordo com
fatores inerentes ao parasito como; a cepa do tripanossoma envolvido e a sua migragédo
extracelular, fatores relativos ao hospedeiro como; espécie do hospedeiro, estresse e
outras afeccGes concomitantes e fatores ambientais como as condicdes epizootiologicas
locais e a prevaléncia de vetores. A interacdo desses fatores influencia o curso da infeccao
que pode ser aguda, subaguda ou crdnica, apresentando sinais clinicos diversos
(MERKURIA et al., 2011).

O pico parasitemico da infeccdo por T. vivax € variavel, dependendo do
hospedeiro e do parasito. Em ovinos e caprinos, dura de quatro a 12 dias. Em bovinos,
varia de nove a 14 dias para os isolados virulentos, e de nove a 59 dias em infecgdes com
cepas menos patogénicas. Parasitemia por T. vivax apresentam flutuac6es irregulares,
como regra geral, no entanto, um periodo inicial de parasitemia vai durar por varios meses
antes de se tornar indetectavel no sangue. Apds essa fase, periodos de recorréncia podem
ocorrer (HOARE, 1972; MORAES, 2001). Os periodos de flutuacbes da parasitemia ou
os intervalos aparasitémicos (MORAES, 2001; ALMEIDA et al., 2010), podem estar
relacionados & resposta imunolégica do hospedeiro e a variagcdo antigénica (VATS) das
glicoproteinas variantes de superficie (GVS) dos tripanossoma (NANTULYA, 1990;
CROSS, 2003).
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As GVS sdo glicoproteinas que revestem Trypanosoma spp e possuem papel na
evasdo do sistema imune do hospedeiro. Essas proteinas de superficie ndo s sdo as
proteinas mais abundantes no tripanossoma, como também as mais imunogénicas. As
GVS do T. vivax também estimulam o hospedeiro, a produzir IL-1 e TNF-a
(VINCENDEAU et al, 2006), as quais podem levar a supressdo de eritropoiese (ANOSA
et al, 1992) e a producdo de proteinas de fase aguda (PFAs) (HEINRICH et al, 1990).

A resposta imune humoral é relevante contra a infec¢do por tripanossoma, pela
sua localizacdo extracelular. Os linfocitos T participam controlando a infeccdo por meio
da producédo de citocinas como a interleucina (IL)-2, que atuam em linfécitos B e nos
préprios linfécitos T, os quais produzem interferon (INF)-y, que participa na ativacéo de
macréfagos que vao atuar no controle da tripanossomose. A eliminacao do tripanossoma
é resultado da acédo de anticorpos, do complemento e das células fagociticas. Os parasitos
séo destruidos em grande parte pelas células de Kupffer no figado (MADRUGA et al.,
2006).

Um aspecto importante da imunidade contra tripanossoma é que quando um
bovino se infecta por um tripanossoma com um tipo de VAT em particular, uma resposta
humoral forte e rapida se desenvolve, protegendo-o contra este VAT, mas ndo contra
outras. A variacdo antigénica permite ao hemoparasito escapar desses mecanismos
imunes, fazendo com que novas respostas tenham que ser montadas contra sucessivas
VATs (WHITELAW et al., 1989).

Um fato bem caracterizado na tripanossomose bovina é a imunossupressdo, que
ndo se limita a resposta especifica aos antigenos do tripanossoma, mas também de outros
agentes infecciosos. Os animais que ndo controlam a infeccdo desse hemoparasito
produzem menos IgG que 0s animais resistentes, sugerindo que a producdo dessa
imunoglobulina esta inibida assim como os niveis séricos de complemento nos animais
susceptiveis, o que resulta em uma deficiéncia na fagocitose e da atividade
imunomoduladora do complemento o que participa na producéo de 1gG e na formacdo de
células de memoria (WILLIAMS et al., 1996).

Em uma primo-infeccao os anticorpos produzidos, podem eliminar cerca de 90%
da populacéo original do hemoparasito, no entanto, uma parte destes altera a constituicao
das GVS e a nova glicoproteina ndo é reconhecida pela resposta imune inicial
(MADRUGA et al., 2006), um fato interessante que , bovinos da raga N’ Dama

apresentam resisténcia natural contra tripanossoma, chamados tripanotolerantes,
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evidencias sugerem que esses animais possuem as células T CD8 e T yd aumentados em
relacdo a animais susceptiveis (DAVILA e SILVA, 2000).

Os aspectos de patogenia do T. vivax sdo variaveis também entre regides; mesmo
na Africa, ha diferencas de manifestac@es clinicas entre as populacdes do agente da costa
leste e oeste, em que as primeiras seriam responsaveis por um quadro cronico e as ultimas
por formas aguda. Diversos autores atribuem maior potencial patogénico ao serodema da
costa oeste, justamente de onde se originou a populagdo inicial do agente para a América
do Sul. (WHITELAW, et al.,1989).

Em regibes endémicas a tripanossomose assume carater subclinica, embora cause
consideraveis perdas na producdo. Animais recuperados da doenca pode se tornar
reservatdrios, com baixa parasitemia ou mesmo aparasitemicos em esfregacos sanguineos
e afebris. Na fase aparesitemica, 0s tripanossomas podem ser encontrados
extravascularmente, em nddulos linfaticos, liquido sinovial, humor aquoso e no liquido
cerobroespinhal (HOARE, 1972; WHITELAW et al., 1989; TUNTASUVAN et al.,
1997).

A patogénese das lesdes teciduais varia de acordo com a espécie de tripanossoma.
O T. vivax séo parasitos principalmente intravasculares; induzem alteracdes no endotelio
dos capilares e, dessa forma, causam lesdes indiretas aos tecidos adjacentes. Nesses casos,
a anemia tem papel secundario na infeccdo, devido as alteragfes inflamatorias,
degenerativas e necréticas resultantes da invasdo dos tripanossomas nos espacos
extravasculares (LOSOS e IKEDE, 1972). Dessa maneira, 0s achados clinicos dependem
da distribuicdo dos parasitos nos tecidos e da gravidade das lesdes induzidas nos
diferentes érgéos e tecidos (GIBSON, 1998).

3.26 ACHADOS CLINICOS

A taxa de mortalidade em animais infectados pelo parasito geralmente é alta,
podendo chegar a 80% (CORTEZ et al., 2006). Os principais sinais clinicos incluem
emagrecimento progressivo, linfadenopatia, palidez das mucosas, diarreia, fraqueza e
febre, assim como sérios danos reprodutivos, como aborto, distocia e infertilidade.
AlteracGes nervosas também sdo observadas, como agressividade, incoordenacao e ataxia
(LINHARES et al., 2006; BATISTA et al., 2007; CUGLOVICI et al., 2010; BATISTA
et al., 2012).
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O curso da infeccdo por T. vivax em bovinos pode apresentar-se na forma aguda,
(LOSOS e IKEDE, 1972); subaguda, que resulta em morte dentro de poucas semanas
apos a infeccdo (GARDINER, 1989); e a forma cronica, caracterizada por anemia e
emaciacdo progressiva (UNSWORTH et al, 1952) associadas & baixa parasitemia e
progressivo desenvolvimento da doenga (GARDINER,1989).

As manifestagdes clinicas na fase aguda caracterizam-se por anorexia, letargia,
febre intermitente, adenopatia generalizada, palidez de mucosas, lacrimejamento,
conjuntivite, diarreia, abortos, incoordenacdo motora, tremores musculares e cegueira.
Em algumas ocasifes morte em menos de uma semana, podendo ocorrer sindrome
hemorragica, coagulacdo intravascular disseminada e consequentes alteracdes
isquémicas, degenerativas e necrdticas em decorréncia da migracdo extravascular do
parasita, causando danos teciduais severos como verificados nos testiculos, epididimo,
ovario, placenta, feto, coracdo, olhos e sistema nervoso central (ANOSA, 1983;
STEPHEN et al., 1986; GARDINER, 1989; BEZERRA et al., 2008; GALIZA et al.,
2011; BATISTA et al.,, 2012; RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2013).

As lesdes nervosas causadas durante a infeccdo por tripanossoma tém sido
associadas a presenca destes parasitos em tecidos e fluidos cerebroespinhais, s alteracoes
circulatérias provocadas pela formacdo de émbolos, & reaces autoimunes ocorridas no
cérebro e apoptose de células endoteliais dos vasos do cérebro e cerebelo. Isso ocorre
ap0s 0s parasitos romperem a barreira hematoencefalica e invadirem o sistema nervoso
central, provocando uma leptomeningite que se estende aos espacos perivasculares de
Virchow-Robin e, finalmente, ocorre uma encefalite difusa e sintomatologia nervosa
(THOMPSON, 1992; STILES et al., 2004).

Em fémeas bovinas naturalmente infectadas por T. vivax, varias desordens
reprodutivas podem ocorrer sendo as mais reportadas; aborto, repeticdo de cio, natimortos
ou nascimento de crias fracas e anestro temporario ou permanente (SILVA et al., 2004;
BEZERRA et al., 2006; BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008). Em machos,
patologias reprodutivas ocasionadas pelo tripanossoma estdo especialmente ligadas a
lesbes do testiculo e epididimo, como queda na qualidade do sémen, oligoespermia ou
mesmo azooespermia, esses danos aos testiculos e epididimos sdo progressivos e se
agravam com o decorrer da infeccdo (SEKONI et al., 2004; ADAMU et al., 2007).

A importancia do T. vivax como causador de desordens reprodutivas como aborto
e mortalidade perinatal, como ja demostrados em infec¢do em bovinos, ovinos e caprinos

na regido semiarida brasileira é demonstrada e atribuida a diversos fatores, desde o0s
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efeitos sistémicos maternos a leséo na placenta e nos fetos, ambos, capazes de interromper
a gestacdo (BEZERRA et al., 2006; BATISTA et al.,, 2009; GALIZA et al, 2011;
PIMENTEL et al., 2012).

Segundo Mellado et al., (2004) os fatores atribuidos as desordens reprodutivas em
infecgOes por T. vivax estdo relacionadas com o baixo escore corporal, manifestagoes
sistémicas importantes como hipertermia e anemia, baixos niveis de progesterona, que
sdo atribuidos a degeneracdo do hipotalamo, hip6fise e gbnadas causando a interrupcéo
das concentracBes e secrecOes plasmaticas de hormoOnios necessarios aos processos
reprodutivos, hipoglicemia materna e fetal, seguido por aumentos de corticoides,

estrogeno e prostaglandina, causando luteélise e aborto.

3.2.7 ALTERACOES HEMATOLOGICAS

As formas tripomastigotas do parasito na circulacdo pode provocar diferentes
graus de alteracdes hematoldgicas, que séo principalmente caracterizadas pela diminuicao
de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e hematocrito, assim como alteracOes
bioguimicas e metabdlicas (ANOSA, 1983).

A anemia hemolitica é a principal consequéncia da tripanossomose em bovinos, e
sua persisténcia € responsavel por causar insuficiéncia cardiaca congestiva. Sendo a
principal causa de morte em bovinos acometidos no campo (MURRAY et al., 1985;
GARDINER, 1989; SALGADO et al., 2011). O mecanismo patofisioldgico da anemia
hemolitica por tripanossoma é bem complexo e tem origem multifatorial (NAESSEENS
et al.,, 2005). A anemia inicialmente € macrocitica e posteriormente pode tornar-se
microcitica, acompanhada ou nao de reticulocitose (ANOSA et al, 1980). Sendo atribuida
a hemdlise extravascular, diminuicdo ou inibicdo da eritropoiese e hemorragias. Dentre
estas as principais sao:

Liberacdo de hemolisinas e enzimas pelos tripanossomas, que irdo induzir lesées
diretamente as membranas dos eritrdcitos; Diversas substancias quimicas ativas sao
produzidas por tripanossomas vivos e mortos que podem levar a lesdes nos eritrocitos.
Entre estas, as mais comuns sdo proteases, neuraminidase, fosfolipase, acidos graxos
livres, piruvatos e subprodutos aromaticos (TIZARD et al., 1978; CONNOR et al., 2004;
NAESSEENS et al., 2005; GUEGAN et al., 2013).



33

A neuraminidase tem sido produzida in vitro por T. vivax, durante periodos de
parasitemia, tornando os eritrécitos propensos a fagocitose pelo sistema mononuclear
fagocitério expandido (MPS) clivando e desativando os receptores de &cido sialico na
superficie das hemacias. A liberacdo de enzimas lisossomais proteoliticas (proteases) dos
flagelos e de tripanossomas danificados ou mortos agem também clivando os receptores
de &cido sidlico na membrana das hemécias causando fragilidade osmética e lise
(ESIEVO, 1979; ADAMU et al., 2009; GUEGAN et al., 2013).

Aumento da fragilidade dos eritrocitos devido ao aumento da temperatura
corporal; existe uma relacdo direta entre o pico febril e a flutuante parasitemia (MBAY A
et al., 2009a). Em condicGes de laboratdrio, eritrocitos submetidos a temperaturas acima
da fisiol6gica do corpo sofreram alteracdes na fragilidade osmética e na permeabilidade,
sendo relatado também uma diminuicdo na plasticidade e longevidade do eritrocito in
vivo, ocorrendo reacdes quimicas com consequente peroxidacéo lipidica (WOODRUFF
et al., 1972; KARLE, 1974; IGBOKWE, 1994).

Lesdes induzidas aos eritrocitos devido a forca de locomocao flagelar e presenca
de corpo microtubular reforcado, em decorréncia de varios parasitos na circulagdo. Dano
a membrana dos eritrocitos tem sido associado também com a adeséo via receptores de
acido sialico a superficie dos eritrocitos, plaquetas e reticulocitos por tripanossomas
levando a areas de descontinuidade na membrana das células eritrocitarias (ANOSA,
1983; SHEHU et al., 2006).

Adesdo dos complexos antigeno-anticorpo as membranas eritrocitarias e dos
componentes do complemento aos eritrocitos, que irdo promover eritrofagocitose; Desse
modo, a principal causa da anemia € a retirada dos eritrocitos danificados da corrente
sanguinea pelas células do sistema fagocitico mononuclear no baco, medula 6ssea,
pulmdes e linfonodos. A hemossiderose extensa observada nesses casos e a captura de
ferro no citoplasma dos macrofagos irdo contribuir para a eritropoiese deficiente
(CONNOR et al., 2004).

Peroxidacdo lipidica; A formacdo de radicais livres e super-Oxidos atacam a
integridade celular dos eritrocitos durante a tripanossomose 0 que levam a hemolise
(UMAR et al.,2007).

Agregacdo plaquetaria; tripanossomas ou seus fragmentos podem causar
agregacdo plaquetaria ou microangiopatia. 1sso pode levar a liberacdo de autoanticorpos
de plaquetas, liberando pro-coagulantes, aminas vasoativas, citocinas, causando

deposicgéo de fibrina, ocorrendo posteriormente formacdo de microtrombos e coagulagéo
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intravascular disseminada. Essas alteragdes podem ser ainda mais proeminentes na
infeccdo por T. vivax (DAVIES et al., 1974; IGBOKWE, 1994; CONNOR et al., 2004).

Desnutri¢do; Tripanossomose pode causar uma queda no consumo de alimentos,
portanto, ha déficit de energia e perda de tecido associados com catabolismo de gordura
corporal, deficiéncias de vitamina C, B e aminoacidos essenciais. Fornecimentos de
energia inadequada aos eritrocitos podem alterar a superficie da membrana do eritrocito,
portanto, levando ao enfraquecimento da membrana celular, aumento da fragilidade
osmotica e hemdlise (JENNINGS, 1975; IGBOKWE, 1994).

Além de fatores ainda em estudo como o soro idiopatico e fator de necrose tumoral
como agentes inibidores da eritropoiese (RUE et al., 2000; CONNOR et al., 2004).

A anemia em ruminantes causada por tripanossoma apresenta varios estagios ao
longo do curso da doenca (ABENGA et al., 2006). Sendo descrita trés fases:

A fase | ou fase de crise aguda, essa fase tem inicio com o surgimento do
tripanossoma na circulacdo periférica, associada geralmente a alta parasitemia que se
apresenta flutuante e evidente na maioria dos dias;

A fase Il ou fase crénica, caracterizada por baixa parasitemia, sendo que nessa
fase o baixo & moderado valor eritrocitario persiste com uma menor flutuacédo, este
periodo varia de semanas a meses;

A fase Ill ou fase recorrente sendo caracterizada pela baixa, infrequente ou
auséncia de parasitemia (MBAYA et al., 2007; MBAYA et al., 2009a; MBAYA et al.,
2009b; MBAYA et al., 2009c). Nesse periodo, o declinio do valor eritrocitario retorna
aos valores iniciais da infeccdo e as alteracfes patologicas sofrem auto recuperacéo, o
gue € comumente encontrado em animais com tripanotolerancia (MBAYA et al., 2009d;
MBAYA et al., 2009e; MBAYA et al., 2010; MBAYA et al., 2011a; MBAYA et al.,
2011b).

Em relacdo ao leucograma nas infeccBes por T. vivax as alteracdes ndo sao
consistentes. Os valores leucocitarios podem estar normais (RUE et al., 2000; HERRERA
et al., 2004), aumentados (ANOSA, 1983) ou diminuidos (SILVA et al., 1995). Todavia
em ocasides onde hd severa anemia, leucopenia pode estar presente, entretanto,
leucocitose mostra-se mais predominante (MAXIE, 1979; ESIEVO, 1983; SILVA et al.,
1999; CADIOLI et al., 2012), corroborando com estas informacdes, ANOSA et al, (1980)
observaram leucopenia na fase inicial da infeccdo, em decorréncia de linfopenia,
neutropenia e eosinopenia, com leucocitose em fase posterior da enfermidade (ESIEVO,
et al 1983).
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As proteinas plasmaéticas totais assim como o fibrinogénio plasmatico geralmente
encontram-se dentro dos valores fisiologicos. Entretanto, as proteinas plasmaticas totais
em alguns animais podem estar elevadas em decorréncia do aumento das globulinas
séricas (HERRERA et al., 2004) e o fibrinogénio pode também estar aumentado
(CADIOLI et al., 2012).

A sindrome hemorrégica aguda verificada em infecgdes por T. vivax, é ocasionada
pela severa trombocitopenia que ocorre, devido ao consumo de plaquetas para a formagao
de microtrombos, induzido pelo parasita (OLUBAYO et al., 1985).

3.2.8 ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS E HISTOLOGICAS

As alteracfes na necropsia ndo sdo caracteristicas. Destacando as mais comuns
como palidez das mucosas, emaciagdo, atrofia serosa da gordura, esplenomegalia com
hiperplasia de polpa branca, linfadenomegalia, hepatomegalia, hidropericardio,
congestdo e hemorragia pulmonar, além de hemorragias petequeais em varios 0rgaos,
além dessas, caprinos podem apresentar edema escrotal (DARGANTES et al., 2005).

Segundo Fidelis Junior et al (2016) poucas alteragdes macroscopicas podem ser
observadas, como hepatomegalia e esplenomegalia, com presenca de petéquias em ambos
0s 6rgdos, e hiperplasia de polpa branca, enfartamento de linfonodos, principalmente os
submandibulares e pré-escapulares. O coragdo e rins podem apresentar petéquias em sua
superficie, palidez de carcaca com leve ictericia, acimulo de fluido serosanguinolento na
cavidade abdominal e no saco pericardico, areas de ulceracdes e congestdao do abomaso e
hemorragias petequeais nos rins, pulmdes, esclera e mucosas oral e vaginal, além de
congestdo e enfisema pulmonares e areas de malacia na substancia cinzenta do cortex
parietal.

Os principais 6rgdos afetados ao exame histopatolégico sao figado, baco, coracéo,
pulmdo, linfonodo, rim e cortex do SNC. As alteragdes histopatoldgicas em infec¢bes por
T. vivax sdo frequentemente observadas, acometendo diversos 6rgdos com lesdes de
intensidades diferentes (ALMEIDA, 2007). As principais lesdes encontradas em bovinos
experimentalmente infectados pelo T. vivax foram: hepatite focal, nefrite focal,
hiperplasia folicular de foliculos linfoides, pneumonia focal e adrenalite (MORAES,

2001). Paiva et al. (2000), avaliando bovinos experimentalmente e naturalmente
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infectados, observaram pequeno aumento no tamanho do baco e do figado,

glomerulonefrite, miocardite no supurativa multifocal de discreta a moderada.

3.2.9 DIAGNOSTICO

O diagnostico da tripanossomose pode ser efetuado por métodos diretos e
indiretos. Os diretos envolvem a deteccdo e identificacdo do agente etioldégico no material
bioldgico. Os indiretos pesquisam uma resposta imunoldgica do hospedeiro ao agente
etiolégico. Os métodos diretos mais utilizados sdo os parasitolégicos e os moleculares. Ja
0s métodos indiretos mais utilizados séo os soroldgicos (SILVA et al., 2003).

O diagndstico clinico, associado a testes parasitologicos, sorologicos ou
moleculares, é uma ferramenta importante no monitoramento da doenga no rebanho.
Apenas as caracteristicas clinicas e exames parasitolégicos diretos ndo séo suficientes
para predizer o status da doenca nos rebanhos, uma vez que o diagndstico de animais
cronicamente infectados e ou subclinicos podem estar mascarados por estes testes, pela
baixa parasitemia nessas fases da doenca (ROSSI, et al 2008).

Por outro lado, além dos exames laboratoriais que confirmam o diagnostico da
infeccdo pelo T. vivax, sdo necessarios indicadores clinicos que permitam avaliar a
gravidade da infeccdo, o progndstico e eventualmente, a fase da infecgdo na qual o
hospedeiro se encontra, para que novas medidas de intervencdo possam ser
implementadas no combate a esta enfermidade. Neste contexto, destacam-se as Proteinas
de Fase Aguda (PFA), as quais aumentam rapidamente sua concentracdo plasmatica
frente ao estimulo inflamatorio (ECKERSALL et al, 1988) visando o combate ao agente
infeccioso, além de prevenir danos teciduais e promover reparacao tissular (BAUMANN
et al, 1994). Como se relaciona com a severidade da enfermidade e a extensdo do dano
tecidual, a sua quantificacdo pode fornecer informac6es sobre o diagndstico e prognostico
da tripanossomose (MURATA et al, 2004).

A tripanossomose deve ser diferenciada das doencas que apresentam as mesmas
manifestacdes clinicas, embora, podendo estar associadas frequentemente ao mesmo
tempo. Na fase febril aguda, deve ser diagnostico diferencial de babesiose e anaplasmose.
Sendo que a tripanossomose raramente produz ictericia e ndo é acompanhada por

hemoglobindria. Estas caracteristicas e conclusdes parasitologicas permitem diferenciar
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de babesiose e anaplasmose. Na fase cronica da doenga, onde 0s animais se encontram
afebris, nos quais a anemia, emagrecimento, diarreia € aumento dos linfonodos séo
sintomas comuns, é importante diferenciar esta doenca de desnutricdo e helmintoses
(CONNOR et al., 2004). Em vacas que abortaram deve-se fazer o diagnostico diferencial
com doengas infecciosas como brucelose, leptospirose. Nas manifestagdes nervosas da
doenca realizar diagnostico diferencial para raiva e intoxicagéo por plantas (SILVA et al.,
2002).

3.2.9.1 METODOS PARASITOLOGICOS

Dentre o0s métodos parasitologicos a técnica da centrifugacdo do
microhematdcrito ou teste de Woo, o teste da capa leucocitaria ou Buffy Coat, da gota
espessa, 0 esfregaco sanguineo e o aspirado de linfonodos podem ser utilizados,
entretanto apresentam baixa sensibilidade na fase crénica da doenga (WOO, 1970;
SILVA et al.,, 2003; MADRUGA et al., 2004).

O meétodo parasitolégico mais empregado no Brasil (MADRUGA, 2004), é o
esfregaco sanguineo corado (NDAO et al., 2000; SILVA et al., 2002), esta técnica, deve
ser executada dentro de 2-4h apds a coleta do sangue fresco e apds fixar e corar as laminas
as espécies de Trypanosoma spp. sdo visualizadas em microscopio Optico, e podem ser
também diferenciadas pelo tamanho, formato do corpo, posicdo do ndcleo e do
cinetoplasto e grau de desenvolvimento da membrana ondulante e do flagelo (SILVA et
al., 2002). Este teste requer pelo menos 10%-10° parasitos/mL, 0 que torna a sua
sensibilidade muito baixa (DESQUESNES, 2004), em torno de 10% (QUISPE et al.,
2003).

Outra técnica parasitologica amplamente utilizada no pais € a concentracdo em
tubo de microhematocrito - TCH ou teste de Woo, (WOO, 1970), que consiste no
preenchimento de dois tubos capilares com amostras de sangue, com posterior
centrifugacdo por cinco minutos e leitura em microscépio Gptico para visualizacdo dos
tripomastigotas, 0s quais se concentram entre o plasma e a camada leucocitaria. Para a
deteccdo de T. vivax, pelo menos 700 parasitass/mL de sangue € necessario
(DESQUESNES E TRESSE, 1996), ou seja, € uma técnica de baixa sensibilidade,
especialmente, na fase crénica da doenca (MASAKE et al., 1994). Em animais infectados
experimentalmente, observou-se sensibilidade desse teste de 68% (MASAKE et al., 1994;
REBESKI et al., 1999).
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As técnicas parasitoldgicas produzem resultados com erros que variam na ordem
de 20 a 25% devido a oscilagbes caracteristicas da parasitemia relacionadas com a
variagdo antigénica dos tripanossomas e sdo mais sensiveis na fase aguda da doenca,
portanto, sdo muito valiosas durante a ocorréncia de surtos em diagndstico a campo. Os
parasitos também podem ser detectados além de amostras de sangue e linfonodos,

também em liquor, secre¢Bes genitais e esfregacos de 6rgdos (DESQUENES, 2004).

3.2.9.2 METODOS SOROLOGICOS

Em investigacOes epidemioldgicas os testes soroldgicos de Imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e ensaio Imunoenzimatico indireto (ELISA), sdo mais usados e
apresentam boas sensibilidades, especialmente indicados quando ha infec¢do subclinica
nos rebanhos. Estes métodos visam detectar anticorpos anti-T. vivax no soro do animal
suspeito que teve contato prévio com o parasito, mas ndo permitem indicar se ainda ha
infeccdo ou se o animal respondeu ao tratamento (NANTULYA, 1990; GONZATTI et
al., 2014).

Nos métodos sorologicos, diversos antigenos comuns a varias espécies de
tripanosoma sao utilizados, ndo representando métodos espécie especificos mas € uma
ferramenta importante para avaliar a prevaléncia de animais que se infectaram
(DESQUESNES, 2004). No entanto, € importante destacar, que o sistema imune necessita
de duas semanas apds a infeccdo para soroconversdo, de forma que, se a infeccdo €
recente, outros metodos, como os parasitoldgicos ou 0os moleculares séo necessarios. Caso
contrario, o teste soroldgico deve ser repetido, pelo menos, 15 dias apds (MENESES,
2016).

3.2.9.2.1 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Para a realizacdo dessa reacdo, ldminas de RIFI sdo preparadas e sensibilizadas a
partir de amostras de sangue de animais experimentalmente inoculados com o T. vivax,
obtendo-se o antigeno do sangue total (GONZALEZ et al 2005) e posteriormente,
distribuido nas cavidades designadas nas laminas. Estas ja sensibilizadas com o antigeno,
sdo secas a temperatura ambiente, fixadas com acetona, embrulhadas com papel

higiénico, recobertas em papel aluminio, acondicionadas em recipientes hermeticamente
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fechado e congeladas a -20°C até o momento do uso (SAMPAIO, 2013; FIDELIS
JUNIOR, 2014). O plasma ou o soro do animal a ser avaliado é diluido em solucdo salina
e colocado em cada cavidade designada na lamina, estas sdo incubadas em camara Umida
em estufa e posteriormente lavadas e, em seguida, um anticorpo anti-IgG bovino marcado
por fluoresceina € adicionado as laminas que sdo incubadas novamente em estufa Umida
e secas. Entdo, sob microscopio acoplado a uma luz ultravioleta sdo visualizadas e
observa-se a fluorescéncia nos casos positivos (DESQUESNES, 2004).

A Reacdo de Imunofluorescencia indireta € uma técnica sorologica que possibilita
a identificacdo do T. vivax em areas mais prevalentes, além de fornecer o grau de
exposi¢édo ao parasito, uma vez que, quanto maior a diluicdo utilizada no soro do animal
a ser testado, com visualizagdo da fluorescéncia, maior € o titulo de anticorpos do animal
testado. Esta técnica possui relato de rea¢oes cruzadas entre T. evansi e T. vivax, além da
interpretacdo ser subjetiva, especialmente em casos proximos ao ponto de corte
(FERENC et al., 1990).

Segundo Teixeira (2010), IgG anti-Trypanosoma evansi séo detectados pela RIFI
em bovinos experimentalmente infectados a partir do 14° dia apds a infecgdo (DAI) sendo
que os titulos de anticorpos variam entre 80 até 1280. Corroborando com esses dados
Sampaio, (2013), observou o0 mesmo comportamento de anticorpos em bovinos
naturalmente infectados por T. vivax, e uma sensibilidade do teste de 89,74%. No entanto,
segundo Platt e Adams, (1976) antigenos de T. vivax ndo possuem reacao cruzada com
Anaplasma marginale, Eperythrozoon spp, Babesia bigemina, Babesia bovis e
Trypanosoma theileri, neste caso, podendo ser amplamente utilizado em paises como o

Brasil.
3.2.9.2.2 ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO (ELISA)

No ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), o antigeno a ser utilizado € diluido
e distribuido a uma placa para sua fixacao, a placa é incubada em camara Umida e apds
coloca-se os soros a serem testados. Havendo anticorpos nos soros, uma ligacao antigeno-
anticorpo serd detectada ap6s a adicdo de um conjugado (anti-lgG bovino) com uma
enzima (peroxidase), que, posteriormente, age sobre o substrato, (peroxido de hidrogénio)
que é adicionado a um cromogeno, produzindo uma coloracdo, que pode ser detectada
visualmente ou mensurada por espectrofotometria ou através de reacdo de
quimioluminescéncia (MADRUGA, 2002; DESQUESNES, 2004).
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Os antigenos sdo usualmente obtidos através de sangue de animais
experimentalmente inoculados, posteriormente purificados e sonicados em aparelhos
préprios, o contetdo proteico do antigeno soltvel é determinado utilizando o método do
acido biciconico através de kit reagente e calculado por regressao linear. Antigenos brutos
de T. evansi tem sido utilizados para detectar T. vivax devido a alta resposta cruzada e a
facil propagacio de T. evansi em roedores para a producéo dos antigenos (GONZALEZ
et al. 2005; SUAREZ et al., 2009).

Em comparagdo com a RIFI, esta possui resultados melhores devido & sua
excelente repetibilidade, baixo custo e facilidade para o processamento de muitas
amostras, sendo indicada para pesquisas epidemiolégicas (FERENC et al., 1990;
MADRUGA et al., 2006; OSORIO et al., 2008). No entanto, um problema é a
padronizacdo do antigeno, que usualmente é produzido por cada laboratério, o que torna
a técnica variavel. A escolha do limite para positividade é arbitraria (DESQUESNES,
2004), com padrdes sendo desenvolvidos (WRIGHT et al., 1993), inclusive no Brasil
(MADRUGA et al., 2006).

Segundo Teixeira, (2010) o ELISA é capaz de detectar 1gG anti-T. evansi em
bovinos mais precocemente do que a RIFI, por volta do quinto dia pos-infeccdo (DAI).
Sampaio, (2013) em infeccdo natural em rebanhos leiteiros pelo T.vivax encontrou uma
prevaléncia de 93,09% utilizando o teste. Em geral, 0 ELISA, tem baixa especificidade
entre os tripanossomas patogénicos (FERENC et al., 1990). Contudo, em se tratando da
sensibilidade, ela é satisfatoria (por volta de 90%). Para um unico lote de antigeno, a
repetibilidade é muito boa, mas pode variar entre lotes e entre estirpes do parasito
(DESQUESNES, 2004).

Embora as reacGes cruzadas entre espécies de Trypanosoma dificultem o
diagndstico espécie-especifico, para T. vivax, a sensibilidade utilizando ELISA indireto
com antigeno homdlogo e heterdlégo (T. evansi) é similar (DESQUESNES, 2004).
Madruga, et al (2006) desenvolveu um antigeno bruto de T. vivax de um isolado brasileiro
que mostrou sensibilidade e especificidade de 97,6% e 96,9%, respectivamente. E ao
inocular trés bezerros com T. evansi para avaliar a resposta cruzada, apenas um deles, aos
45 dias pos-inoculacdo, apresentou-se positivo no teste.

Uma das vantagens da utilizacdo do ELISA em estudos de soroprevaléncia na
regido Sul-Americana é a auséncia de espécies de Trypanosoma que induzem forte reacdo
cruzada com T. vivax, como ocorre com o T. congolense no continente africano.

Entretanto, em animais com baixa parasitemia ou em areas endémicas a outras espécies
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de tripanossomas os testes tradicionais de deteccdo do parasita apresentam baixa
especificidade, em virtude disso, técnicas moleculares com alta sensibilidade e
especificidade, foi desenvolvida (SILVA et al., 2002; CORTEZ et al., 2009).

3.2.9.3. METODOS MOLECULARES

Métodos moleculares como o de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(CLAUSEN et al., 1998), PCR em tempo real (KNOWLES JUNIOR et al., 2008) e a
amplificacdo circular isotérmica do DNA (LAMP) (KUBOKI et al., 2003;
LAOHASINNARONG et al., 2011) sdo 6timos indicadores da presenca do DNA de T.
vivax no sangue dos animais, sendo entretanto métodos mais caros e que necessitam de
estrutura adequada para sua realizacéo.

A deteccdo do acido desoxirribonucleico (DNA) das diferentes espécies de
Trypanosoma, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), é uma alternativa de
teste com elevada sensibilidade e especificidade como foi demonstrado para diversos
parasitos de importancia veterinaria (ZARLENGA et al., 2001), inclusive T. vivax
(DELESPAUX et al., 2003).

O DNA utilizado nessa PCR, como em outras reagdes, é extraido pelo processo
de fenol/cloroformio ou com kits comerciais que sdo laboriosos e de custo elevado.
Alternativas que tornam a extracdo de DNA mais rapida e econdmica tém sido descritas
(MORLAIS et al.,, 1998), o que torna pratico e econébmico o emprego da PCR,
principalmente como ferramenta de estudo epidemiolégico. Apesar da aparente
simplicidade, na PCR existe uma complexa interacdo entre os componentes da prova,
fazendo com que pequenas variacdes produzam alteracdes no resultado (GEYSEN et al.,
2003; DELESPAUX et al., 2003).

A deteccdo de um segmento de DNA permite realizar um diagndstico espécie-
especifico de infecgbes ativas por tripanossoma, pois apdés a morte do parasito, a
circulacdo de DNA livre no hospedeiro é de no maximo dois dias (DESQUESNES, 2004).
Além de ser étima ferramenta de diagnostico em infecgdes subclinicas (SANNI et al.,
2013). Desde os anos 80, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo utilizada
e tem contribuido para a identificacdo, caracterizacdo e diagndstico de diversas espécies
de Trypanosoma (DESQUESNES e DAVILA, 2002).

A PCR com primers desenhados com base em sequéncia repetitiva do gene que

codifica o antigeno de 8 kDa detectou 75% de bovinos positivos em um grupo de animais
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infectados experimentalmente, contra 42% no método de diagndstico parasitologico, e
55% no ELISA para deteccdo de antigeno de T. vivax (MASAKE et al., 1997). E
importante enfatizar que nem todas as infeccbes podem ser detectadas pela PCR,
especialmente durante a auséncia de parasitemia, que é limitante para esse método
diagnostico (DESQUESNES E DAVILA, 2002).

O PCR apresenta de modo geral uma capacidade de detectar mais amostras
positivas do que os testes parasitoldgicos, diversas técnicas como o buffy coat e o
sendimento do plasma aumenta ainda mais a sensibilidade da técnica podendo até detectar
duas vezes mais amostras positivas (SOLANO et al., 1999; DESQUESNES, 2004).
Adicionalmente, varios marcadores moleculares tem sido utilizados para a PCR, tais
como antigeno especifico reconhecido pelo anticorpo monoclonal Tv27 (MASAKE et al.,
1994), sequéncias satélites ou microsatélites (MASIGA et al., 1992; MORLAIS et al.,
2001), sequéncias spliced-leader (VENTURA et al., 2001) e espagadores de transcritos
internos de DNA ribossomal (ADAMS et al., 2008). Porém, a identificagdo molecular de
diversos isolados de T. vivax de diferentes regides geogréaficas pode ser dificil devido a
variabilidade genética, particularmente em isolados da Africa (CORTEZ et al., 2009).

Outro método de diagnostico molecular que atualmente esta sendo usado é a
amplificacao isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP), esta técnica utiliza enzima
que permite rapida amplificacdo sob condicOes isotérmicas e se baseia em sequéncias
satélites de DNA (GONZATTI et al., 2014). Para T. vivax, essa técnica, que consiste
numa variagdo da PCR convencional, se mostrou altamente sensivel, detectando 1
tripanossoma/mL de sangue, enquanto na PCR convencional, a deteccio varia de 10 a 103
parasitos/mL (NJIRU et al., 2011), constituindo-se uma ferramenta promissora para
diagnostico molecular (GONZATTI et al., 2014).

Segundo Cadioli et al., (2015), comparando o PCR convencional e o LAMP no
diagndstico de T. vivax de bovinos supostamente aparasitemicos, 0 LAMP se mostrou
mais eficaz na deteccdo de animais positivos do que o PCR convencional. O PCR foi
capaz de detectar 66,67 % de amostras positivas e 0 LAMP 95.24%. Isso demonstra a alta
capacidade do LAMP em detectar amostras positivas para o T. vivax, e corrobora com 0s
resultados obtidos anteriormente por (KUBOKI et al. 2003; LAOHASINNARONG et al.,
2011).

Além disso, o LAMP oferece menos risco a presenca de inibidores em amostras
de sangue do que o PCR convencional, o que faz dessa técnica uma ferramenta estratégica

importante para a detec¢do de animais infectados com T. vivax (GRAB et al., 2011).
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3.2.8.4 SEQUENCIAMENTO DO DNA

O sequenciamento dos produtos amplificados e purificados pode ser realizado
através do método automatizado baseado no método da terminacdo da cadeia por
dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). O sequenciamento pode ser feito dos
produtos diretos da PCR utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores empregados
na reacdo de PCR ou o sequenciamento de produtos amplificados clonados. Sempre que
possivel, fragmentos amplificados pela PCR devem ser sequenciados para confirmar a
validade dos resultados da PCR quando o ensaio esta sendo feito para diferenciar espécies
de parasitos (HANCOCK et al., 2001; MASSUNG e SLATER, 2003; DAGNONE et al.,
2009).

3210 TRATAMENTO

O tratamento satisfatorio da tripanossomose requer mais do que uma droga
tripanocida aplicada corretamente; o estado nutricional a duracdo da doenca e a
quantidade de exercicio que os animais terdo que fazer durante a fase de convalescéncia
da doenca, esta diretamente relacionada com a recuperacao dos animais tratados. Animais
bem alimentados se recuperam mais rapido do que aqueles que terdo que percorrer longas
distancias para buscar alimentos e agua. Bovinos cronicamente infectados, geralmente
falham em responder ao tratamento. Nesses casos, o distdrbio do metabolismo do ferro e
a falha na hematopoese parecem ser irreversiveis e 0s animais afetados podem tornar-se
magros e anémicos apesar do tratamento tripanocida. Além disso, como a tripanossomose
é frequentemente uma doenca enzodtica, emergéncia clinica ocorre durante as estagdes
desfavoraveis para o gado em relacdo a alimentos ou falta de &gua (CONNOR, et al.,
2004).

O tratamento da tripanossomose pode ser curativo, usando uma droga que da
pouca ou nenhuma acéo residual, ou preventivo. A diferenca entre cura e prevencdo vai
depender da droga que esta sendo usada e, em alguns casos, da dosagem que esta sendo
administrada (PEREGRINE, 1994). As drogas curativas sdo usadas quando a incidéncia
é baixa e poucos casos ocorrem em um rebanho. A profilaxia é necessaria quando 0s
animais estdo sob constante risco e quando a enfermidade ocorre em um alto nivel durante
0 ano (SILVA et al., 2002).
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Drogas consideradas como eficazes no tratamento de infecgdo por T. vivax
incluem diaceturato diminazeno (Beronal ®, Berenil ®, e Ganaseg ®) (WHITELAW, et
al., 1989) e cloreto de Isometamidio (Trypamidium ®) (GEERTS, et al., 2001). Na
América do Sul, nem todos os compostos tripanocidas estdo disponiveis comercialmente.
No Brasil e Argentina, por exemplo, apenas o aceturato de diminazene é comercializado
(DAVILA, et al., 2003).

Diminazene € uma diamidina aromaética e é comercializada em combinacdo com
antipirina, que é um estabilizador que prolonga a atividade do composto em solucéo.
Populacdes de T. vivax sensiveis ao produto sdo eliminadas por tratamento muscular a
uma dosagem de 3,5 mg/kg. Entretanto, nessa dosagem, pode haver recorréncia da
infecgdo. O diminazene é o farmaco mais comumente utilizado nas tripanossomoses,
apresentando melhores indices terapéuticos do que outras drogas na maioria dos animais
infectados e uma baixa taxa de resisténcia. Entretanto, em processos onde ocorre alta
parasitemia e recorréncia da doenca a dosagem recomendado é de 7,0 mg/kg sendo
recomendado somente duas doses no periodo de 60 dias (SILVA, et al., 2008).

A resposta da terapia com aceturato de diminazeno € variavel ha quase 40 anos
(PEREIRA E ABREU, 1978). Linhares et al. (2006) relataram sucesso em alguns bovinos
tratados com diminazeno na dose de 3,5mg/kg. Em um surto no Pantanal Mato-grossense,
a utilizacdo de aceturato de diminazeno se mostrou eficaz para a cura dos animais doentes
(SILVA et al., 1996). Ja na Paraiba, animais doentes se recuperaram apds a administracao
de 5mg/kg da droga, mas apresentaram recidiva (BATISTA et al., 2007). Em outra
ocasido, bezerros foram tratados com 5mg/kg de aceturato de diminazeno e seis meses
apos nenhum deles apresentaram parasitemia, enquanto em outra propriedade que nao
realizou o tratamento a frequéncia de bezerros positivos foi 81,82%, com mortalidade de
12,73% e letalidade de 15,55%, similar a seis meses antes (BATISTA et al., 2008).

Atualmente, a dosagem recomendada para o aceturato de diminazene nos animais
infectados com T. vivax € de 7,0 mg/kg, e uma vez a doenca diagnosticada no rebanho
recomenda-se o tratamento de todos os animais (SILVA et al., 2004).

Para tratamento de tripanosomose o diaceturato € tido como de eleicéo, além do
cloreto isometamidio e brometo de etidio com alto indice terapéutico e baixa incidéncia
de resisténcia (PEREGRINE et al, 1993; IHEDIOHA et al, 2010). Atualmente, relata-se
diminuicdo da sensibilidade do microrganismo (SINYANGWE et al, 2004; BASTISTA
et al, 2007; MIRUK et al, 2008), e até mesmo a ocorréncia de resisténcia em bovinos

tratados com a dose mais alta do diaceturato (7,0 mg/kg) (CADIOLI et al, 2012) mas tem
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mostrado limitada ac&o profilatica devido sua atividade sérica média de 21 dias (MILLER
et al, 2005).

O cloreto de Isometamidium (Tripamidium®, Vivedium®) considerado o
medicamento mais eficaz no combate a tripanossomose bovina, ndo é registrado seu uso
no pais e ndo pode ser comercializado, o que torna um entrave ao combate a doenca.
Além da barreira da legislacdo brasileira, a liberagdo da importacdo do medicamento
enfrenta outros obstaculos; é que ndo ha estudos cientificos no pais sobre o uso do
medicamento em gado de leite e a doenca é subnotificada pelos profissionais e produtores.
N&o se sabe se 0 medicamento deixa ou ndo residuo no leite, ao contrario do gado de corte
em que o periodo de caréncia € de 30 dias. Para adquirir o produto é necessario formalizar
0 pedido junto ao departamento de fiscalizagcdo de insumos pecuarios, na coordenacéo de
produtos veterinarios, na sede do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), em Brasilia (IMA, 2016).

Segundo Silva, et al., (2004) o Cloreto de Isometamidium é uma amidina
aromatica da fenantridina formada pela combinacdo do homidium com a p-
aminobenzamida diazotizada do dimenazene e tem atividade profilatica e terapéutica. A
dosagem recomendada para fins profilaticos é de 0,5-1,0 mg/kg, pela via intramuscular,
em intervalos de 4 a 4 meses. O composto tem sido usado com sucesso para manter a
produtividade do gado zebu exposto ao desafio com a mosca tsé-tsé no leste da Africa.
Contudo, consideravel variacdo tem sido observada com a dosagem de 1,0 mg/kg,
demonstrando a profilaxia no gado bovino de 2 a 22 semanas. Tais varia¢fes na atividade
profilatica parecem ser independentes do nivel do desafio com tripanosoma e da presenca
ou auséncia de infeccdo no periodo do tratamento. As variacdes na sensibilidade entre
diferentes populac6es de tripanosomas parecem ser 0 maior fator determinante da duracéo
da profilaxia.

Outras drogas como suramine, quinapiramina, melarsoprol, homidium s&o
eficazes no tratamento da tripanossomose. Entretanto, resisténcia a essas drogas ocorrem
frequentemente, e pode restringir seu uso (SILVA, et al., 2002). O reaparecimento dos
tripanossomas na corrente sanguinea apos o tratamento com dose correta da droga, esta
relacionado com a sobrevivéncia dos parasitos resistentes a mesma, ou ser o resultado da
localizagdo extravascular, especialmente no sistema nervoso, migracédo do parasito oculto
no liquor cerebral (LCR) ou humor aquoso (GARDINER, 1989).
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3.2.11 CONTROLE

O controle da doenca deve combinar o0 movimento restrito de animais doentes, o
tratamento de todos os animais infectados, vigilancia epidemioldgica da distribuicdo e da
gravidade da doenga, eliminagéo ou controle de vetores, assim como o descarte de fomites
que entraram em contato com sangue de animal portador (DWINGER et al., 2000).

O conhecimento do ciclo do parasito é fundamental para seu controle. A
elaboracgdo de estratégias adequadas de controle depende, principalmente, de informacdes
sobre a epidemiologia da tripanossomose, especialmente na dinamica da transmisséo
mecanica do parasito, seja por fomites ou por vetores. A eliminagédo dos vetores constitui-
se em uma medida importante na profilaxia da doenca e durante décadas varios métodos
estdo sendo utilizados, principalmente em lugares endémicos da tripanossomose, tais
como desmatamento, uso de machos estéreis e armadilhas impregnadas com inseticidas,
pulverizacdo de inseticidas nos animais, na vegetacdo, uso de inseticidas pour on e
quimioprofilaxia. Entretanto, apenas essa medida isolada de controle, s6 protege
parcialmente contra a transmissdo da doenga, visto que, essa ocorre muitas vezes por
transmissdo mecanica por compartilhamento de agulhas contaminadas com sangue de
animais infectados para animais susceptiveis, aumentando o risco de reinfeccdo entre 0s
animais no rebanho. Levando em consideracao esse aspecto, o uso individual de agulhas
e seringas e a esterilizacdo das mesmas ap0s 0 Uso € extremamente necessario para evitar
reinfeccOes e a propagacéo da tripanossomose em rebanhos por meio de fomites. (SILVA
et al, 2002).

Todos os animais diagnosticados com a doenca devem ser agrupados e separados
do rebanho assim como ter movimentacdo restrita na propriedade. Outro aspecto
importante sdo 0s animais cronicamente infectados. Esses desenvolvem uma 6tima
imunidade contra o desenvolvimento da doenca clinica e representam o principal
reservatorio do parasito para animais susceptiveis. A eliminacdo desses animais do
rebanho é fundamental para o controle da doenca (MADRUGA et al., 1964; PAIVA et
al, 2000).

Embora, o uso correto de medicamentos possam reduzir as taxas de mortalidade,
geralmente tem baixo impacto na producédo animal. A forma como 0s produtores usam as
drogas tripanocidas contribuem para isso seja na forma terapéutica ou profilaticamente.
Sendo que o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos € uma ameaga constante

a utilizacdo sustentdvel no controle da doenca (SILVA, et al., 2004). O tratamento
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profilatico como medida de controle somente dos casos clinicos € sugerido por Batista et
al, 2008. Entretando, 0 que se tem visto € a ocorréncia de recidivas frequentemente, sendo
necessario o tratamento profilatico massal do rebanho ap6s a confirmacdo de um animal

positivo e 0 monitoramento constante do rebanho através de testes parasitologicos.
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4, CAPITULO 2: ARTIGO CIENTIFICO (Artigo adaptado para publicagdo nas
Normas da revista Semina: Ciéncias Agrarias, submetido e em processo de avaliac&o.)

CLINICAL AND EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS AND DAIRY COWS
DIAGNOSIS OF NATURALLY INFECTED BY Trypanosoma vivax IN PERNAMBUCO
AND ALAGOAS STATES, BRASIL.

ASPECTOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E DIAGNOSTICO DE BOVINOS
LEITEIROS NATURALMENTE INFECTADOS POR Tripanosoma vivax NOS ESTADOS
DE PERNAMBUCO E ALAGOAS, BRASIL.

ABSTRACT

Trypanosoma vivax is the most pathogenic ruminant’s hemoparasite, causing huge economic losses to

the producer when prevalent in the herd. This study aims to characterize the triponossomose in cattle through
clinical findings, epidemiological risk factors and diagnosis of this disease in outbreaks occurred in the
pernambucano and alagoano wild. On the properties were permormed analysis of historical and clinical
examinations, blood collection and clinical monitoring of 109 sicks animals for a period of one year. The
clinical findings were fever, apathy, anorexia, diarrhea, progressive weight loss, lymphadenopathy, pale
mucous, incoordination, aggressiveness, abortion, decrease in milk production and high mortality. Of the 109
samples analyzed in laboratory tests, in two occasions with an interval of eight months, 97.2% (106/109) were
positive by ELISA, 90% (98/109) were positive for IFAT, 15% (16/109) positive in the PCR and 10.1%
(11/109) were observed the presence of Trypanosoma spp in the blood smear. In 13 samples, blood counts
were made which revealed that 69.23% (9/13) showed normocytic normochromic anemia and 53.84% (7/13)
had leukocytosis, in 46.15% (6/13) neutrophilia and shift left regenerative. In 72 samples also examined
whether it hematocrit, plasma protein and fibrinogen. Hematocrit, had average 22% (10% to 37%) to plasma
protein had a mean value of 7.55 g/ dl (5.4 g/ dl to 10.0 g/ dl) and plasma fibrinogen had a mean value 700mg
/dl (200mg / dI to 1600mg / dI). The sequencing of DNA samples revealed 100% similarity with T. vivax. The
main factors involved in the spread of the disease were: the ingress of animals without prior tests and quarantine
infected with T. vivax in the properties, application of oxytocin with sharing needles contaminated by blood
at the time of lactation and the restriction of the disease in the lactation herd. The transmission of T. vivax
occurred with the sharing of needles among animals lactation during application of oxytocin after the entry of
carrier animals in the herd. Serological tests demonstrated a higher sensitivity and specificity, entretando, PCR
and blood smear revealed a low sensitivity because the animals were already being treated with trypanocidal
drugs. It is concluded that trypanosomiasis is a disease to be considered in the cattle regions studied as the
cause of outbreaks. Hygienic and security actions must be taken during the administration of oxytocin in
lactating cowsbeing this practice, when carried incorrectly and without hygienic crtiterios and sharing needles,
the main risk factor in the transmission of trypanosomiasis in leiteitos herds among regions where the disease

is prevalent, increasing the challenge of reinfection of animals.

Keyword: diagnosis, disease, ruminant, Trypanosoma vivax.
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RESUMO

O Tripanosoma vivax é o hemoparasito mais patogénico para ruminantes, causando grandes perdas
econdmicas para o produtor quando prevalente no rebanho. Este trabalho se propde a caracterizar a
triponossomose em bovinos através dos achados clinicos, fatores epidemiolégicos de risco e diagnostico dessa
doenca em surtos ocorridos no agreste pernambucano e alagoano. Nas propriedades foram realizados
levantamentos dos historicos e exames clinicos, coletas de sangue e acompanhamento clinico de 109 animais
doentes por um periodo de um ano. Os achados clinicos foram: febre, apatia, anorexia, diarreia, emagrecimento
progressivo, linfoadenomegalia, mucosas palidas, incoordenagdo motora, agressividade, aborto, queda na
producdo de leite e alta mortalidade. Das 109 amostras colhidas para exames laboratoriais, em dois
momentos com intervalo de oito meses, 97,2% (106/109) foram positivas no ELISA, 90% (98/109)
foram positivas para RIFI, 15% (16/109) positivas para PCR e 10,1% (11/109) foram evidenciadas
presenca do Tripanosoma spp. no esfregaco sanguineo. Em 13 amostras, foram realizados hemogramas
0 que revelou que 69,23% (9/13) apresentaram anemia normocitica normocrémica e 53,84% (7/13)
apresentaram leucocitose, em 46,15% (6/13) neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo. Em 72 amostras
analisou-se também o hematdcrito, proteina plasmatica e o fibrinogénio. O hematdcrito, teve valor médio de
22% (10% a 37%), a proteina plasmatica teve valor médio de 7,55 g/dl (5,4g/dl a 10,0g/dl) e o fibrinogénio
plasmatico teve valor médio de 700mg/dl (200mg/dl a 1600mg/dl). O sequenciamento das amostras de DNA
revelou 100% de similaridade com T. vivax. Os principais fatores envolvidos na propagacdo da doenca foram:
a entrada de animais portadores do T. vivax nas propriedades sem exames prévios e quarentena, a aplicacao de
ocitocina com compartilhamento de agulhas contaminadas por sangue no momento da ordenha e a restri¢do
da doenca ao rebanho em lacta¢do. A transmissdao do T. vivax ocorreu com o compartilhamento de agulhas
entre os animais da lactacdo, durante aplicacdo de ocitocina, apds a entrada de animais portadores no rebanho.
Os testes soroldgicos demonstraram uma maior sensibilidade e especificidade, entretando, o PCR e o esfregaco
sanguineo revelou uma baixa sensibilidade em virtude dos animais ja estarem sendo medicados com drogas
tripanocidas. Conclui-se que a tripanossomose é uma doenca a ser considerada na bovinocultura das regides
estudadas como causadora dos surtos. Medidas higiénicas e de seguridade devem ser adotadas durante a
administracdo de ocitocina nas vacas em lactacéo, sendo esta pratica, quando realizada de forma errada e sem
crtiterios higiénicos e com compartilhamento de agulhas, o principal fator de risco na transmissdo da
tripanossomose em rebanhos leiteitos em regifes onde a doenca é prevalente, aumentando o desafio de

reinfeccBes entre 0s animais.

Palavra-chave: diagnostico, doenga, ruminante, hemoparasito.

INTRODUCAO

Tripanossomose sdo doencgas causadas por protozoarios patogénicos do género Trypanossoma spp,

sendo o Tripanosoma (Duttonnela) vivax considerado o hemoparasito mais patogénico e importante para
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ruminantes, estando amplamente difundido no continente Africano, e nas Américas Central e do Sul
(VENTURA et al., 2000).

Nas Américas, a principal via de transmissdo é a mecanica pelos vetores tabanideos, Stomoxys
calcitrans e Haematobia irritans, e por via iatrogénica (OLIVEIRA et al., 2009; CADIOLI et al., 2012). A
infeccdo natural deste hemoparasito ja € bem conhecida e relatada em varios paises: Venezuela, Paraguai,
Colémbia, Suriname e Guiana, Bolivia, Peru e Costa Rica (QUISPE et al., 2003; SUAREZ et al., 2009).

No Brasil, os primeiros surtos ocorreram no estado do Pard em ruminantes (BOULHOSA 1946,
SHAW et al., 1972) e a partir de entdo varios outros foram relatados no pais como no Mato Grosso (SILVA et
al., 1996), Amapé e Rio de Janeiro (MADRUGA et al., 2006), Tocantins (LINHARES et al., 2006), Paraiba
(BATISTA et al.,2007), Santa Catarina (DA SILVA et al. 2007), Maranhdo (GUERRA et al., 2008), Minas
Gerais (CARVALHO et al., 2008), Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2009), e em S&o Paulo (CADIOLI et
al., 2012).

No estado de Pernambuco, foi realizado o primeiro registro na zona da mata, (PIMENTEL, et al.,
2012), em um rebanho de gado de leite e o primeiro inquérito soroldgico para deteccdo de anticorpos contra
T. vivax confirmou em todas as mesorregides estudadas (Litoral, Zona da Mata, Agreste e Sertdo) frequéncias
variando de 11,90% a 15,99%, caracterizando o estado como &rea de instabilidade enzoética (GUERRA et al.,
2013).

As condi¢bes epidemioldgicas encontradas da tripanossomose em diversas areas do Brasil mostram
gue esse parasito tem sua ocorréncia de forma diferenciada com o que ocorreu no pantanal mato-grossense
(regido endémica), gerando graves impactos negativos de natureza econdmica em rebanhos bovinos,
principalmente em dareas onde ha instabilidade enzooética para a enfermidade. (MADRUGA et al., 2006;
BATISTA et al., 2012; CADIOLLI et al 2012; GUERRA et al., 2013).

A taxa de mortalidade em animais infectados pelo parasito geralmente é alta, podendo chegar a 80%
(CORTEZ et al., 2006). Os principais sinais clinicos incluem queda na producdo de leite, apatia, anorexia,
emagrecimento progressivo, linfadenopatia, palidez das mucosas, diarreia, fraqueza e febre, assim como sérios
danos reprodutivos, como abortos, distocias e infertilidade. AlteracGes nervosas também sdo observadas, como
agressividade, incoordenacdo e ataxia. (LINHARES, et al., 2006; BATISTA, et al., 2007; CUGLOVICI, et al.,
2010; BATISTA, et al., 2012).

Diante deste contexto, com o proposito de se conhecer melhor as caracteristicas epidemiolégicas,
assim como o quadro cliinico e laboratorial da tripanossomose em animais acometidos em propriedades

leiteiras no agreste, dos estados de Pernambuco e Alagoas, se fez necessario a realizacdo deste trabalho.
MATERIAL E METODOS

Caracterizagdo dos surtos e sinais clinicos

Os surtos aqui descritos ocorreram em trés propriedades leiteiras localizadas na regido nordeste do
Brasil, duas destas no estado de Pernambuco e a Gltima no estado de Alagoas. O primeiro surto ocorreu no

inicio de novembro de 2013 em uma fazenda no municipio de Bom Conselho (latitude 09° 10’ 11 S e longitude
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36° 40’ 477 W), altitude 654m, temperatura média 21,6 °C. A pluviosidade média anual é 995 mm, agreste do
estado de Pernambuco com clima semiarido (MASCARENHAS, et al., 2005). O rebanho leiteiro era composto
por 120 animais mesticos de holandés, destes, 60 animais estavam em lactacdo, eram ordenhados
mecanicamente. O sistema de cria¢do era semi-intesivo, e chegou a produzir em média 1100 L/leite/dia, antes
da doenca e baixou para 250 litros, quando os animais comecaram a adoecer. Na primeira visita realizada na
propriedade as informagdes passadas pelo proprietario quanto a sintomatologia apresentada pelos animais
foram, apatia, anorexia, fraqueza, emagrecimento progressivo, mucosas palidas, linfonodos aumentados,
diarreia, febre, aborto, um animal apresentou agressividade e incoordenacéo, vindo a 6bito. No total 30 animais
morreram com essa sintomatologia, e a doenga s6 acometia as vacas em lactacdo. O segundo surto ocorreu
no final de janeiro de 2014 em uma fazenda no municipio de Pedra, agreste meridional (latitude 08° 29 49’
e longitude 36° 56° 27°), altitude 617 metros, temperatura média 25°C, com indice pluviométrico médio anual
de 624,88mm (MASCARENHAS, et al., 2005). A fazenda tem uma &rea total de 100 hectares, composta de
100 animais mestigos de Holandés, sendo destes, 62 animais em lactagdo ordenhados mecanicamente, todos
criados em sistema de producdo semi-intesivo, com producdo de 600 litros/leite/dia antes da doenca e 230
litros ap6s os animais comecarem a adoecer, alimentados com silagem de milho, farelo de milho, mandioca e
pasto nativo. Dois animais doentes foram internados na Clinica de Bovinos, UFRPE, Garanhuns/PE, com o
histérico de apatia, perda de peso progressiva, diarreia, mucosas palidas, fraqueza, anorexia, incoordenacgao e
gueda na producdo de leite. Alguns animais apresentaram agressividade e ataxia, oito animais morreram, e
apenas o0s animais em lactacdo estavam adoecendo. O terceiro surto ocorreu no final de setembro de 2014,
em uma fazenda no municipio de Arapiraca, localizada na regido central do estado de Alagoas, mesorregido
agreste, (9°45°09”° de latitude sul e 36°39°40”° de longitude oeste), altitude 264m, caracterizada por
temperaturas elevadas, com média anual de 25°C, e totais anuais de precipitacdo segundo o intervalo de 750 a
1000 mm, (MASCARENHAS, et al., 2005). A fazenda possui uma area total de 200 hectares, um rebanho
efetivo de 250 animais mesticos, sendo destes 102 animais em lactacdo, ordenhados mecanicamente, produzia
média de 900l/leite/dia com queda para 420 litros ap6s os animais adoecerem, criados em sistema semi-
intesivo. Durante a primeira visita, o veterinario que presta assisténcia a fazenda, assim como os tratadores,
informou que ha quatro meses vinham perdendo animais na propriedade com os sinais de diminui¢do na
producdo de leite, apatia, anorexia, emagrecimento, febre, sialorréia, mucosas palidas, um animal apresentou
sintomatologia nervosa, dois animais abortaram e ao total, 15 animais vieram a 6bito. A doenga s6 acometia
as vacas em lactacao.

Em todas as propriedades visitadas foi aplicado um questionario epidemiolégico oa veterinario,
proprietario ou demais tratadores responséaveis pela propriedade, para obter informacfes quanto as medidas
sanitarias adotadas durante o surto, quais medicamentos estavam sendo usados e a dose, as condigdes de salde
que encontrava o rebanho, assim como, se houve a introdugao recente de animais dentro da propriedade ou a
movimentacgao de animais em feira ou exposicOes. As instalagdes e as praticas de manejo foram inspecionadas
para se obter informagdes que contribuissem para caracterizar o surto e os fatores que diretamente favoreceram

0 seu desenvolvimento. Todos os animais doentes foram examinados conforme Dirksen et. al., (1993) e
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acompanhados em intervalos quadrimestrais observando-se a evolugao das alteracfes clinicas em um estudo

prospectivo.

Coleta de Sangue

Amostras de sangue foram coletadas somente dos animais doentes ou pertencentes ao grupo de
lactacdo das trés propriedades, um total de 109 amostras. As amostras de sangue foram colhidas através da
venopuncdo da veia jugular externa, utilizando tubos siliconizados tipo vacutainer® com anticoagulante EDTA
e sem, para obtencdo de soro, prontamente refrigeradas em isopores com gelo e conduzidas ao laboratério. As
amostras com anticoagulante foram usadas para analises parasitolégicas e hematolégicas. Amostras sem
anticoagulante foram submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 1500rpm, o soro foi separado do sangue e
condicionado em tubos contendo aliquotas de 1,5ml, armazenados em freezer a -80°C, até serem utilizadas
para os testes sorolégicos. Um terco das amostras foram conservadas em etanol, e parte das amostras com
anticoagulante foram congeladas a -80°C sem etanol, onde foram usadas para extracdo do DNA para o teste

molecular.

Detec¢do do Parasita e analise hematoldgica

Das 109 amostras coletadas, em 13, foram realizadas hemograma que pertenciam a animais
clinicamente doentes e em 72 amostras analisou-se apenas o hematdcrito, proteina plasmatica e o fibrinogénio
elém do exame parasitoldgico. A andlise hematoldgica foi realizada conforme descrito por Jain (1993).
Esfregacos sanguineos corados com Pandtipo rapido foram confeccionados onde realizou-se a pesquisa do T.

vivax pela observacao direta em microscopia Optica conforme, Silva et. al., (2002).

Diagnostico sorolégico

1. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

As laminas de RIFI foram preparadas e sensibilizadas a partir de amostras de sangue de caprinos
experimentalmente inoculados com o T. vivax, cepa * Lins”’, (CADIOLI et al., 2012) obtendo-se 0 antigeno
do sangue total conforme Gonzélez et al (2005) e posteriormente, distribuido nas cavidades designadas nas
laminas. As amostras de soro foram diluidas na proporcéo 1:80 em solucéo salina de fosfato tamponado PBS
1%, pH 7,2 (1,3 M NaCl; 27 mM KCI; 56 mM Na;HPO4; 10mM KH2PO4; 9,2 mM NaH;PQO,) seguindo a

metodologia preconizada por Aquino et al, (1999).



188
189

190
191
192
193
194
195
196
197
198
199

200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214

215
216
217
218
219
220
221
222
223

69

2. Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

A purificago antigénica foi realizada conforme Gonzalez et al. (2005) e posteriormente sonicadas em
aparelho proprio (750w Ultrasonic Processor, Coleparmer — Canada) conforme descrito por Fidelis Junior
(2014) e o conteudo proteico do antigeno sollvel foi determinado utilizando o método do acido bicicénico
utilizando BCA kit de reagentes (BCA Reagents Kit- Pierce Chemical Company) e calculado por regressdo
linear conforme descrito em Sampaio (2013). O teste de Elisa foi realizado seguindo as recomendacdes de
Aquino et al, (1999).

Diagndstico molecular

1. Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de sangue colhidas foram submetidas ao teste usando um ensaio especifico para o T.
vivax A extracdo do DNA das amostras com anticoagulante EDTA a 10% que estavam congeladas foi realizada
utilizando um Kit QlAamp DNA mini and blood mini handkoob (Qiagen®) e as amostras conservadas em
etanol foram submetidas a extragdo utilizando um buffer de lise e cloroférmio isoamilico (25:24:1). O DNA
extraido das amostras foi quantificado utilizando um espectrofotémetro (Nanodrop®2000; Thermo
SCIENTIFIC). A amplificacdo do DNA teve como alvo a sequéncia de genes codificadores de cisteino-
proteases (catepsina L; CatL-Like) assim como as condi¢fes para a reacdo como descrito previamente por
Cortez et al, (2009). A interpretacao dos resultados, apos a eletroforese em gel de agarose a 2% corados com
o0 intercalante Brometo de Etideo (Invitrogen®) em tampéo de corrida TEB 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base;
0,44 M 4cido bérico; 12,49 mM EDTA) foi baseada na caracteristica do amplicon, utilizando um marcador de
peso molecular de 50bp (50pb DNA Ladder- Invitrogen®) e lidos em um leitor de gel radioiluminador de luz
ultravioleta (2020E) acoplado a um programa computacional de analise de imagens (Eagle-Eye II-

Stratagene®).

2. Sequenciamento do DNA e analise da sequéncia.

Duas amostras de amplicons, produto da PCR, foram purificadas utilizando-se QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen®), conforme orientacdo do fabricante e encaminhadas para o centro de Recursos
Bioldgicos e Biologia Gendmica (CREBIO) FCAV-UNESP - Campus Jaboticabal/SP para serem sequenciadas
utilizando o sequenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
California (CA) conforme recomendagfes sugeridas pelo fabricante. As sequéncias obtidas, ap6s o
sequenciamento foram analisadas e comparadas com aquelas ja inseridas no GenBank, onde foram verificadas
similaridades entre elas através do programa BLAST (BENSON et al., 2002).
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Analise de dados:
A anélise estatistica dos dados foi realizada de forma descritiva, determinando as distribui¢fes de frequéncia
empregando-se a média e o desvio padrédo das variaveis relativas analisadas (Curri, 1997).

RESULTADOS

Caracterizagdes dos surtos e achados clinicos

Propriedade do primeiro surto. Os primeiros casos ocorreram em novembro de 2013, cinco animais
foram trazidos a clinica de bovinos doentes, apresentando condicdo corporal grau Il, anorexia, fraqueza,
diarreia e linfonodos aumentados, um animal ja deu entrada morto. A pesquisa de hemoparasitas através do
esfregaco sanguineo, ndo revelou a presenca do Tripanossoma spp, dois animais vieram a morrer poucos dias
depois de internados. Na necropsia realizada dos trés animais que morreram, o diagndstico anatomopatoldgico,
mereceu destaque, foi de hepatopatia inespecifica, sendo que um destes apresentava também trombose de veia
mamaria e pneumonia tromboembdlica abscedativa. Na primeira visita realizada a propriedade constatou-se
que a doenga estava acometendo apenas as vacas em lactacdo, estas foram examinadas e os achados clinicos
mais comuns foram apatia, anorexia, mucosas palidas, febre, emagrecimento, diarreia, escore corporal grau Il
e linfadenomegalia. No primeiro surto da doenca, 24 animais morreram, destes, cinco animais apresentaram,
além dos sinais encontrados, sintomatologia nervosa, como incoordenacao e agressividade, um animal abortou.
Através do inquerido epidemiologico, a partir de informacdes do proprietéario e das observacgdes realizadas na
inspecdo a propriedade, revelou que cerca de 30 dias houve introducdo de alguns animais comprados da mesma
regido, no rebanho em lactacdo. A condi¢do climatica no inicio do surto era de seca, 0s animais estavam sendo
semiconfinados e alimentados com silagem de milho e concentrado comercial, as vacas eram ordenhas
mecanicamente, entretanto fazia-se uso de ocitocina com compartilhamento da mesma agulha e seringa entre
os animais, em condicdes higiénicas sanitarias da ordenha inadequadas. Na segunda e terceira visitas a
propriedade, realizada em dezembro de 2013 e em mar¢o de 2014, respectivamente, evidenciou-se que alguns
animais mantiveram a condigdo corporal grau Il, a diarreia, e baixa producéo de leite, o que foi comprovado
durante o exame clinico realizado, porém aparasitemicos. Os animais que apresentaram febre foram medicados
com Diaceturato (3,5mg/kg), segundo informagfes do proprietario da fazenda, e alguns animais foram
vendidos para fazendas vizinhas, entretanto, as condi¢des de manejo de ordenha e uso de ocitocina com
compartilnamento de agulhas ainda se mantinha. Na 4° visita a propriedade, em setembro de 2014, constatamos
gue os animais com o escore corporal grau Il visualizados na visita anterior, foram a 6bito, e que 0s animais
recentemente introduzidos no rebanho em lactacdo, estavam adoecendo. Era frequente o uso do Diaceturato
(3,5mg/kg), quando os animais apresentavam febre, e nesse intervalo, 10 animais morreram, as condi¢des
higiénicas sanitérias inadequadas da ordenha, assim como o uso de ocitocina compartilhando a mesma agulha
entre 0s animais se mantinha.

Propriedade do segundo surto. Dois animais doentes foram internados na Clinica de Bovinos com

sinais clinicos de perda na producéo de leite, apatia, escore corporal grau 1, anorexia, diarreia, sendo um deles
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positivo para Tripanossoma spp. Na 1° visita a propriedade, a partir do diagnostico clinico, constatou-se
animais doentes que apresentavam, oS mesmos sinais acima relatados, incluindo alguns nervosos como
agressividade, ataxia e sialoréia. Dois animais abortaram, e oito animais morreram da doenca. A condicdo
climética no inicio do surto era de seca, baixa oferta de alimento, os animais estavam sendo alimentados com
palma, racdo comercial e silagem de milho, em regime semi-intesivo. A ordenha era mecanizada e utilizava-
se ocitocina com compartilhamento da mesma agulha e seringa entre os animais. Apenas as vacas em lactacao
comecaram a adoecer ap0s sete dias da introducdo na ordenha de oito animais que foram comprados do estado
do Maranhdo. Na segunda visita a propriedade, realizada em setembro de 2014, foi informado pelo tratador
que algumas vacas que adoeceram no inicio do surto foram vendidas e outras ndo ganhavam peso e
apresentavam diarreia, porém ndo houve mais mortes apds a medicacdo com diaceturado de diminazene. Em
um animal houve retorno da parasitemia, confirmada pelo esfregaco sanguineo, porém apresentava-se
assintomatico. Mudancas no manejo da ordenha foram adotadas, substituindo parte da ocitocina utilizada com
a adocdo de bezerro ao pé, entretanto nas vacas mesticas continuava o uso da ocitocina.

Na propriedade do terceiro surto, no exame clinico de 11 animais, os principais sinais encontrados
foram queda na producdo de leite, apatia, anorexia, sialorréia, mucosas palidas, linfadenomagalia,
emagrecimento, e destes cinco animais apresentaram sinais nervosos como agressividade e incoordenacao. Os
animais estavam senso tratados pelo proprietario com diaceturato de diminazene, Oxitetraciclina, calcio, ferro,
porém com resultados insatisfatorio. Através do inquerido epidemioldgico a partir de informac6es cedidas pelo
veterinario responsavel e tratadores, associadas as observagoes realizadas na inspecdo a propriedade constatou-
se que apenas os animais em lactacdo estavam adoecendo, eram ordenhados mecanicamente e utilizava

ocitocina no momento da ordenha com compartilhamento de agulha e seringa.

Deteccdo do parasita por diagnostico parasitologico e anélise hematoldgica

Esfregaco Sanguineo: propriedade do primeiro surto, amostras de sangue foram coletadas de 26
animais clinicamente doentes, destas, 26% (07/26) animais foram positivos para o Tripanossoma spp. em
observacéo direta em esfregagos sanguineos e apresentavam alta parasitemia. Os outros animais apresentaram
resultados negativos, durante um periodo entre 20 dias e oito meses ap6s o inicio do surto. A propriedade do
segundo surto, dos dois animais internados na CBG, um foi positivo para o Tripanossoma spp. em esfregaco
sanguineo em alta parasitemia. Oito meses ap6s o inicio do surto, 11 animais foram avaliados e 9,09% (1/11)
animal foi positivo no esfregaco sanguineo, entretanto sem demonstrar sintomatologia. Propriedade do
terceiro surto, dos 11 animais avaliados clinicamente, 18,18% (2/11) foram positivos para o T. vivax no
esfregago sanguineo em alta parasitemia.

Em todas as propriedades estudadas, a ocorréncia de Anaplasma marginale foi observada no esfregaco
sanguineo em baixa parasitemia. Do total de amostras analisadas, 13,76% (15/109) tinham infeccdo
concomitante com Anasplama marginale. Na avaliacdo do hematocrito, proteina plasmatica e fibrinogénio,
das 72 amostras correspondentes as trés propriedades, observou-se que o hematdcrito, teve valor médio de
22% (10% a 37%). A proteina plasmatica teve valor médio de 7,55 g/dl (5,4g/dl a 10,0g/dl), sendo que 22,23%
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300  (16/72) apresentaram hipoproteinemia. Em relacdo ao fibrinogénio plasmatico o valor médio obtido foi de 700mg/dl (200mg/dl a 1600mg/dl), sendo que 50% (36/72)
301  apresentaram hiperfibrinogenia. Com relacdo aos 13 animais clinicamente doentes (Tabela 1.), 69,23% (9/13) apresentaram anemia normocitica hormocrémica e
302  53,84% (7/13) apresentaram leucocitose, em 46,15% (6/13) por neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo.

303

Tabela 1. Hemogramas de bovinos (n -13) naturalmente acometidos por Trypanosoma vivax.

Valores Hematol6gicos Referéncia* Vacal Vaca2 Vaca3 Vaca4 Vacab5 Vaca6 Vaca7 Vaca8 Vaca9 Vaca1l0 Vaca 1l Vaca 12 Vaca 13

Hematécrito (%) 24-46 23 15 28 15 24 29 20 19 22 29 29 22 22
Eritrécitos (x10%uL)  5,0-10,0 8 477 933 518 9 10,07 7,13 6,49 7,39 9,88 10,03 4,06 3,85
Hemoglobina (g/dL)  8,0-15,0 455 25 588 268 462 7,16 389 374 516 598 6,87 8,59 7,53
VCM (fL) 40,0-60,0 50,54 60 4761 5597 51,94 405 51,41 50,8 42,63 4849 4221 54,18 57,14
CHCM (%) 30,0-36,0 34,78 31,8 33,32 3453 375 3472 3565 3415 3354 341 34,58 39,04 34,22
PPT (g/dL) 7,0-8,5 7 6,3 6,4 6,8 8,8 51 8,2 6,9 51 9,4 5,6 8,7 7

Fp (mg/dL) 300-700 800 400 500 600 800 700 100 600 500 1500 600 600 600
Leucocitos (/uL) 4000-12000 13650 10100 7500 12050 6800 10800 11950 13250 21250 29800 16450 19450 11850
Monécitos (/pL) 25-840 2184 0 150 723 204 2016 1075 265 2213 O 164 389 0
Linfocitos (/L) 2500-7500 7235 5858 3525 6748 4848 5124 8724 6493 7650 13112 9377 10697 1777
Eosindfilo (/uL) 0-2400 0 0 0 121 0 0 120 0 425 0 0 0 0
Neutrofilos (/uL) 600-4000 2184 4141 3750 4338 1768 5076 2031 4903 10838 14602 4606 5252 9599
Bastonetes (/L) 0-200 2048 101 75 121 0 324 0 1590 2125 2086 2303 3112 474

*Referéncia valores (Jain, 1993).

304



73

305

306  Diagnostico Parasitolégico, Soroldgico e Molecular
307
308 Das 109 amostras colhidas para exames laboratoriais, em dois momentos com intervalo de oito meses,

309  97,2% (106/109) foram positivas no ELISA, 90% (98/109) foram positivas para RIFI, 15% (16/109)
310  positivas para PCR e 10,1% (11/109) foram evidenciadas presenca do Tripanosoma sp. no esfregaco

311  sanguineo (Figura.l).

Figura 1. Diagnostico parasitologico, sorologico e molecular da tripanossomose nas trés
propriedades leiteiras.

100%
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20%
10%

FAZENDA 1 FAZENDA 1 FAZENDA 2 FAZENDA 2 FAZENDA 3 n° total =
Momento 1 Momento 2 Momento 1 Momento 2 Momento 1 109
(n°= 26) (n°=19) (n°=40) (n°=11) (n°=11)
mRIFI 100% 89% 90% 100% 73% 90%
mELISA 88% 100% 100% 100% 100% 97%
mPCR 19% 0% 17% 9% 27% 15%
m Esfregago sangue 26,90% 0% 2,40% 9% 18,00% 10,10%

Fazenda 1. Bom Conselho /PE. Momento 1 inicio do surto e momenento 2 apds oito meses.
Fazenda 2. Pedra/ PE. Momento 1 inicio do surto e momenento 2 apds oito meses.
Fazenda 3. Arapiraca / AL. Momento 1 inicio do surto.

1 23 456 7 8 9 10 1112 13 1415 16 17 18

200-bp
150-bp
100-bp
50-bp

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 2%. Os amplimeros mostrados

Figura. 3. T. vivax, oito meses apds surto na propriedade 2.
na foto correspondem &; (1) marcador de peso molecular em escala de 50

pares de bases (Invitrogen®); (2) controle positivo; (3) controle Negativo;

(4-9,11,15-18) amostras negativas; (10, 12-14) amostras positivas.
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Sequenciamento e andlise da sequéncia

O sequenciamento das regifes intergénica do gene cathepsin L-like das duas amostras
analisadas aqui neste estudo obteve-se um produto de 177 nucleotideos (nt), que quando
submetida a pesquisa de homologia em banco de dados de sequencias nucleotidicas ndo
redundantes (nr) do NCBI usando programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), demonstraram
100% de identidade com amostra de T. vivax, com 0 mesmo n° de acesso no GenBank:
EU753801.1.

DISCUSSAO:

Os achados clinicos mais observados como apatia, anorexia, emagrecimento, diarreia,
linfadenopatia, mucosas palidas e febre, condiz com os observados na literatuda (CARVALHO,
et al 2008; CADIOLI et al, 2012). A sintomatologia nervosa e abortos também foram descritas
(BATISTA et al, 2007; CUGLOVICI et al., 2010).

As condic¢des clinicas, com certa gravidade, apresentadas pelos animais em decorréncia
da infeccdo natural pelo T. vivax justifica-se pelo fato que a susceptibilidade dos animais a esse
patdgeno estd associada a varios fatores como: idade, estresse nutricional ou ma alimentacao,
competicdo por alimentos, fatores climaticos, infeccBes intercorrentes, prenhez, lactacdo,
ressalvando a importancia da nutricdo como fator mais importante (MADRUGA et al, 2004). O
gue se constatou nesse estudo, foi a influéncia da seca e a escassez de alimentos no periodo dos
surtos associado a condicdo dos animais acometidos estarem em lactacdo o que favoreceu a uma
baixa resposta imunolégica frente a infeccdo pelo T. vivax, contribuindo para intensidade dos
sintomas.

A ocorréncia dos surtos nas trés propriedades analisadas foi comparativamente similar:
apenas os rebanhos em lactacdo estavam adoecendo, havia entrada de animais recentes nas
propriedades sem uso de guarentena, o periodo climatico seco com pouca oferta de alimentos e 0
uso de ocitocina com compartilhamento de agulhas de forma constante em todas as ordenhas
contribuiu de forma decisiva para disseminac¢éo da T. vivax apds entrada de animais portadores
nos rebanhos em lactacdo provenientes de regiGes endémicas. A via iatrogénica através do uso
compartilnado de agulhas foi incriminada por Cadioli et al. (2012) como possivel via de
transmissdo de T. vivax.

Na literatura, varios autores associam a infec¢do do T. vivax com o periodo chuvoso e o
aumento dos vetores tabanideos nessa época (BATISTA et al., 2007, BATISTA et al., 2009;
CUGLOVICI et al, 2010), o que nas regides dos surtos aqui descritos os indices pluviométricos
estavam muito abaixo das médias observadas. Em contrapartida, a correlacdo positiva entre a

presenca de Stomox calcitrans e temperaturas acima de 20° C observadas por Rodriguez-Batista


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209962657?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=9077BGBK013
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(2005) confere com as temperaturas médias observadas nas regides surtos deste presente estudo.
Entretanto, nas visitas realizadas nas propriedades, ndo foram observados a presenca de Stomoxys
calcitrans, Hematobia irritans e Tabanideos incriminados como os possiveis vetores do T. vivax,
e a restricdo do doenca as vacas em lactacdo associada as condigfes de seca e altas temperaturas
no periodo em que os surtos ocorreram 0 que ndo favorece a sobrevivéncia desses vetores
(CUGLOVICI et al, 2010; CADIOLI et al, 2012), sdo fatores que incriminam com principal meio
de transmissdo o compartilhamento de agulhas de ocitocina, o que se comprovou nesse estudo.

Outro fator a ser considerado foi o comércio de animais que foram tratados com
diaceturato de diminazene, diagnosticados nas propriedades do presente estudo, o que torna essa
doenca de dificil controle, uma vez que a possibilidade de resisténcia medicamentosa e o
desenvolvimento de animais portadores assintomaticos sao os responsaveis pela manutencao do
parasita no rebanho, tendo em vista que, flutuacbes na parasitemia ou até intervalos
aparasitemicos podem ocorrer e estdo relacionados com a resposta imunolégica do hospedeiro
(ALMEIDA et al., 2010).

A anemia foi o principal achado encontrado no hemograma de animais doentes, assim
como observados por (BATISTA et al., 2007; CADIOLL, etal., 2012, FIDELES JUNIOR, 2014).
Em infeccBes causadas pelo T. vivax a anemia esta atribuida a fatores relacionados tanto ao
parasito quanto ao hospedeiro. Entretanto, mecanismos imunomediados por deposicdo de
complexos imunes na superficie das hemécias e producéo de transialidases e neuraminidases pelo
T. vivax que clivam o acido sialico da superficie das hemacias, resultando assim em aumento da
fagocitocitose e hemdlise extravascular sdo os principais fatores responsaveis pela anemia
hemolitica (CONNOR, et al.,2004; GUEGAN, et al., 2013).

Com relacdo aos resultados do hematdcrito foram também relatados por Batista et al
(2008), no estado da Paraiba, que no hemograma de 36 animais, 17 apresentaram o hematdécrito
que variou de 15-22%. Linhares et al. (2006) em animais positivos no esfregaco sanguineo, o
hematdcrito variou de 15-20%, ja Cuglovici et al., (2010) observaram uma variagdo de 11 a 38%,
com uma grande propor¢cdo de animais positivos apresentando valores inferiores a 24%.
Entretanto, esses achados contradizem com os relatados por Moura et al., (2009) os quais ndo
encontraram alteracGes nos valores hematoldgicos em bovinos naturalmente infectados por T.
vivax.

Os achados para a proteina plasmatica deste estudo, ndo condizem com os achados
relatados por Sekoni etal. (1990), que observaram um discreto decréscimo nos valores das
proteinas plasmaticas totais de touros infectados experimentalmente com T. vivax, obtendo
valores minimos na segunda semana pos-infeccdo. Diminuigdo das proteinas totais sericas
também foram constatadas por Schenk et al. (2001), em infecgdo experimental em bezerros,
especialmente nos primeiros dias pds infecdo e um aumento das globulinas apds a segunda

semana pos infeccdo, atribuindo-se provavelmente a estimulacéo antigénico desencadeada pelo
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préprio parasita. Assim como Silva et al. (2009) e Fidelis junior (2014), que verificaram
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia em bovinos infectados naturalmente pelo parasita.

Quanto ao fibrinogénio plasmatico em que 50% dos animais apresentaram
hiperfibrinogenemia, se assemelham ao encontrado por Cardioli, et al. (2012). Porém, em
infeccdo experimental em bovinos, Paiva et al. (2000) ndo encontrou alterages nos niveis médios
de fibrinogénio até 42° dia, entretanto a partir desta, ocorreu uma redugdo, possivelmente
relacionado ao fato da capacidade do agente de promover coagulagéo intravascular.

Em relagdo a avaliagdo do leucograma, dos animais clinicamente doentes, em que
apresentaram leucocitose com linfocitose por neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo, se
assemelham aos resultados encontrados por Moura et al. (2009), que constatou, além destes, uma
linfocitose e eosinofilia. Entretanto, Cadioli et al., (2012) relataram inicialmente uma leucopenia
e posteriormente leucocitose. Estas respostas leucocitarias ndo consistentes nas infeccdes por
T.vivax, dependem provavelmente do periodo em que a infeccdo se encontra, podendo estar
normal, aumentada ou diminuida (HERRERA et al, 2004).

Apesar do esfregaco sanguineo ser uma técnica de baixa sensibilidade, neste estudo
demostrou ser uma importante ferramenta de diagnéstico quando realizada na fase parasitemica,
com intuito de monitorar a parasitemia do rebanho, uma vez que durante a infeccdo ocorrem
flutuacdes da mesma, tornando dificil o encontro de parasitos em esfregagos sanguineos
(MADRUGA et al, 2006). Todavia, os animais doentes das propriedades, em que ocorreram 0s
surtos, estavam sendo previamente medicados com diaceturato de diminazene na dose de
3,5mg/kg, mesmo assim foi possivel diagnosticar animais positivos no inicio do surto, e oito
meses apo6s, com essa técnica, o que se pode inferir uma possibilidade de resisténcia ao
medicamento, fato este também relatado por Cadioli et al (2012).

Em decorréncia da baixa sensibilidade dos métodos parasitologicos tradicionais e a
dificuldade de diagnéstico em animais com baixa parasitemia (REBESKI et al.,1999) a detec¢édo
de anticorpos antitripanosoma, como constatado nos animais em estudo, no soro forneceu
informacOes exatas da situacdo da tripanossomose nos rebanhos, além disso, verificou-se a
persisténcia dos anticorpos por varios meses, mesmo ap6s o tratamento curativo dos animais
(MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE et al., 2006).

No presente estudo o ELISA foi capaz de detectar mais amostras positivas em rela¢do ao
RIFI, o mesmo foi encontrado por Sampaio, (2013). Todavia, ambos o0s testes soroldgicos
apresentaram alta sensibilidade e especificidade (MADRUGA et al., 2006; CUGLOVICI, et al.,
2010), com percentuais baixos de reacdo cruzada em relacdo ao T. evansi, B. bovis e A. marginale.
Desta forma, recomendando-se a utilizagdo destes em estudos epidemioldgicos (PLATT E
ADAMS,1976; MADRUGA, et al. 2006).

O PCR apresentou uma maior sensibilidade do que os testes parasitolégicos no presente estudo.

Entretanso, durante a fase aguda da infeccdo os métodos moleculares apresentam a mesma
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sensibilidade do que os métodos parasitologicos (DESQUENES, et al 1997). Cuglovici et al
(2010) comparando o PCR ao teste parasitoldgico de Woo, observou maior sensibilidade do PCR.
Embora animais positivos no teste de Woo e Negativos em PCR também foram observados.
Diante disto, percebe-se que o PCR pode apresentar falso resultado negativo, mesmo aumentando
a quantidade de DNA na reacdo. Conclusfes como esta também foram descritas por Gonzales et
al., (2003) e Gonzales et al. (2007). Desquenes e Davila (2002) afirmaram que uma concentragao
sanguinea de tripanossoma abaixo de um parasita por litro de sangue (0,000001 tripanossoma/pl
sangue) sdo responsaveis pelo resultado falso negativo do PCR. Por conseguinte, existem ainda
os fatores de inibicdo da PCR que podem estar presentes nas amostras, como hemoglobina, EDTA
ou mesmo DNAases, causando a destruicdo do DNA e da sequéncia especifica investigada,
segundo Guclovici et al., (2010).

O sequenciamento das amostras do presente estudo caracterizou 100% de identidade para
o T. vivax sendo responsavel pelos surtos, comparado as amostras inseridas no Genbank, tendo
nimero de acesso: EU753801.1. As populacOes brasileiras de Tripanossoma spp sdo
geneticamente homogéneas, embora possam desencadear diferentes achados clinicos, o que
caracteriza que isolados de T. vivax semelhantes podem variar quanto a patogenicidade e a
letalidade (CORTEZ et al, 2006).

CONCLUSAO:

As condi¢des que desencadearam a enfermidade nas trés propriedades deste estudo
possuem pontos comuns, que representaram alto risco, como a entrada de animais comprados de
outras localidades antes dos surtos, a restricdo da doenca ao rebanho de lactagdo e principalmente
o compartilhamento de agulhas e seringas sujas de sangue entre 0s animais.

A transmissdo, ocorreu durante o compartilhamento de agulhas contaminadas por sangue
entre as vacas da lactacdo, durante a aplicacdo de ocitocina, apos a entrada de animais portadores
assintomaticos na ordenha. Os testes soroldgicos se mostraram eficientes, entretanto, o PCR
revelou uma baixa sensibilidade em virtude dos animais ja estarem sendo medicados com drogas
tripanocidas ou em baixa parasitemia assim como o esfregaco sanguineo. A tripanossomose é
uma doenca que deve ser considerada na bovinocultura nas regides estudadas como causadora
dos surtos e de provocar elevadas perdas econémicas ao rebanho, desencadeando alta mortalidade
de animais e perdas expressivas na producdo de leite devido ao manejo inadequado do rebanho.
Medidas higiénicas e de seguridade devem ser adotadas durante a administragao de ocitocina nas
vacas em lactacdo, sendo esta préatica, quando realizada de forma errada e sem crtiterios higiénicos
e com compartilhamento de agulhas, o principal fator de risco na transmissdo da tripanossomose
em rebanhos leiteitos em regides onde a doenca € prevalente, aumentando o desafio de reinfecgdes

entre 0s animais.
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5.  CONSIDERACOES FINAIS

E necessario o conhecimento clinico epidemiolégico da tripanossomose assim como
os fatores de risco e vetores nas regides onde o parasito ja foi diagnosticado, inclusive para
avaliar o impacto econémico desta doenca sobre a producéo pecuéria. Os produtores devem
ser orientados sobre as boas praticas de manejo dos animais e o sistema de defesa animal
oficial deve redobrar o rigor na vigilancia sanitaria, buscando impedir a introducéo de
agentes patogénicos emergentes.

Em vista disso, o estudo realizado sobre a tripanossomose em bovinos permite
concluir que essa doenca assume uma importancia sanitaria para o rebanho leiteiro do agreste
do estado de Pernambuco e Alagoas, em vista dos casos ocorridos diagnosticados pela
Clinica de Bovinos de Garanhuns, caracterizando os estados como area de instabilidade
enzootica para a tripanossomose, com potencial para se tornar endémica, uma vez que, a
baixa adocdo de medidas seguras em relacdo a manejo nas propriedades rurais,
principalmente com relacdo a aplicacdo de medicamentos e a aquisicdo de animais com
situacdo sanitaria desconhecida podem colaborar como fatores de disseminacdo da

tripanossomose nos estados



Figura 4. Animal apresentando diarreia, escore Figura 5. Rebanho acometido pelo T. vivax da
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6. APENDICE

CARACTERIZAGCAO CLINICA E FATORES EPIDEMIOLOGICOS ENVOLVIDOS
NOS SURTOS NAS PROPRIEDADES DO AGRESTE MERIDIONAL DO ESTADO DE
PERNAMBUCO E ALAGOAS.
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corporal grau Il na propriedade do primeiro Propriedade do segundo surto.

surto.

AT ‘ Ba
Figura 6. Rebanho da propriedade do terceiro surto
acometido por T. vivax.
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Figura 7. Bovinos mortos na propriedade do primeiro Figura 8. Mucosa ocular palida de bovino da propriedade
surto. do primeiro surto.

Figura 9. Agulhas e seringas contaminadas por sangue
utilizadas nos animais em lactacdo na propriedade do
segundo surto.
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7. ANEXO: Instrucdes aos autores (Semina: Ciéncias Agrarias)

Normas editoriais para publicacdo na Semina: Ciéncias Agrérias, UEL.

Os artigos poderdo ser submetidos em portugués ou inglés, mas somente serdo publicados em
inglés. Os artigos submetidos em portugués, apds o aceite, deverdo ser obrigatoriamente traduzidos
para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até dezembro/2013 que estdo em tramitacdo poderao ser
publicados em portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terdo prioridade na
publicagéo.

Todos os artigos, ap6s o aceite deverdo estar acompanhados (como documento suplementar) do
comprovante de traducao ou correcao de um dos seguintes tradutores:

American Journal Experts

Editage

Elsevier

http://www.proof-reading-service.com

http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp

http://www.stta.com.br/

O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatério dessa correcao na pagina
de submissdo em “Docs. Sup.”

OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliacdo sdo inicialmente apreciados pelo Comité
Editorial da Semina: Ciéncias Agrérias. Nessa analise, sdo avaliados os requisitos de qualidade para
publicacdo na revista, como: escopo; adequacdo as normas da revista; qualidade da redacéo;
fundamentacdo teorica; atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia;
contribuicdo dos resultados; discussdo dos dados observados; apresentacdo das tabelas e figuras;
originalidade e consisténcia das conclus6es. Se 0 nimero de trabalhos com manuscrito ultrapassar a
capacidade de analise e de publicacdo da Semina: Ciéncias Agrarias, € feita uma comparagéo entre
as submissfes, e sdo encaminhados para assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados com maior
potencial de contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico. Os trabalhos ndo aprovados
nesses critérios sao arquivados e os demais sao submetidos a analise de pelo menos dois assessores
cientificos, especialistas da &rea técnica do artigo, sem a identificacdo do(s) autor(es). Os autores
cujos artigos forem arquivados, ndo terdo direito a devolucdo da taxa de submisséo.

2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo foi
executado obedecendo as normas técnicas de bioseguranca e ética sob a aprovacgdo da comissdo de
ética envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de animais (nome da Comisséo,
Instituicdo e n° do Processo)._

NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:



http://www.journalexperts.com/en/translation
http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html
http://webshop.elsevier.com/languageservices/
http://www.proof-reading-service.com/
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp
http://www.publicase.com.br/formulario.asp
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a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores e respectiva afiliacao;

b) N&o tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos metadados de
submissdo; Exemplo: Nome completo; Instituicdo/Afiliacdo; Pais; Resumo da
Biografia/Titulagdo/fungéo

¢) Néo tenha sido incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que aponte a
relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relacéo a trabalhos ja existentes), em até 10
linhas;

d) N&o estejam acompanhados de documento comprobatério da taxa de submissao, em documento
suplementar “Docs. Sup.” no ato da submissao;

e) Nao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: graficos, figuras, fotos e
outros, EM VERSAOQO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)

f) Nao constem no artigo original: titulo, resumo e palavras-chave em portugués e inglés, tabelas e
figuras.

RESTRICAO POR AREA:

PARA A AREA DE VETERINARIA

Categorias dos Trabalhos
a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas;
Apresentacdo dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicagdes, relatos de casos e revisdes podem ser escritos em
portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com numeracao de linhas
por pégina, espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, com margens esquerda
e direita de 2 cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-se 0 nimero de paginas, devidamente
numeradas no canto superior direito, de acordo com a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, gréaficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas em algarismos arabicos e
devem ser incluidas no final do trabalho, imediatamente apds as referéncias bibliograficas, com suas
respectivas chamadas no texto. Alem disso, as figuras devem apresentar boa qualidade e deverao ser
anexadas nos seus formatos originais (JPEG, TIF, etc) em “Docs Supl.” na pagina de submissdo. N&o
serdo aceitas figuras e tabelas fora das seguintes especificagdes: Figuras e tabelas deverdo ser
apresentadas nas larguras de 8 ou 16 cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a
necessidade de dimensGes maiores, no processo de editoragdo havera reducdo para as referidas
dimensoes.

Observacdo: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustragao, o titulo deve figurar na parte
superior da mesma, seguida de seu nimero de ordem de ocorréncia em algarismo arabico, ponto e 0
respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatério). Utilizar fonte menor
(Times New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).
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Preparacédo dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizacdo dos topicos:
Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras, em ordem
alfabética); Abstract com Key words (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Introducao;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo com as conclusdes no final da discussdo ou Resultados;
Discussdo e Conclusbes separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e
Referéncias Bibliograficas. Os topicos devem ser destacados em negrito, sem numera¢do, quando
houver a necessidade de subitens dentro dos tépicos, 0os mesmos devem ser destacados em italico e
se houver dentro do subitem mais divisdes, essas devem receber nimeros arabicos. (Ex. Material e
Métodos... Areas de estudo...1. Area rural...2.Area urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com 0 mesmo contetido, exceto
na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato Reduzido.

A apresentacao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua traducdo para o inglés.

2. Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de 200 e
um maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de sua tradu¢édo

para o inglés (Abstract e Key words).

3. Introducdo: Devera ser concisa e conter revisao estritamente necessaria a introducdo do tema e
suporte para a metodologia e discussao.

4. Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens, de
forma a permitir ao leitor a compreenséo e reproducédo da metodologia citada com auxilio ou ndo de
citacOes bibliograficas.

5. Resultados e Discusséo: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de tabelas, graficos
e figuras, de modo a ndo deixar duvidas ao leitor, quanto a autenticidade dos resultados e pontos de
vistas discutidos.

6. Conclusdes: Devem ser claras e de acordo com os objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram na realizacéo do trabalho
deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliograficas.

Observacoes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito,
imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto pelo
seu nimero de ordem em algarismos ardbicos. Se as ilustracdes enviadas ja foram publicadas,
mencionar a fonte e a permissdo para reprodugao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabegalho que permita compreender o significado
dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:
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a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Cadigos Internacionais de cada
area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

¢) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha™*. N&o inter-
relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espago simples entre as unidades, g L™, e ndo g.L* ou gL™.
e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09h00, 18h30.
8. Citagdes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicacdo de acordo com 0s
seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbiolégica.....

d) [...] e inibir o teste de formacédo de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).
Citacfes com dois autores

Citacdes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando estiverem citados
dentro dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANT]I, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)

Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

CitacBes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressao et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula guando houver mais de uma referéncia.
Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al., 2008).

Para citagdes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo ano, utilizar o
acréscimo de letras mindsculas, ordenados alfabeticamente ap6s a data e sem espacejamento.

Ex: (SILVA, 19993, 1999b).

As citagdes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em anos diferentes,
separar as datas por virgula.

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).



89

Para citacbes indiretas de véarios documentos de diversos autores, mencionados
simultaneamente, devem figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.

Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e reformulagéo
namero 14.724 de 2011 da ABNT, deverdo ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos
0s autores participantes dos trabalhos deverdo ser relacionados, independentemente do
namero de participantes. A exatiddo e adequagdo das referéncias a trabalhos que tenham sido
consultados e mencionados no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e afirmacdes sdo da
inteira responsabilidade dos autores.

Observacdo: Consultar os ultimos fasciculos publicados para mais detalhes de como fazer as
referéncias do artigo.



