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RESUMO

Estudos sobre o comportamento das infec¢des por Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax
sdo vastos, no entanto em racgas nativas sdo escassos. Algumas ragas bovinas possuem a
caracteristica de ser tripanotolerantes, e para essa investigacdo, torna-se importante identificar a
prevaléncia dos agentes, para posteriormente determinar caracteristicas referentes a
susceptibilidade, toleréncia ou resisténcia, sendo ferramenta importante em programas de
prevencdo e controle de surtos em populacfes. Foram utilizados 310 bovinos da raga Crioula
Lageana, machos e fémeas adultos e jovens. A prevaléncia foi determinada pela RIFI e PCR para
a deteccdo de T. evansi e T. vivax e realizados o exame fisico, hemograma e bioquimica sérica. O
teste t, para dados paramétricos ou o teste de Mann-Whitney, para os dados ndo parametricos,
foram utilizados para verificar as diferengas nas médias das variaveis clinicas, hematoldgicas e
bioquimicas de animais positivos e negativos. A prevaléncia para T. evansi e T. vivax foi baixa,
sendo 8% pela PCR e 4% pela RIFI para T. evansi; e 8% pela RIFI para T. vivax, mantendo a
populacdo em situacdo de instabilidade enzodtica. Animais positivos para o agente T. evansi,
apresentaram aumento nos movimentos ruminais; aumento do nimero de eosinéfilos e diminuicéo
de mondcitos, ambos estando dentro dos valores de referéncia para a especie. Constatou-se também
aumento da atividade da GGT e diminuicdo de albumina, estando abaixo dos valores de referéncia
em ambos 0s grupos e menor concentracdo de triglicerideos quando comparado aos animais
negativos, porém permanecendo acima dos valores considerados normais. Obteve-se aumento de
plaquetas e diminuicdo de colesterol em animais positivos para o agente T. vivax, ambos
permanecendo dentro dos valores de referéncia para a espécie. Conclui-se que a prevaléncia foi
baixa e as alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas ndo podem ser relacionadas a infec¢éo

em bovinos da raca Crioula Lageana.

Palavras-chave: Tripanossomiase. Infeccdo. Raca Nativa.



ABSTRACT

Studies on the behavior of infections by Trypanosoma evansi and Trypanosoma vivax are vast,
however in native breeds they are scarce. Some bovine breeds have the characteristic of being
trypanotolerant, and for this investigation, it is important to identify the prevalence of the agents,
to later determine characteristics related to susceptibility, tolerance or resistance, being an
important tool in programs of prevention and control of outbreaks in populations. 310 bovines of
the Crioula Lageana breed, male and female adults and young, were used. The prevalence was
determined by RIFI and PCR for the detection of T. evansi and T. vivax and physical examination,
blood count and serum biochemistry were performed. The t-test, for parametric data or the Mann-
Whitney test, for non-parametric data, were used to verify the differences in the means of the
clinical, hematological and biochemical variables of positive and negative animals. The prevalence
for T. evansi and T. vivax was low, being 8% by PCR and 4% by RIFI for T. evansi; and 8% by
RIFI for T. vivax, keeping the population in a situation of enzootic instability. Animals positive for
the agent T. evansi, showed an increase in ruminal movements; increase in the number of
eosinophils and decrease in monocytes, both being within the reference values for the species.
There was also an increase in GGT activity and a decrease in albumin, being below the reference
values in both groups and a lower concentration of triglycerides when compared to negative
animals, but remaining above the values considered normal. There was an increase in platelets and
a decrease in cholesterol in animals positive for the agent T. vivax, both remaining within the
reference values for the species. It was concluded that the prevalence was low and the clinical,

hematological and biochemical changes cannot be related to infection in Crioula Lageana cattle.

Palavras-chave: Trypanosomiasis. Infection. Native Race.



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Prevaléncia de T. evansi em bovinos da raca Crioula Lageana, pelas técnicas de PCR
e RIFI, no estado de Santa Cataring, Brasil.............ooooooriiiiiii e 49

Grafico 2. NUmero de casos positivos e negativos diagnosticados pelos métodos PCR e RIFI para
0 agente T. evansi, bovinos da raga Crioula Lageana, no estado de Santa Catarina, Brasil.............. 50

Grafico 3. Prevaléncia de T. vivax em bovinos da raca Crioula Lageana, determinada pela técnica
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), no estado de Santa Catarina, Brasil...................... 69

Gréfico 4. NUmero de casos positivos e negativos obtidos pelos métodos PCR e RIFI para o agente
T. vivax, em bovinos da raga Crioula Lageana, no estado de Santa Catarina, Brasil....................... 70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Avaliacdo de concordéncia e teste de Cohen's Kappa para confiabilidade entre as
avaliacdes pelos métodos PCR e RIFI para o agente T. evansi, bovinos da raca Crioula Lageana,
no estado de Santa Cataring, BraSil............ooooiiiiiiiiiiiie e 50

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo dos valores do exame fisico de da raca Crioula Lageana,
negativos e positivos para a infeccdo natural por T. evansi, avaliados pela técnica da

Tabela 3. Médias e desvios-padrdo dos valores do exame fisico de da raca Crioula Lageana,
negativos e positivos para a infeccdo natural por T. evansi, avaliados pela técnica da

Tabela 4. Médias e desvios-padrdo dos valores do hemograma, concentragdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de bovinos da raca Crioula Lageana, negativos e positivos
para a infeccao natural por T. evansi, avaliados pela téecnica da PCR, no estado de Santa Catarina,
T 1] | SRR PPRRT 52

Tabela 5. Médias e desvios-padrdo dos valores do hemograma, concentragdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de bovinos da raca Crioula Lageana, negativos e positivos
para a infeccdo natural por T. evansi, avaliados pela técnica da RIFI, no estado de Santa Catarina,
BIASHL ..o ettt et 53

Tabela 6. Médias e desvios-padrdo dos valores do bioquimico de bovinos da raca Crioula
Lageana, negativos e positivos para a infeccdo natural por T. evansi, avaliados pela técnica da
PCR, no estado de Santa Catarina, Brasil...........c.ccccooiiiiiiiiiiiiii e 54

Tabela 7. Médias e desvios-padrdo dos valores do bioquimico em bovinos da raca Crioula
Lageana, negativos e positivos para a infeccdo natural por T. evansi, avaliados pela técnica da

Tabela 8. Avaliacdo de concordancia e teste de Cohen's Kappa para confiabilidade entre as
avaliacGes pelos métodos PCR e RIFI para o agente T. vivax, em bovinos da raca Crioula Lageana
no estado de Santa Cataring, BraSil...........cccoviiiiiie i e 70

Tabela 9. Médias e desvios-padrdo dos valores do exame fisico de da raca Crioula Lageana,
negativos e positivos para a infeccdo natural por T. vivax, avaliados pela técnica da

Tabela 10. Médias e desvios-padrao dos valores do hemograma, concentracdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de bovinos da raca Crioula Lageana no estado de Santa
Catarina, Brasil negativos e positivos para a infeccdo natural por T vivax pela técnica da



Tabela 11. Médias e desvios-padrao dos valores da bioquimica sérica de bovinos da raga Crioula
Lageana, negativos e positivos para a infeccdo natural por T. vivax através da técnica da



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

DNA Acido Desoxirribonucleico

ALT Alanina Aminotransferase

AST Aspartato Aminotransferase

CEUA Comité de Etica no Uso de Animais

CHCM Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média
RBCs Contagem de Hemacias

TWBCs Contagem Total de Leucécitos

CK Creatina Quinase

dL Decilitro

dpi Dias P6s Inoculagéo
FA Fosfatase Alcalina

FC Frequéncia Cardiaca
FR Frequéncia Respiratéria
GGT Gamaglutamiltransferase
g Grama

°C Graus Celsius

PCV Hematocrito

Hb Hemoglobina

HCM Hemoglobina Corpuscular Média
kg Kilograma

LDH Lactato Desidrogenase
pum Micrometro

puL Microlitro

mg Miligrama

mL Mililitro

M Molar

mM Molaridade

MR Movimentos Ruminais

ng Nanograma



PTP
%
pb
PCR
RIFI
uv

VCM

Proteina Total Plasmatica

Por cento

Pares de Base

Reacdo em Cadeia da Polimerase
Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta
Ultravioleta

Unidade

Volume Corpuscular médio



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 19
2 OBUIETIVOS ...ttt et et e et et e e e r e et e te et a e nrr e reeanae e 20
2.1 OBJETIVO GERAL ..vvveviviieteieie ettt ettt ettt ettt b et et s ettt se st ese s esese s ebese s ebesessesesessesesesenas 20
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt s et seasss s st sesnas 20
B HIPOTESES. ..ottt ettt 21
A REVISAO DE LITERATURA ... oottt 22
4.1 RAGA CRIOULA LAGEANA ..ottt ettt ettt es bbb b s ne e 22
8.2 TRIPANOSSOMIASE .....coveieietieieteieietete ettt esese et aeses sttt eses sttt seses st ss s sssssesssssesesesesesens 23
4.2.1 Taxonomia € CaracteristiCas GeraiS..........ccuivveiiureiiriieeseesee e e seesee e sae e 23
8.3 TRYPANOSOMA EVANSI....covuvieeiiieieiiisieienieteieste ettt eae st se st s bt se st sebese s ese e sseseneesenens 23
4.3.1 Morfologia, Etiologia e Epidemiologia ..........ccueiviiiiiiiieiiienieie e 23
4.3.2 Transmissao, Vetores @ HOSPEUEITOS .......cuuveiuireiiireiiie s see e see e 24
4.3.3 Patogenia € SiNaiS ClINICOS. ........oiuiiiiiiiiiie it 25
4.3.4 Alteragdes Hematologicas € BIOQUIMICAS .......vvveivieeiiiiieiiiee e sieeesieeeseeesieae s 26
8.4 TRYPANOSOMA VIVAX.....c.ctiieeiiitsietinesieienesteseststesesestesesssseseseesesessesesessesesessesenessesesessesenessesensssesens 26
4.4.1 Morfologia, Etiologia e Epidemiologia ..........cccuveiiiieiiiie i 26
4.4.2 Transmissao, Vetores € HOSPEUEITOS .......cvuveiiieeiiiiie e see e 28
4.4.3 Patogenia € Sinais ClINICOS. ........cocuiiiiiie e saee e 29
4.4.4 Alteracdes Hematologicas € BIOQUIMICAS ......cvvveiiiveeiiiire e siee e siee e siee e 31
4.5 DIAGNOSTICO = T. EVANSI E T. VIVAX ..ottt sttt 32
4.5.1 TeSteS ParasitOlOQICOS. .....ccuuveiiireeiiieeeeiee e see e stee s e et e ettt e e e e e e snraeesneaeas 32
4.5.2 TESLES SOFOIOUICOS. . veeiuvieeiiiie ettt e ettt et e st e e et e et e e et e e et e et e e e sna e e e srbeeesntaeeanneeeas 33
4.5.2.1 IMUNOFIUOIESCENCIA ..vvvvieeieeieiiiiiiiieeee e e e eestte e e e e e e st e e e e e e e e s s saataeeeeeeessssnsnraneeeeeesssnannns 33
4.5.2.2 Ensaio de Imunoabsorcdo ENzimatica (ELISA) .......eevveiiiiiiiiiiiiiiiieeieiveeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesennnes 33
4.5.3 TeSIES MOIBCUIAIES .....ooieieieiieie ettt 34
4.5.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)......uuuuueiiiiiiiieiiiieiiieeeeereeeesesseseeesseesssssersssrererere.. 34
4.6 CONTROLE E TRATAMENTO — T. VIVAX E T. EVANSI «.covuvieeeeesieieiesie ettt 34
5 PREVALENCIA DE Trypanosoma evansi EM BOVINOS DA RACA CRIOULA
LA GEAN A et e e e et E et ettt b et e e teeanbeenree s 42
LT T 127001V 60X O RTRRRRT 43

5.2 MATERIAL E IMIETODOS ......ovitiiietitetetieeteteeeetese et et se et eteaeeseteseesetessesesessssesessssesessssesessasesessasesennans 44



5.2.1 Determinagdo do Tamanho AmOSEral ............cocoeiiiiiiiic e 44

5.2.2 Animais e ODbteNga0 das AMOSTIAS ........coouiiiiieiieiii et 44
5. 2.3 EXAME FISICO....ueiiiiieiie ittt et e et e nta e e nte e nne e e nteeennae e 45
5.2 4 EXIragao 08 DINA ... oottt ettt 45
5.2.5 ANALISE MOIECUIAT ........coeiiiiecie e 45
5.2.5.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).......ccceeiieciiiieieee ettt e e e ervrre e e e e e e e e 45
5.2.5.2 Imunofluorescéncia indireta (RIFI) ......cc.uvviiieeieiieciieeeee e e e e e e e 46
5.2.6 HEMATOIOGIA. ... .ottt et 47
5.2.7 BIOQUIMICA SEIICA .....vevieiieeieeie ettt ettt ettt ettt e te et et aneearee e 47
5.2.8 ANALISE ESTAtiSTICA ... .veiveeieiieciic et 48
e 0o T (= [ = A Tor: SR 48
5.3 RESULTADOS ....euitetenitetesteteteteteseste bttt s tese e ebe st be s e et e st s s et ese s eb st aebe st s et es e s et e st s et en e et ebeneasebenees 48
TR o =AY 111 o o] T SRS RRR 48
5.3.2 EXAME FISICO .. .eiiuiieiiiiieecie et e ettt e et et e e et a e e sneaeesntaeesnteaeanneeeanes 50
5.3.3 AvaliaGao HEMALOIOGICA . .......cuuiiiieiiieiie e 51
R ANV 1T Tox= (oI =] ToTo [ U] 4 oF VSRS RR 53
5.4 DISCUSSAD. ...ttt ettt sttt ettt t b e st e b e s e b e st e b e s e b e st et ek e st s et e st st ene s ebene s 54
5.5 CONCLUSAD ..ottt ettt ettt sttt et e et st e et e st s e b e st e b e st e ke st e s et e st et et eneasebeneeseteneee 58
5.6 REFERENCIAS. ...c.ceiiteteteteietei sttt ettt ettt ettt s et s st et s bbb e s e et s et et e s e s ne e e s esne 58
6 PREVALENCIA DE INFECCAO NATURAL POR Trypanosoma vivax EM BOVINOS DA
RACA CRIOULA LAGEANA ...ttt 62
6.1 INTRODUGAD .....virieetiieteieetetete ettt ettt ettt et st seete s et e bese e e b ese e e b ese s ebesessebene s esenenseseneneenas 63
6.2 MATERIAL E METODOS ........cteueieiiiiniiieieteteteseseeststsse s s sesesese s st s sesesesesesessssesesesesesesessssssesesesasas 65
6.2.1 Determinacdo do Tamanho Amostral ..............cccove i 65
6.2.2 Animais e Obtencao das AMOSLIAS .........ccveeiiieeiiie e 65
6.2.3 EXAMIE FISICO.....eiiuiiiiie ittt sttt ettt et e st et e nbee e 66
6.2.4 EXIrac8o de DINA ..ottt 66
6.2.5 ANALISE MOIECUIAT .......coiieiiiiiiie e 66
6.2.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)........cccoooieiiiiiiiii e 66
6.2.5.2 Imunofluorescéncia indireta (RIFI) ... 67
6.2.6 HEMALOIOGIA. ......cvveeeeiee e e e e e e rae e 68
6.2.7 BIOQUIMICA SEFICA ....c.vveeeiiie ettt e e st e e st e e abee e 68

6.2.8 ANALISE EStAtiSTICA ... .o e 68



B.2.9 COMILE A ELICA ....veeeeeeeee oo e oo e e e e e e e e e e e e st e e e e eeeeeeeee e e e e aes 69

B.3 RESULTADOS .....vcvvtiiteteetetete et et et ettt et ete et ese et et e st et et ese et e st ebessessebe s ese et essesessessetessesessesseseseseerens 69
B.3. L PIreVAIBNCIA ....oeeeiiiiiie et e e e 69
6.3.2 EXAME FISICO....eiiitiie ittt ettt ettt ettt e e et e e e sab e e e sabe e e e beeeaans 71
6.3.3 HEMATOIOGIA. ... .ottt 71
6.3.4 BIOQUIMICA SEIICA .....vevieiiieiieie ettt ettt ettt sttt b e sre e 72

6.4 DISCUSSAD........oeviuirieiitiieteie sttt sttt ettt ettt a et et b et st et et s et e se s e b ese s e b ese s ebese s et ese st esese s esesesetas 73

5.5 CONCLUSAD ......eeuietiietieteietestest ettt e et st e s sae e ete s et e s b et esess e st esesseseese st esessese et e s ese et essesesseseesesesensanes 77

6.6 REFERENCIAS. ......oovivieieieiietetetetctee ettt ettt ae ettt s et s st s et b b se s ssss et s et e s et esessss s s s seseseseas 77

T CONCLUSAOD ..o e e 81



19

1 INTRODUCAO

Os primeiros bovinos trazidos ao Brasil no seculo XVI por colonizadores, sofreram ao
longo do tempo selecdo natural e adaptaram-se as condigcdes adversas do Planalto Catarinense
dando origem a raga Crioula Lageana (Bos taurus). Esses animais caracterizam-se pela rusticidade
e baixa exigéncia nutricional, sendo produtivos mesmo em condi¢cdes climaticas e nutricionais
adversas (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000).

Com a introducdo de racgas bovinas exdticas no século passado, a raca Crioula Lageana
quase foi extinta, contudo, devido a sua rusticidade, e aos ndcleos de conservagdo in situ, estes
animais ainda sdo capazes de sobreviver e produzir em condi¢Bes precérias, diferentemente
daqueles geneticamente melhorados. Portanto, o estudo da prevaléncia de enfermidades faz-se
necessario para identificar importantes agentes potencialmente causadores de prejuizos
economicos (BIANCHINI et al., 2006).

As Tripanossomiases, causadas pelos agentes Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax,
sdo enfermidades economicamente importantes em todo o0 mundo, sendo relatada ocorréncia em
bovinos, bubalinos, equinos e caprinos. No Brasil, acarretam perdas econdmicas significativas,
associadas a mortalidade e diminuicdo nas taxas produtivas (LOPES et al., 2016).

Estudos com prevaléncia de Tripanossomiases na regido Sul do Brasil ndo sao reportados,
e neste contexto, torna-se imprescindivel esta avaliagdo, visto que rebanhos apresentando
instabilidade enzootica para os agentes, podem desencadear surtos, visto que os animais ficam mais
susceptiveis a doenca clinica (SMITH, 2000).

Algumas racas bovinas possuem caracteristica de serem tripanotolerantes, que é a
capacidade de um individo manter-se produtivo apesar de estar infectado, podendo ser
importante ferramenta de controle, por meio de cruzamentos em programas de melhoramento
genético, em regides onde a doenca esta presente (DOKO et al., 1991).

Para o esclarecimento de questdes como esta tornam-se importantes os trabalhos que
determinem a prevaléncia e a resposta dos exemplares da raca Crioula Lageana frente as doencas,
sendo passo fundamental para entender a manifestacdo destas infeccdes neste grupo racial.
Importante lembrar que animais portadores assintomaticos em fase crénica do Trypanosoma sp., Sdo

potenciais fontes de infec¢do para outros animais (VENTURA et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia de T. evansi e T. vivax por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em bovinos da raga Crioula
Lageana e correlacionar as variaveis clinicas, hematoldgicas e bioquimicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— ldentificar a prevaléncia de T. evansi e T. vivax por meio da Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR) e Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em bovinos da raca Crioula Lageana.

— Correlacionar os dados do exame fisico, hemograma e bioquimica sérica dos animais
positivos e negativos ao T. evansi e T. vivax.

— Comparar o0s testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e da Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
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3 HIPOTESES

Acredita-se que a prevaléncia dos agentes da Tripanossomiase seja baixa em bovinos da
raca Crioula Lageana, sendo considerados portadores assintomaticos, sem o desenvolvimento da

doenca clinica.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 RACA CRIOULA LAGEANA

A introducdo de bovinos em Santa Catarina ocorreu apds a vinda de jesuitas para o Rio
Grande do Sul, e posteriormente ap6s a invasdo das Missdes pelos Bandeirantes (ARAUJO, 1990).

Sugere-se que muitos animais tenham se espalhado pelo caminho, sendo que na regiéo do
Planalto Catarinense, com o tempo, passaram a formar rebanhos nos campos de Lages. Com a
colonizacéo do Planalto Catarinense, houve a introdugdo de novos bovinos, cruzando com bovinos
ali existentes, dando origem a raca conhecida como Crioula Lageana, que era até o inicio do século
passado a raca predominante na regido (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000).

Os animais que habitaram a Serra Catarinense por quase cinco séculos, sofreram selecéo
natural, em meio as condi¢des pouco favoraveis, com invernos rigorosos e pouco alimento,
resultando em uma raca naturalizada com excelente adaptacdo as condigdes ambientais, sendo
por muito tempo o esteio da pecuaria na regiado (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000).

Com a vinda de materiais genéticos de bovinos europeus e zebuinos para a regido no final
do século passado, o gado Crioulo quase foi levado a extingdo (MARTINS et al., 2009).
Atualmente, a populacdo desses bovinos encontra-se reduzida a um efetivo de poucos animais
concentrados em algumas propriedades (VEIGA et al., 2009).

Devido ao trabalho de preservacdo e resgate de animais realizados por proprietarios
existentes na regido de Lages-SC a raca Crioula Lageana manteve-se como importate fonte de
estudos (CAMARGO; MARTINS, 2005). Porém, sdo ainda poucas as pesquisas realizadas com
racas naturalizadas no Brasil, e nisso, inclui-se a Crioula Lageana (TEIXEIRA et al., 2012).
Levantamentos epidemioldgicos vem sendo realizados com relacdo a certas enfermidades que
sdo potenciais causadoras de prejuizos a raca. Estas informacgdes sdo base para determinacao de
dados sobre a sanidade animal, sendo ainda fundamento para a elaboracdo de planos de
melhoramento genético, além de controle e profilaxia de patdgenos e doencas (FINO et al., 2013).

E importante destacar que programas de melhoramento genético, e conservacdo de
recursos genéticos animais estdo ancorados nas pesquisas das racas naturalizadas, de modo que a
preservacdo genética de bovinos da raca Crioula Lageana € imprescindivel para o Planalto
Catarinense (MARTINS et al., 2009).
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Além disso, estes estudos visam avaliar a distancia entre populagdes, possibilitando
também, o direcionamento de acasalamentos ou cruzamentos que favorecerdo a manutencéo de
maxima variabilidade genética (EGITO et al., 2001).

4.2 TRIPANOSSOMIASE

4.2.1 Taxonomia e Caracteristicas Gerais

Espécies inclusas no género Trypanosoma, causadores de doencas chamadas
Tripanossomiases, pertencem ao filo Protozoa, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e subordem Trypanosomatina, infectando seres de todas as classes de
vertebrados. A espécie Trypanosoma vivax pertence ao subgénero Dutonella. A espécie
Trypanosoma evansi pertence ao Subgénero Trypanozoon (DESQUESNES et al., 2013b).

4.3 TRYPANOSOMA EVANSI

4.3.1 Morfologia, Etiologia e Epidemiologia

O T. evansi é um protozoario flagelado, caracterizado por possuir nicleo visivel, granulos no
citoplasma e flagelo emergindo paralelo ao corpo e correndo ao longo da sua membrana ondulante.
(RODRIGUES et al., 2005).

E o agente etiologico da doenca conhecida como “surra” na Africa e na Asia e “mal das
cadeiras” na América do Sul (DESQUESNES et al., 2013a).

O primeiro tripanossoma patogénico descoberto foi o T. evansi. A doenca causada pelo
agente tem sido observada ha muitos séculos, mas somente em 1880, Griffith Evans descobriu
organismos moveis semelhantes a espirilos no sangue de cavalos e camelos doentes. Evans relatou
parasitas em esfregacos sanguineos frescos e o0s reconheceu como protozoarios (FATHUDDIN et
al., 2017)

O T. evansi possui distribuicdo geografica ampla, ocorrendo na Africa, india, Malésia,

Indonésia, China, Russia, Filipinas, América Central e América do Sul. Causa doenca clinica em
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animais de areas de clima tropical, especialmente Africa e América Latina (DESQUESNES et al.,
2013b).

A hipotese € que este protozoério tenha sido introduzido nas Américas através de animais
domésticos infectados, importados do Velho Mundo, por colonizadores espanhdis (DESQUENES
et al., 2013a).

No Brasil, a doenca foi inicialmente observada na Ilha de Marajo, entre 1827 e 1830, local
este, onde se iniciaram epizootias graves, afetando principalmente equinos, tendo prevaléncia
variada de acordo com a regido (HERRERA et al., 2004).

A doenca é considerada enzo6tica em equinos do Pantanal Mato-Grossense. Devido ao
contato com cavalos, cdes assumem papel relevante como reservatorio, bem como capivaras,
quatis, marsupiais e tatus (SILVA et al., 2002).

No Pantanal, ocorreram surtos com alta mortalidade (50,5% a 75%) em equinos, (SILVA
et al., 1995) e casos de infeccdo natural por T. evansi no Rio Grande do Sul (CONRADO et al.,
2005). No Estado de Santa Catarina T. evansi foi descrito afetando bovinos (SILVA et al., 2008).

4.3.2 Transmissdo, Vetores e Hospedeiros

O T. evansi pode ser transmitido mecanicamente por insetos hematdfagos dos géneros
Simulium, Tabanus, Stomoxys, Haematopota e Lyperosia (DESQUESNES et al., 2013a), e ainda
por morcegos hematofagos (Desmodus rotundus), sendo considerados vetores e reservatorios
(AQUINO, 2007).

A transmissdo mecanica dos hemoflagelados esta diretamente ligada a sobrevida no
aparelho bucal dos insetos vetores, tendo infectividade maior nos primeiros minutos apds a
alimentacdo. N&o ocorre desenvolvimento ciclico no vetor (AQUINO, 2007).

O agente permanece na proboscide sob forma tripomastigota podendo ter viabilidade de até
oito horas. A inoculacao é realizada através da picada do vetor, atingindo a circulacdo sanguinea.
A fase de multiplicacdo segue-se com periodo pré-patente de quatro a 10 dias, originando depois a
parasitemia. O parasito pode ser transmitido também via mucosa e transplacentaria (BAZZOLI et
al., 2002).
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Os hospedeiros comumente observados sdo camelos na Africa, equinos, muares, bovinos,
caprinos, suinos, caninos, bufalos, elefantes, capivaras, coatis, antas, veados e pequenos roedores
silvestres na Asia e América Central e do Sul (DESQUESNES et al., 2013a).

4.3.3 Patogenia e Sinais Clinicos

A patogenia consiste em varias etapas, iniciada no local da picada, invadindo a circulacéo
sanguinea e linfatica, levando a picos de febre e induzindo a resposta inflamatéria (DESQUESNES
et al., 2013a) ocorrendo a liberacéo de toxinas (fosfolipases). Estas toxinas hidrolisam a membrana
dos eritrocitos, levando a estresse oxidativo e lise, reduzindo também a producgdo de células pela
medula 6ssea (SILVA et al., 2002).

Existem diferencas consideraveis na severidade dos sinais clinicos causados pela infeccao
em diferentes areas geograficas de ocorréncia, dependendo da viruléncia da cepa e da
susceptibilidade do hospedeiro (DESQUESNES et al., 2013b).

A doenca € caracterizada por rapida perda de peso, graus variaveis de anemia, febre
intermitente, edema de regides distais de membros, letargia, inapeténcia, emagrecimento
progressivo, lacrimejamento, hifema e abortamento. Sinais neuroldgicos centrais, como locomogéo
atéxica, andar em circulos, déficit propioceptivo, decubito esternal e decubito lateral permanente
séo descritos na fase terminal (DESQUESNES et al., 2013b).

Nos estagios cronicos, apresentam fraqueza, mucosas palidas ou ictéricas, nddulos
linfaticos superficiais intumescidos e incoordenacdo motora com paralisia de membros pélvicos
(SILVA et al., 2010).

A anemia observada é de natureza hemolitica, resultado da eritrofagocitose no baco, no
figado, pulmdes, nédulos linfaticos, na medula éssea e na circulagcdo sanguinea (SILVA et al.,
2010).

Entre cinco a sete dias pds infeccdo sdo produzidos anticorpos capazes de destruir os
tripanossomas ocasionando queda na parasitemia. Os tripanossomas que sobrevivem, multiplicam-
se novamente até serem destruidos por nova resposta imunolégica. O ciclo pode se repetir
indefinidamente até levar a morte do animal (GRESSLER et al., 2010).
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4.3.4 Alteragdes Hematologicas e Bioquimicas

A anemia moderada a severa classifica-se como hipocrémica macrocitica (CONNOR e
VAN DEN BOSCHE, 2004) com presenca de macracitos, corpos de Howell-Jolly, células de Burr
e estomatdcitos (ABDUL-MAJEED et al., 2007).

Na fase aguda, ha leucocitose com linfocitose, seguida de leucopenia durante a fase crénica
(ABDUL-MAJEED et al., 2007). Neutropenia, linfocitose e eosinopenia podem ser observados no
hemograma de animais parasitados. Por outro lado, leucocitose acompanhada por aumentos de
neutréfilos, eosindfilos e mondcitos, juntamente com diminuicdo de linfocitos e baséfilos sdo
descritos (TEIXEIRA, 2010).

A concentracdo de proteina total sérica diminui em infec¢bes agudas, devido a reducdo de
albumina. Na fase crbnica, pode ocorrer aumento da concentragédo de proteina devido ao aumento
de globulina (KENIKO, 1997, TEIXEIRA, 2010).

Pode haver aumento da bilirrubina e atividade enzimética da lactatodesidrogenase (LDH),
devido a leve disturbio hepatico, disfuncdo muscular ou insuficiéncia renal. Pode ocorrer
diminuicdo da atividade enzimatica da fosfatase alcalina (FA) (HILALI et al., 2006) e aumento da
alaninoaminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferase (AST) em animais parasitados
(TAIWO et al., 2003).

Diminuicdo da concentracdo de glicose (TAKEET e FAGBEMI, 2009) e aumento do
colesterol podem ocorrer em consequéncia da disfuncdo hepéatica secundaria (ADEJINMI e
AKINBOADE, 2000).

A diminuicdo da concentracdo de creatinina e uréia, relacionadas a degeneracao tubular,
nefrite intersticial e infiltracio mononuclear dos glomérulos renais pode estar presente
(DAMAYANTI et al., 1994).

4.4 TRYPANOSOMA VIVAX

4.4.1 Morfologia, Etiologia e Epidemiologia

O T. vivax é um protozoéario pleomorfico, apresenta corpo achatado e alongado, tendo

extremidades afiladas e cinetoplasto grande pds-nuclear, maior em comparagdo a outras espécies
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patogénicas. O flagelo surge préximo ao cinetoplasto emergindo ao lado do corpo, seguindo ao
longo da membrana ondulante (OSORIO et al., 2008).

H& variacdo de morfologia entre fases de desenvolvimento, onde a tripomastigota é
achatada, tendo forma de foice, nicleo grande e central, cinetoplasto grande e extremidade
posterior arredondada (OSORIO et al., 2008).

Em isolados africanos, encontra-se T. vivax em suas formas tripomastigotas e epimastigotas
tetraciclicas. Na América do Sul, o T. vivax é encontrado apenas em sua forma tripomastigota, ndo
havendo presenca do ciclo no vetor (GUERREIRO, 2005, DESQUESNES et al., 2013b).

A infeccdo por T. vivax € marcada por picos de parasitemias, com variagdo em nimero de
parasitos, e a distribuicao de suas formas evolutivas segue sempre um padréo distinto (OSORIO et
al., 2008).

Acredita-se que o T. vivax foi introduzido na América Latina, por meio de bovinos
importados da Africa no final do século XIX (BATISTA et al., 2008).

Possui grande distribuicdo na Africa, principalmente em regiées onde se encontra a mosca
“tsé-tsé”, porém, estd disseminado em todas as regibes tropicais e subtropicais do mundo
(SIMUKOKO et al., 2011).

Acomete bovinos, ovinos, caprinos, equinos, camelos, antilopes selvagens e bufalos
africanos (DESQUESNES et al., 2013b). Algumas racas de ruminantes domésticos s&o
relativamente tolerantes a tripanossomiase, apresentando resisténcia natural permanecendo na
condicao de portadores assintomaticos, tendo capacidade de manter a producdo mesmo infectados
(FIORAVANTI et al., 2020) o que é denominado como tripanotolerancia (MATTIOLI; WILSON,
1996).

A dissipacdo do agente no continente Americano ocorreu no século XIX apos a importacao
de animais pelos colonizadores, e bovinos do Senegal para Guiana Francesa e llhas de Martinica e
Guadalupe (PAIVA et al., 2000).

No Brasil, foi diagnosticado inicialmente em bufalos no Estado do Para nos anos 70.
Posteriormente disseminou-se para as demais regifes do pais (BATISTA et al., 2012).

No municipio de Sado Pedro, estado do Rio Grande do Sul, ocorreu o primeiro caso
diagnosticado de T. vivax em bovino apresentando sinais clinicos neuroldgicos (SILVA et al.,
2009).
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4.4.2 Transmissdo, Vetores e Hospedeiros

O T. vivax pertence a secdo salivaria, fazendo a transmissdo do tipo inoculativa, pelas
glandulas salivares dos vetores, sendo altamente patogénicos para humanos e animais
(DESQUESNES et al., 2013b).

O ciclo de vida envolve um hospedeiro invertebrado, sendo o vetor biolégico, a mosca do
género Glossina, e um hospedeiro vertebrado, normalmente mamiferos ungulados (BATISTA et
al., 2012).

A mosca “tsé-tsé” ingere as formas tripomastigotas, onde multiplicam-se e transformam-se
em epimastigotas no es6fago e faringe. Postriormente, migram em direcdo a hipofaringe, onde
multiplicam-se nas glandulas salivares, transformando-se novamente em tripomastigotas, e ap6s
em formas infectantes, chamadas tripomastigotas metaciclicas (DESQUESNES et al., 2013b). A
mosca faz repasto sanguineo, inoculando formas infectantes no hospedeiro, e que na circulagéo
sanguinea fazem multiplicacéo por fissdo binaria (SILVA et al., 2009).

A espécie Glossina spp., conhecida como moscas “tsé-tsé”, estdo restritas somente na
Africa tropical, responséaveis pela forma ciclica de transmissdo. A transmissio mecanica na Africa
pode ocorrer também por outros dipteros sugadores sendo observado a presenca de T. vivax fora
da regido onde existe a “tsé-tse” (BATISTA et al., 2012).

Em condicdes experimentais com tabanideos, demonstrou-se que as transmissées mecanica
e ciclica podem coexistir a campo (DESQUESNES et al., 2013b).

A habilidade do vetor em transmitir os tripanossomas mecanicamente € normalmente
calculada em minutos, dependendo da sobrevivéncia dos parasitas nas pecas bucais (SILVA et al.,
2002).

A transmissdo nas Ameéricas ocorre primariamente pela picada de moscas dipteras
hemat6fagas dos géneros Tabanus spp. (mutuca) e Stomoxys spp. (mosca dos estabulos) e
inoculacdo das formas tripomastigostas presentes no aparelho bucal dos vetores, ou ainda, por meio
inoculativo através de instrumentos contaminados (BATISTA et al., 2012).

Bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos, equinos, caninos, entre outros, sdo susceptiveis a
infeccdo causada pelo T. vivax (PAIVA et al., 2000), porém equideos, ratos e camundongos sao
considerados refratarios a infeccdo (CHAMOND et al., 2010).
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A transmissdo transplacentéria é relatada em cordeiros, oriundos de ovelhas inoculadas
experimentalmente com T. vivax no terco final da gestacdo. Na América Latina, a transmissdo
transplacentéria foi descrita no Brasil (BATISTA et al., 2012) e na Venezuela, sendo demonstrado
a ocorréncia de infeccdo perinatal, podendo ocorrer antes ou apds o parto (MELENDEZ;
WILLIAM, 1993).

A adaptacdo a transmissdo mecanica por insetos na América restringe-se a variacao
antigénica do parasito, relacionada com sua patogenicidade, indicando que o surgimento de sinais
clinicos graves deve-se a intensidade da parasitemia e ndo a variedade antigénica (DESQUESNES
et al., 2013b).

4.4.3 Patogenia e Sinais Clinicos

A patogenia depende de fatores relacionados ao hospedeiro como espécie, idade, raga
tripanotolerante, susceptibilidade do animal e a viruléncia do isolado, ocorrendo flutuagbes
irregulares (BATISTA et al., 2008).

Em bovinos o periodo pré patente varia de nove a 14 dias pos inoculacdo (dpi) para os
isolados virulentos e de trés a 59 dias em isolados de menor patogenicidade (ADAMU et al., 2007).

A parasitemia pode durar de uma semana a dois meses, até formas tripomastigotas
tornarem-se indetectaveis no sangue. Periodos de recorréncia podem ocorrer (MATTIOLI,
WILSON, 1996). Em algumas situacdes ocorrem niveis elevados de parasitemia pela manha e
baixos no periodo da tarde no mesmo dia (OSORIO et al., 2008).

Touros infectados experimentalmente com T. vivax para avaliar danos testiculares,
mostraram que a parasitemia ocorreu entre quatro a cinco dias pés inoculacdo (dpi) e o pico da
parasitemia aconteceu no sexto dia (ADAMU et al., 2007).

No Brasil, a presenca de T. vivax na circulacdo sanguinea ocorreu a partir do terceiro dpi
em 100% dos bezerros infectados experimentalmente, com pico no quinto dpi, persistindo com
variacOes de parasitemia até o 30° dpi em animais apresentando sinais subclinicos (SCHENK et
al., 2001).

A infeccdo pode ser superaguda, aguda ou crénica. A infeccdo superaguda caracteriza-se
por parasitemia alta, persistente, podendo levar ao 6bito nas trés primeiras semanas de infec¢do. O

quadro agudo é marcado por elevada parasitemia, durando entre duas semanas a dois meses apds
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infeccdo, com a presenca de febre intermitente (BATISTA et al., 2012). No quadro cronico, em
animais que ndo morrem, as variaveis hematolégicas podem retornar aos valores fisiologicos em
torno de seis a oito semanas, podendo ser observadas recorréncias da parasitemia com baixas
concentragdes, estendendo-se por meses ou anos (MATTIOLI; WILSON, 1996).

Na América do Sul a grande maioria das infeccbes sdo cronicas e muitas vezes
assintomaticas, com raros surtos da doenca clinica (ADAMS, et al., 2010). Os principais sinais
clinicos sdo febre, inapeténcia, palidez de mucosas, anorexia, fraqueza progressiva,
linfoadenomegalia, taquipneia, taquicardia, perda de peso, diminuicdo da producdo de leite,
abortamento e hemorragia visceral principalmente no trato gastrointestinal (BATISTA et al.,
2012). Outros sinais incluem ceratite, opacidade da cornea, secrecdo nasal e ocular (CADIOLI et
al., 2012), edema subcutaneo da cabeca, epistaxe, sialorreia (BATISTA et al., 2007), alteracdes
neuroldgicas como tremores musculares e incoordenagdo motora (BATISTA et al., 2012),
miocardite com hidro pericardio e hemorragias no epicardio (CHAMOND et al. 2010), diarreia,
nascimento de bezerros fracos com morte perinatal (BATISTA et al., 2012).

T. vivax deve ser considerado causador de distdrbios reprodutivos em bovinos e ovinos. Em
machos, leva a perda da libido, atraso na idade de puberdade e baixa qualidade de sémen secundaria
a danos testiculares e nos epididimos. Em fémeas, induz ao anestro temporario ou permanente,
ciclos estrais aciclicos, morte fetal e abortamento (BATISTA et al., 2012).

Os animais que se recuperaram podem tornar-se reservatdrios, com baixas ou indetectaveis
contagens sanguineas do parasito em esfregacos, na visualizacdo em microscépio (BARAL, 2010).

Pode ainda, haver equilibrio entre parasita e hospedeiro, fator denominado como
tripanotolerancia, com o animal mantendo-se clinicamente higido mesmo na presenca do agente.
Existem algumas ragas de bovinos resistentes ao T. vivax, devido a origem genética e ambiental,
variando em relacdo as condicOes de estresse, idade, infecgdes intercorrentes, nutricdo e variacéo
antigénica (SCHENK et al., 2001). A tripanotolerancia possui carater genético, estando presente
em bovinos das racas Sheko (Etiopia) (DESTA, AYALEW, HEGDE, 2012) e N’Dama (Africa
Ocidental) (DOKO et al., 1991).
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4.4.4 Alteragdes Hematologicas e Bioquimicas

O parasita determina anemia leve a grave (BATISTA et al., 2008) que ocorre devido a
producdo de fator hemolitico (IGBOKWE, 1994); efeito direto dos protozoarios sobre 0s
eritrécitos; fragilidade osmética por agdo da febre ou deposicdo de imunocomplexos na superficie
de hemécias (WILLIAMS et al., 1996). A anemia hemolitica pode ser desencadeada, em razdo de
mecanismos imunomediados, aumento de citocinas ou diminuicdo da oferta de ferro para a
producéo de eritropoietina (OSORIO et al., 2008).

Pode ainda ocorrer desordens hemostaticas devido ao consumo de plaquetas, causando
trombocitopenia (CHAMOND et al., 2010).

A leucopenia é frequente e pode estar relacionada a ativacdo do sistema fagocitico
mononuclear (CHAMOND et al., 2010). Leucopenia com linfopenia e neutropenia, € sugestiva de
aumento de parasitos na circulacdo sanguinea (ALMEIDA et al., 2008).

Pode ocorrer diminuicdo sérica de glicose e aumento na concentracdo de acidos graxos
livres em animais infectados (DAGNACHEW e BEZIE, 2015). Tripanossomas usam a glicose
como fonte de energia através de difusdo facilitada, levando a hipoglicemia (BARRETT et al.,
1998).

A concentracdo de uréia sérica pode estar aumentada (FRANGE, 2013) ou diminuida em
animais infectados por T. vivax, bem como, pode haver aumento de creatinina (MOURA et al.,
2009b). Em relacdo a ureia e creatinina, ndo ocorre lesdo renal, logo, elevacdes da concentracédo de
ureia estdo relacionadas ao desequilibrio energético (FRANGE, 2013).

Diminuicdo da concentracdo de albumina e proteinas totais sdo observadas em animais
infectados por T. vivax (SCHENK et al., 2001), bem como hipertrigliceridemia decorrente da
diminuicdo da atividade da lipase lipoproteica associada as les6es hepaticas (FRANGE, 2013).

A atividade enzimatica da aspartatoaminotransferase (AST) e gamaglutamiltransferase
(GGT) podem permanecer dentro dos valores fisiologicos de referéncia para a espécie bovina,
porém, pode ser comum a elevacdo de GGT, indicando lesdo hepética e fosfatase alcalina (FA)
(MOURA et al., 2009b).

Animais infectados apresentam concentracdo sérica de bilirrubina total, direta e indireta
superior aos animais negativos (FRANGE, 2013) e hipocalcemia (MOURA et al., 2009b).
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4.5 DIAGNOSTICO — T. EVANSI E T. VIVAX

O diagnéstico da infeccdo pelo Tripanosoma € dificil, devido os sinais clinicos serem
variados e inespecificos e, em é&reas enzodticas, 0s hospedeiros naturais frequentemente
apresentarem formas cronicas da doenca (HERRERA et al., 2004).

A confirmacgdo do diagndstico consiste em exames diretos, determinando a presenca de
formas tripomastigotas em esfregacos sanguineos ou por meio de técnicas moleculares para a
deteccdo de DNA/RNA de Tripanossoma, ou ainda com exames indiretos como testes soroldgicos
para observar a presenca de titulos de anticorpos (OSORIO et al., 2008).

Os métodos diagnosticos para Tripanossomiases podem ser divididos em trés:
parasitologico, soroldgico e moleculares (SILVA et al., 2002).

4.5.1 Testes Parasitologicos

Dentre os métodos de diagnostico parasitologico, encontramos a técnica do
Microhematdécrito, Buffy Coat, esfregaco sanguineo, método do ‘“aspirado” do linfonodo, e
inoculacdo em camundongos (SILVA et al., 2002).

A técnica do Microhematocrito (MHCT) é uma das técnicas amplamente utilizadas entre
0s métodos parasitologicos, podendo-se evidenciar a motilidade dos tripomastigotas. Esta técnica
permite a deteccdo de tripanossomas entre seis a dez dias (OSORIO et al., 2008).

O Buffy Coat (BCT) € capaz de detectar 50% mais casos de infec¢do por Trypanosoma em
comparacdo ao MHCT. Outra vantagem é a facilidade e rapidez do reconhecimento dos
tripanossomas (MADRUGA, 2006). A desvantagem € que as amostras devem ser analisadas
rapidamente ap6s a colheita, no maximo seis horas (GOMEZ-PINERES; TAVARES-MARQUES;
REYNA-BELLO, 2009).

Inoculacdo em camundongo e esfregacos corados com o Giemsa foi proposta como a
combinacdo mais efetiva (SILVA et al., 2002).

A ocorréncia de doenca cronica e assintomatica dificulta a deteccdo dos agentes pelos
métodos parasitoldgicos, tendo baixa sensibilidade (MADRUGA, 2006).
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4.5.2 Testes Sorologicos

Os métodos diagnosticos sorolégicos comumente utilizados no Brasil para detectar
Tripanossomiases sdo a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio de Imunoabsorgéo
Enzimatica (ELISA) (MADRUGA et al., 2006).

A triagem soroldgica e a titulacdo de anticorpos fornecem informacdes Uteis, além de
avaliar com maior sensibilidade o estado dos rebanhos infectados (MATTIOLI et al., 2001).

Testes sorologicos para a deteccdo de anticorpos tem problemas relacionados a
especificidade devido a reagdo cruzada com outros parasitas do mesmo género (OSORIO et al.,
2008).

4.5.2.1 Imunofluorescéncia

Nos testes de imunofluorescéncia sdo empregados conjugados constituidos de anticorpos
ou antigenos ligados a moléculas reveladoras denominadas fluorocromos, absorvendo luz,
fendmeno conhecido como fluorescéncia (VAZ; TAKEI; BUENO, 2007).

Séo classificados de acordo com o componente marcado (antigeno ou anticorpo), pelo
método (competitivo ou ndo-competitivo), por serem homogéneos ou heterogéneos, ou ainda pela
realizacdo em fase sélida ou liquida. A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) permite
identificar diferentes classes de anticorpos nas amostras, como anti-lgG ou anti-lgA (VAZ;
TAKEI; BUENO, 2007).

4.5.2.2 Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA)
O teste sorologico ELISA para anticorpos circulantes é intensamente utilizado, mostrando

boa sensibilidade (AQUINO et al., 2010). Baseia-se no uso de antigenos obtidos a partir do sangue

de roedores experimentalmente infectados ou de culturas de tecidos (GARCIA et al., 2006).
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4.5.3 Testes Moleculares

A presenca de DNA do parasito em animais infectados é o Unico método de diagndstico
confiavel, uma vez que métodos parasitolégicos ndo tem boa sensibilidade com parasitemias
baixas. Um par de iniciadores para diagnéstico que se anelam a regido genémica do Tripanossoma
foi desenvolvido, codificando um antigeno, identificando assim maior nimero de gendtipos de
diferentes regides (MASAKE et al., 1997).

4.5.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Dentre 0os métodos de deteccdo molecular o mais utilizado é a PCR, sendo capaz de
amplificar fragmentos especificos de DNA (SILVA et al., 2002), demonstrando ser uma ferramenta
especifica e sensivel, aumentando a sensibilidade da deteccdo de tripanossomas, com grande
impacto sobre estudos epidemiologicos (HERRERA et al. 2004).

A técnica da PCR, uma vez que usa sequéncias espécie-especificas para o diagnostico de
Tripanossomiase oferece maior sensibilidade que os métodos parasitologicos (DESQUESNES,;
DAVILA, 2002).

Para a identificacdo do Trypanosoma, sdo utilizados primers direcionados no gene do mini-
exon (splicedleader) e na regido intergénica, com amplificacdo de um produto de pares de base
(pb) (VENTURA et al., 2001).

Embora tenham excelentes resultados, os testes utilizando a PCR ndo sdo satisfatorios

quando ha baixa ou nenhuma parasitemia (OSORIO et al., 2008).

4.6 CONTROLE E TRATAMENTO —T. VIVAX E T. EVANSI

Durante muito tempo varios métodos de controle, como desmatamento, uso de machos
estéreis e armadilhas impregnadas com inseticidas, pulverizacdo nos animais e vegetacdo, uso de
inseticidas pour on e quimioprofilaxia foram testados. Nao havendo como imunizar os animais,
aconselha-se a realizar o tratamento dos doentes, combater vetores e incinerar carcacas dos animais

mortos (FORTES, 2004). Ainda, sugere-se a utilizacdo de racas tripanotolerantes, principalmente
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em regides endémicas, em programas de melhoramento genético, visando difundir esta
catacteristica nas populagdes (DOKO et al.,1991).

No continente africano onde a transmissdo ocorre de forma ciclica a profilaxia consiste na
ruptura da cadeia de transmissédo glossina-animal-Trypanosoma, podendo-se utilizar o uso de ragas
tripanotolerantes, drogas profilaticas e curativas, remogdo de habitats e controle biolégico do vetor.
Em éareas de transmissdo mecénica onde ndo ha a presenca da mosca “tsé-tsé€”, deve ser realizado
tratamento precoce. A administracdo deve ser restrita aos animais parasitados devido a resisténcia
as drogas (PAIVA et al., 2009).

A quimioterapia para a tripanossomiase em bovinos envolve o aceturato de diminazene,
brometo de homidium, cloreto de isometamidium, sulfato de quinapiramina, suramina e
melarsomina. Drogas como o aceturato de diminazene, devido ao principio ativo manter-se nos
tecidos por um periodo longo, também possui agéo profilatica (PAIVA et al., 2009).

O tratamento de infeccdes por Tripanossomas no Brasil é limitado (OSORIO et al., 2008),
sendo o aceturato de diminazene a unica droga com potencial efeito tripanocida liberada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Mesmo sendo utilizada como droga
de eleicdo, apresentando maior indice terapéutico reduzindo parasitemias altas (SILVA et al.,
2004), ha relatos de resisténcia do parasito ao principio ativo (BATISTA et al., 2012).

A droga liga-se ao DNA provocando enrijecimento local, alterando as curvas das hélices,
ou a flexdo do DNA, resultando a morte das formas tripomastigotas (REINERT, 1999).

A posologia indicada para tratamento das tripanossomiases é de 3,5 mg/kg em dose Unica.
O principio ativo ndo causa efeitos parassimpaticomiméticos, nem danos hepaticos, desde que

admininstrado na dose recomendada (SILVA et al., 2004).
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5 PREVALENCIA DE Trypanosoma evansi EM BOVINOS DA RACA CRIOULA
LAGEANA

RESUMO

A tripanossomiase bovina causa grandes prejuizos para a pecuaria em funcdo das altas taxas de
morbidade, perdas produtivas e mortalidade. O conhecimento sobre o comportamento das
infec¢cbes por Trypanosoma evansi S80 vastos, no entanto em ragas nativas S0 escassos.
Determinadas racas bovinas possuem a particularidade de ser tripanotolerantes, e para essa
investigacdo, torna-se imprescindivel determinar a prevaléncia, e posteriormente caracteristicas
referentes a tolerancia ou resisténcia, sendo ferramenta em programas de controle de surtos em
populacdes. O objetivo do trabalho é determinar a prevaléncia de T. evansi em bovinos da raca
Crioula Lageana, e relacionar os aspectos clinicos, hematologicos e bioquimicos a infecgéo,
visando novos estudos acerca da sanidade e tolerancia a doencas nesta populacdo. Foram
utilizadas amostras de sangue de 310 bovinos da raca Crioula Lageana, sendo submetidas a PCR
e RIFI. A prevaléncia de T. evansi foi de 8% (24/310) na PCR e 4% (11/310) na RIFI. Nos
animais positivos, houve aumento nos movimentos ruminais. Observou-se aumento no niumero
de eosinofilos e diminuigdo de mondcitos em animais positivos, ambos estando dentro dos valores
de referéncia para a espécie. Observou-se menor concentracdo de albumina em animais positivos,
permanecendo abaixo dos valores de referéncia em ambos os grupos, e também triglicerideos, este
estando acima dos valores fisioldgicos para a espécie nos grupos positivo e negativo. Houve
aumento da atividade de GGT em animais positivos. Conclui-se que os bovinos da raca Crioula
Lageana encontram-se em situacdo de instabilidade enzodtica, com baixa prevaléncia para a
infeccdo por T. evansi pelas técnicas de PCR e RIFI. Os animais ndo apresentam alteracfes nas
variaveis clinicas, hematoldgicas e bioquimicas que possam ser justificadas pela presenca do

hemoparasito.

Palavras-chave: Hematologia. Racga nativa. Tripanossomiase. Sanidade.
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5.1 INTRODUCAO

O Trypanosoma evansi possui distribuicdo ampla, afetando espécies selvagens, domésticas
e humanos (JOSHI et al., 2006). A transmisséo do parasito depende de vetores, como tabanideos e
moscas do género Stomoxys, entre outras formas mecanicas associadas (DESQUESNES et al.,
2013b). De forma geral bovinos apresentam-se subclinicos, sendo considerados reservatorios para
0 agente (SHARMA et al., 2013).

A epidemiologia da tripanossomiase depende, entre outros fatores, de caracteristicas
raciais, predispondo ou ndo o desenvolvimento da doenca clinica. Ragas tripanotolerantes, ou
seja, animais que mantém capacidade produtiva mesmo infectados, podem ser usados como
ferramenta de prevencgéo e controle (DOKO et al., 1991).

A raca Crioula Lageana possui rusticidade e adaptabilidade conhecidas, existindo nucleos
de conservacdo in situ para manutencdo dos animais, sendo importate forma de conservacao de
recursos genéticos (MARTINS et al., 2009).

A realizacdo de trabalhos verificando prevaléncia e resposta dos bovinos desta raca frente
a infeccdo por T. evansi é valiosa para o entendimento do status sanitario desses rebanhos, visto
que populacdes apresentando instabilidade enzootica, sdo mais propensas ao aparecimento de
surtos da doenca clinica, podendo levar a perdas significativas nestes rebanhos, sejam econémicas
ou como patriménio genético (SMITH, 2000). Cabe ressaltar que portadores assintomaticos sao
fonte de infeccdo para outros animais (VENTURA et al., 2001).

Dados referentes a sanidade, sdo fundamentais para atender as exigéncias de
comercializacdo de produtos animais (JULIANO et al., 2014). Sendo assim, levantamentos
epidemiologicos baseados em técnicas moleculares associadas a técnicas soroldgicas fornecem
dados mais precisos e confiaveis (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Este estudo objetiva apresentar o primeiro levantamento de dados epidemioldgicos da
infeccdo por T. evansi em bovinos da raca Crioula Lageana por meio de PCR e RIFI e
comparar varidveis do exame clinico, hemograma e bioquimica sérica entre animais

naturalmente infectados ou ndo.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Determinagdo do Tamanho Amostral

Para a avaliacdo da prevaléncia de T. evansi na populacdo de bovinos da raca Crioula

Lageana, foram utilizadas as seguintes formulas de acordo com a OPAS (1979):

_ 1962[p(1-p)]
(d)?

Onde n0 é o numero de amostras; p a prevaléncia esperada e d a margem de erro.

(o]

Admitindo-se prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, um intervalo de confianca de
95% e uma margem de erro de 5%, o resultado obtido foi de 384 animais. No entanto, como trata-

se de uma populacéo finita, procedeu-se o seguinte calculo:

_ano
N+ no

n

Onde N é o numero total de animais na populacdo, sendo que para a raga Crioula
Lageana esse numero € de 1.500 animais. A partir destes calculos, chegou-se ao numero final

de 306 animais a serem amostrados.

5.2.2 Animais e Obtencdo das Amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 310 bovinos da raca Crioula Lageana, machos
adultos (n=32) e fémeas adultas (n=207), jovens (n=71; machos e fémeas), todos registrados na
Associacdo Brasileira de Criadores da Raca Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de 6
propriedades nucleos de conservacdo in situ, localizadas na regido do Planalto Catarinense, nos
municipios de Lages (Latitude: -27.8167, Longitude: -50.3264 27° 49’ 0" Sul, 50° 19’ 35" Oeste,
Altitude 930 metros), Painel (Latitude: 27° 55' 30" Sul, Longitude: 50° 6" 12" Oeste, Altitude 1.101
metros), Curitibanos (Latitude: 27° 16' 58" Sul, Longitude: 50° 35' 04" Oeste, Altitude 987 metros)
e Ponte Alta (Latitude: 27° 29' 03" Sul, Longitude: 50° 22' 49" Qeste, Altitude: 856metros). A

coleta foi realizada por venopuncao da veia jugular externa, sendo utilizados tubos de coleta a
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vacuo com e sem anticoagulante EDTA a 10% para realizacdo do hemograma e bioquimica

sérica. As amostras foram congeladas a -20°C até a extracdo do DNA e realizagdo da PCR.

5.2.3 Exame Fisico

O exame fisico foi empregado para a verificacdo de sinais clinicos compativeis com a
doenca clinica, onde aferiu-se a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

temperatura retal, movimentos ruminais (MR) e colora¢do das mucosas.

5.2.4 Extracdo de DNA

As amostras de sangue, ap0s seu descongelamento foram imediatamente submetidas a
extragdo de DNA por meio de kit comercial ReliaPrepTM Blood gDNA Miniprep System
(PROMEGAP®), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos a extragdo, a concentracio de
cada amostra de DNA foi mensurada por meio de espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo

Scientific®).

5.2.5 Analise Molecular

5.2.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacdo do DNA genémico extraido das amostras de sangue e controles positivos,
foram realizadas as PCRs para amplificacdo de um fragmento da sequéncia intergénica do gene
SL, em micro tubos de 0,2mL, ao qual foi adicionado um volume final de 25 pL de solugéo,
contendo 1U de enzima Taq Polimerase GoTag® Hot Start Polymerase, (Promega); 8,5 pmoles de
cada par de primers (RoTat 1.2 Forward GCG GGG TGT TTA AAG CAATA e RoTat 1.2 Reverse
ATT AGT GCT GCG TGT GTT CG), 0,2mM de nucleotideos (dNTPs); 3,25mM de cloreto de
magnésio; SpuL de tampao 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 3uL. de DNA (concentragao
entre 20 e 100ng/pL) e 4gua ultrapura para completar o volume final e ajustar a concentracdo dos
reagentes. Um controle negativo foi utilizado para garantir a qualidade e especificidade da técnica,

abordando os mesmos parametros citados anteriormente, substituindo apenas o uso de DNA
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gendmico por &gua ultrapura, livre de DNAse. As condi¢cBes de temperatura aplicadas no
termociclador (Biocycler) envolveram a desnaturagao inicial a 94°C por cinco minutos, seguida de
30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 73°C por 1 minuto, e ainda uma extensao final
a 73°C por 7 minutos. A eletroforese dos produtos de amplificagdo (fragmento de 210 pb) foi
realizada em cuba horizontal, em gel de agarose a 2% com 1uL de corante Unisafe Dye adicionado
diretamente no gel e 1uL. de tampao de amostra (azul de bromofenol e glicerol) para cada produto.
Na primeira lacuna do gel foi utilizado marcador de peso molecular de 100pb (Ludwig) como
padrdo para determinar o tamanho das bandas das amostras. As condi¢des da fonte elétrica foram
de 100 Volts por 40min, e visualizagdo mediante exposi¢éo a luz ultravioleta.

5.2.5.2 Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Para obtencdo de tripomastigotas utilizadas na confeccdo dos antigenos de RIFI, foram
usadas duas amostras de T. evansi armazenadas em nitrogénio liquido a -196°C, isolados do
municipio de S&o Borja — Rio Grande do Sul, Brasil. Essas amostras foram descongeladas em
banho Maria a temperatura de 37 °C, e retirada uma aliquota (0,1 mL), as quais foram inoculadas
via intraperitoneal em Ratos, Wister, machos, com seis meses de idade. Foram coletados 8 mL de
sangue com EDTA (0,5M), por puncdo cardiaca dos ratos no seu pico de parasitemia de 200
parasitos por campo (objetiva 100x) apos 5 dias de inoculacéo do antigeno. As amostras de sangue
foram centrifugadas, durante cinco minutos em centrifuga Celm®. Apés a centrifugacéo retirou-se
toda a papa leucocitaria das amostras de todos os tubos e transferidos para um tubo falcon de 15
ml e acrescentado solucdo fisioldgica para lavagem da amostra por duas vezes consecutivas. Foram
preparadas 100 laminas de esfregaco sanguineo grosso com 30l de sangue e fixados com acetona
por 15 minutos. Os esfregacos foram embalados com papel toalha e envolvidos em papel aluminio
e congelados a -20°C para realizacdo de laminas de imunofluorescéncia indireta posteriormente. O
teste de fluorescéncia para detectar anticorpos anti-T. evansi foi realizado conforme metodologia
descrita por Camargo (1966) com modificacGes. Inicialmente as laminas com antigeno fixado
foram retiradas do freezer, secas a temperatura ambiente e as delimitacdes foram feitas com
esmalte. Os soros controles positivos e negativos, produzidos em ratos, foram diluidos em PBS nas
diluicBes de 1:40, e para as amostras de soro bovino, da raca Crioula Lageana, oriundas da regido

do Planalto Catarinense foram diluidos em PBS nas diluicdes de 1:40, 1:80, 1:160 e distribuidos
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20 pl nas laminas contendo o antigeno de T. evansi. A ldmina foi incubada por 50 minutos em
camara Umida a 37° C e posteriormente lavada com PBS por trés vezes. Em seguida acrescentou-
se 0 conjugado anti-1gG bovino marcado com FITC na diluicdo 1:300 para as amostras testadas e
0 anti-1gG rato marcado com FITC para os controles 1:32. A lamina foi novamente incubada por
40 minutos e lavada com PBS como descrito previamente. Apos a secagem da Iamina a leitura foi
realizada em microscopio epifluorescente Nikon®. Amostras foram consideradas reagentes

(positivos) na titulagédo de 1:80.

5.2.6 Hematologia

Para as contagens de eritrécitos e leucdcitos totais, bem como para a determinacdo do
volume globular e da concentragdo de hemoglobina, aléem dos indices hematimétricos de volume
corpuscular meédio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) utilizou-se contador automatico de células (SDH3
Labtest). A contagem diferencial de leucocitos foi realizada por meio da analise microscopica
de esfregacos sanguineos corados com corantes do tipo Romanowsky (Pandtico Rapido) (JAIN,
1993). A concentracdo da proteina total plasmatica (PTP) foi determinada por refratometria
(ATAGO) e a concentracdo do fibrinogénio plasmatico pelo método de precipitacdo pelo calor

seguida por leitura em refratdmetro (JAIN, 1993).

5.2.7 Bioquimica sérica

A andlise do perfil bioquimico sérico foi realizado por meio da atividade enzimatica da
gamaglutamiltransferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA), creatina fosfoquinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e
concentracdes séricas de ureia, creatinina, proteina total sérica, albumina, globulina, colesterol,
triglicerideos e glicose. As provas bioquimicas foram realizadas por meio de métodos cinético e

colorimétrico em analisador bioquimico automatico Labmax Plenno® (v2.09.05).
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5.2.8 Andlise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
normalidade. Para a comparacdo das meédias das variaveis, tanto clinicas, hematolégicas e
bioguimicas entre animais positivos e negativos utilizou-se o teste t para dados considerados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para 0s ndo-paramétricos. Para avaliacdo da
concordancia entre os dois métodos diagnésticos, realizou-se o teste Cohen’s Kappa. Para todos
0s testes admitiu-se probabilidade de erro de 5%.

5.2.9 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 4107030419.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Prevaléncia
A prevaléncia de Trypanosoma evansi foi de 8% (24/310) pela reacdo em cadeia de

polimerase (PCR) e de 4% (11/310) pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Grafico
1).
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Gréfico 1 - Prevaléncia de T. evansi em bovinos da raca Crioula Lageana, pelas técnicas de

PCR e RIFI, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Os métodos de analise PCR e RIFI apresentaram concordancia de avaliacdo de 90% para
o vetor T. evansi (Tabela 1). Entretanto, a confiabilidade entre os métodos acessada pelo teste de

Cohen’s Kappa foi de 0,069+0,05 para o vetor T. evansi.

Tabela 1. Avaliacdo de concordancia e teste de Cohen's Kappa para confiabilidade entre as
avaliacGes pelos métodos PCR e RIFI para o agente T. evansi, bovinos da raca Crioula Lageana,

no estado de Santa Catarina, Brasil.

Avaliacdo de concordancia

Agente Tamanho da amostra Coincidentes Percentual  95% intervalo de confianca

(n)
T. evansi 310 280 90.03 86.15 93.13

Teste de Cohen’s Kappa
Agente Kappa Erro padrédo Z P value
T. evansi 0.069 0.052 1.324 0.0927
Fonte: elaborado pelo autor (2020).

Apenas dois animais (2/310, 0,65%), apresentaram-se positivos para T. evansi, perante as
duas técnicas (PCR e RIFI) (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Numero de casos positivos e negativos diagnosticados pelos métodos PCR e RIFI
para o agente T. evansi, bovinos da raga Crioula Lageana, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborado pelo autor (2020).

5.3.2 Exame Fisico

Houve diferenca na frequéncia de movimentos ruminais em animais avaliados pela técnica
da PCR, sendo maior em animais considerados positivos, permanecendo ambos os grupos abaixo
dos valores de referéncia para a espécie (FEITOSA, 2014) (Tabela 2). A média das frequéncias
cardiacas dos dois grupos, perante as duas técnicas de diagnostico, ultrapassou o limite maximo
do valor de referéncia para a espécie bovina (Tabela 2 e 3) (NAAS et al., 2001), porém néo

diferiram estatisticamente.

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo dos valores do exame fisico de bovinos da raga Crioula

Lageana, negativos e positivos para a infeccdo natural por T. evansi, avaliados pela técnica da

PCR.
Variaveis Positivos Negativos P
Temperatura (°C) 39,0+0,37 38,89+0,59 0,304
MR (mov/5min) 4,45+2,35 3,42+2,18 0,032*
FR (mov/min) 29,08+10,0 29,31+8,63 0,559
FC (bat/min) 82,66+27,24 87,1+23,67 0,236

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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Tabela 3. Médias e desvios-padrdo dos valores do exame fisico de bovinos da raga Crioula

Lageana, negativos e positivos para a infec¢do natural por T. evansi, avaliados pela técnica da

RIFI.
Variaveis Positivos Negativos P
Temperatura (°C) 39,06+0,38 38,89+0,58 0,272
MR (mov/5min) 5,18+3,28 3,44+2,14 0,096
FR (mov/min) 32,54+7,80 29,17+8,74 0,150
FC (bat/min) 92,90+21,11 86,53+24,04 0,263

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

5.3.3 Avaliacdo Hematologica

Houve diferenca estatistica com menor ndmero de mondcitos e maior ndimero de
eosinofilos em animais positivos, ambos pelas técnicas de PCR, porém, permaneceram dentro
dos valores de referéncia para a espécie (JAIN, 1993) (Tabela 4). Ndo houve diferenca entre
positivos e negativos para as variaveis hematologicas pela técnica da RIFI (Tabela 5).

Tabela 4. Medias e desvios-padrdo dos valores do hemograma, concentragdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de bovinos da raca Crioula Lageana, negativos e
positivos para a infec¢do natural por T. evansi, avaliados pela técnica da PCR, no estado de

Santa Catarina, Brasil.

Variaveis Positivos Negativos P

Eritrocitos (x10%/uL) 8,06+0,95 7,98+1,51 0,645
Hemoglobina (g/dL) 12,98+1,64 12,77+1,80 0,579
VG (%) 377 37,4145,10 0,541
VGM (fL) 46,61+8,01 47,82+7,18 0,431
CHGM (%) 36,09+10,81 34,12+1,13 0,691
Plaquetas (x103/uL) 349+185 378,92+185,83 0,385
PPT 7,60+0,54 7,4140,74 0,148

Fibrinogénio 379+156 388,50+200,23 0,964



Leucdcitos totais (/uL)
Bastonetes (/pL)
Segmentados (/L)
Linfécitos (/uL)
Eosindfilos (/pL)
Basofilos (/uL)
Mondcitos (/pL)

12063+4180
34+89
3446+1745
733242638
1023+931
5+20
225+233

12803,41+5179,23
27,51+83
3438,37+2700
8196,54+3617
685,90+674
10,44+42
444,74+415

0,663
0,727
0,425
0,436
0,031*
0,969
0,003*

52

*Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 5. Médias e desvios-padrdo dos valores do hemograma, concentracdo de proteina total

plasmatica e fibrinogénio plasmatico de bovinos da raca Crioula Lageana, negativos e
positivos para a infec¢do natural por T. evansi, avaliados pela técnica da RIFI, no estado de

Santa Catarina, Brasil.

Variaveis Positivos Negativos P

Eritrocitos (x10%/uL) 7,80+1,09 8,00+1,49 0,778
Hemoglobina (g/dL) 12,21+1,31 12,80+1,80 0,280
VG (%) 3417 38,045,09 0,104
VGM (fL) 43,80+10,44 47,87+7,08 0,067
CHGM (%) 38,96+15,77 34,10+1,17 0,376
Plaquetas (x103/uL) 400+231 376+184,19 0,835
PPT 7,66+0,60 7,4140,73 0,218
Fibrinogénio 500+210 384+215,22 0,051
Leucdcitos totais (/uL) 1171242961 12784+5168,06 0,834
Bastonetes (/pL) 13+45 29,0184 0,606
Segmentados (/uL) 2555+1419 347142667 0,249
Linfocitos (/uL) 798741941 8135+3603 0,752
Eosindfilos (/pL) 705753 712+700 0,840
Basofilos (/uL) 27+90 9,00+38 0,805
Mondcitos (/pL) 424+407 428+409 0,887

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.



53

5.3.4 Avaliacao Bioquimica

Houve diferenca na atividade enzimatica da GGT, com valores maiores em animais
positivos, avaliados pela PCR (Tabela 6). Na RIFI, aloumina e triglicerideos foram menores nos
animais positivos para a infecgdo, porém albumina permaneceu abaixo dos valores de referéncia
para a espécie bovina em ambos os grupos. Ja os triglicerideos permaneceram acima dos valores
de referéncia, em ambos os grupos positivo e negativo (KANEKO, 1997) (Tabela 7).

Tabela 6. Médias e desvios-padrdo dos valores do bioquimico de bovinos da racga Crioula
Lageana, negativos e positivos para a infec¢do natural por T. evansi, avaliados pela técnica da
PCR, no estado de Santa Catarina, Brasil.

Variaveis Positivos Negativos P

PTS (g/dL) 5,0340,70 5,19+1,02 0,527
Globulinas (g/dL) 2,74+0,76 2,88+0,88 0,458
Albumina (g/dL) 2,28+0,39 2,3040,42 0,652
GGT (U/L) 18,0446,51 15,66+6,91 0,025*
AST (U/L) 63,08+28,04 59,94+20,27 0,856
FA (UI/L) 115,44+113,24 110,23498,19 0,694
ALT (U/L) 25,40+11,12 30,21+14,76 1,000
CK (U/L) 201,48+155,17 203,64+327,67 0,309
LDH (U/L) 1439,52+157,23 1441,23+177,39 0,909
Ureia (mg/dL) 31,12+11,20 31,49+10,66 0,702
Creatinina (mg/dL) 1,47+0,37 1,45+0,37 0,832
Colesterol (mg/dL) 128,28+33,06 122,82+39,21 0,500
Triglicerideos (mg/dL) 24,08+7,00 23,14+7,51 0,359
Glicose (mg/dL) 65,8+26,06 67,90+21 0,413

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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Tabela 7. Médias e desvios-padrdo dos valores do bioquimico em bovinos da raga Crioula

Lageana, negativos e positivos para a infec¢do natural por T. evansi, avaliados pela técnica da

RIFI.

Variaveis Positivos Negativos P

PTS (g/dL) 5,18+0,54 5,18+1,02 0,795
Globulinas (g/dL) 3,140,61 2,86+0,88 0,384
Albumina (g/dL) 2,08+0,16 2,31+0,42 0,046*
GGT (U/L) 19,63+18,02 15,69+6,16 0,993
AST (U/L) 63+21,82 59,95+20,87 0,604
ALT (U/L) 30,18+10,40 29,84+14,70 0,810
FA (UI/L) 89,54+51,99 111,39+100,73 0,595
CK (U/L) 185+107,88 203,64+322,71 0,633
LDH (U/L) 1416,90+158,15 1441,52+176,52 0,476
Ureia (mg/dL) 30,36+7,63 31,49+10,80 0,875
Creatinina (mg/dL) 1,52+0,30 1,45%0,37 0,534
Colesterol (mg/dL) 102,63+36,70 124,05+38,71 0,072
Triglicerideos (mg/dL) 18,72+4,42 23,39+7,52 0,020*
Glicose (mg/dL) 65+11,59 67,85+21,72 0,821

*Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

5.4 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo de prevaléncia para T. evansi em bovinos da raca Crioula
Lageana. Os dados epidemioldgicos encontrados para esta populacao revelaram que os animais
avaliados encontram-se em situacdo de instabilidade enzodtica (SMITH, et al., 2000). Esse
carater pode tornar os animais mais suscetiveis a doenca clinica e ao aparecimento de surtos.
Todos 0s animais mostraram-se assintomaticos no momento da coleta das amostras, apesar dos
movimentos ruminais apresentarem-se abaixo dos valores de referéncia para a espécie, em animais
positivos perante a PCR (FEITOSA, 2014), ndo sendo correlacionada com a doenca clinica.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados trabalhos mostrando a prevaléncia da
infeccdo natural por T. evansi no Brasil, na espécie bovina, impedindo a comparacdo com o

trabalho aqui realizado, porém, surtos da doenca, com descri¢cdo de animais apresentando sinais
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clinicos da doenca foram reportados em Santa Catarina (SILVA et al., 2007) e no Mato Grosso
(SANTOS et al., 2009).

Os métodos de analise RIFI e PCR apresentaram concordancia de avaliacdo de 90% para o
vetor T. evansi. A confiabilidade acessada pelo teste de Cohen’s Kappa foi de 0,069+0,05 para o
vetor T. evansi, valor considerado nulo, com menos de 4% de dados confidveis (MC HUGH, 2012).

Para esta avaliacdo, podendo elucidar a concordancia estre os testes RIFI e PCR, seria ideal
utilizar apenas animais positivos para o agente, comparando assim os testes, situacao esta, que seria
possivel através de infeccdo experimental ou com a realizacdo de ambos testes em animais
sabidamente positivos.

A pequena confiabilidade esta associada a baixa consisténcia entre os métodos. Em apenas
dois casos ambos métodos diagnosticos foram positivos para T. evansi, corroborando com Fidelis
Junior (2019) que cita a importancia da realizagdo de testes soroldgicos, associados a testes
moleculares em trabalhos de prevaléncia.

A RIFI detecta anticorpos circulantes, ou seja, pressupde-se que o animal teve contato com
0 agente em algum momento de sua vida, ou que possui infecgdo cronica com baixa parasitemia.
Testes moleculares, como a PCR, identificam a presenca do agente, pressupondo infec¢éo ativa
(FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Bovinos normalmente apresentam-se subclinicos para a tripanossomiase causada por T.
evansi, sendo considerados reservatorios para 0 agente, e potenciais contaminantes para outros
animais (SHARMA et al., 2013). Quando acometidos pela doenca clinica, apresentem febre,
abortamento, diminuicdo da producéo de leite e emagrecimento progressivo (RIBEIRO, 2016).

Para a populacdo da raca Crioula Lageana, a ocorréncia de doenca clinica nunca foi
reportada na literatura, apesar de um surto de tripanossomiase causado pelo T. evansi ter ocorrido
no municipio de Videira, no estado de Santa Catarina (DA SILVA et al., 2008). A auséncia de
animais apresentando a doenca clinica nos rebanhos da raca Crioula Lageana ndo permitiu a
comparacao das variaveis clinicas entre animais positivos para o T. evansi, doentes ou néo.
Todos os animais infectados pelo hemoparasito foram considerados subclinicos, e todos 0s
parametros aferidos confirmaram a condicéo.

A ocorréncia de surtos da doenca permitiria uma comparacdo mais apurada das variaveis

clinicas, hematoldgicas e bioquimicas entre animais saudaveis e doentes, sendo possivel observar
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diferencas entre os animais que desenvolvessem a forma clinica da doenga com aqueles que se
tornaram subclinicos.

Dentro das variaveis hematologicas analisadas, foram encontradas pouquissimas
evidéncias de alteracBes que podem estar relacionadas a infecgdo por T. evansi, porém, sendo
inespecificas.

Em relacdo ao hemograma, e concordando com Teixeira (2010), a infec¢cdo por T evansi
néo foi capaz de desencadear anemia, ndo havendo diferenca entre animais positivos e negativos,
demonstrando que a infec¢do subclinica pelo agente ndo causa alteracdes como se esperaria em
animais apresentando doenca clinica.

Leucocitose por monocitose foram observados por Teixeira (2010) e podem estar
relacionados a uma possivel resposta frente a estimulacdo antigénica ocorrido pelo parasita
(SILVA, et al., 2010). Diferentemente do observado por Teixeira (2010), nos animais da raca
Crioula Lageana, houve diminuigdo no nimero de mondcitos em animais positivos para o agente,
quando comparados com animais negativos, porém, ambos grupos, permaneceram dentro dos
valores de referéncia para a espécie bovina (JAIN, 1993).

Os animais considerados positivos para T. evansi através da PCR, apresentaram aumento no
numero de eosinofilos, em comparacdo ao grupo negativo, porém, permaneceram dentro dos
valores de referéncia para a espécie bovina (JAIN, 1993). Teixeira (2010) ndo observou alteracdes,
ndo diferindo o numero de eosinéfilos entre animais positivos e negativos.

O aumento no numero de eosinofilos é uma caracteristica de infecces parasitarias e esta
associada a reacdo de hipersensibilidade de tipo imediato (SIVAJOTHI et al., 2014).

Animais positivos para T. evansi na PCR apresentaram valores de GGT acima do intervalo
de referéncia para a espécie bovina (KANEKO, 1997), diferindo do grupo negativo e divergindo
de Hilali et al. (2006) onde ndo houve aumento nos valores de GGT em bufalos.

Na literatura consultada, ndo foi reportado a causa do aumento da GGT na espécie bovina,
porém, em trabalho realizado em camelideos, observou-se o aumento da atividade sérica da GGT
em infeccBes por T. evansi correlacionado provavelmente com a degeneracdo gordurosa dos
hepatocitos e posteriormente necrose, ja que esta enzima esta presente nos canaliculos hepaticos
(AHMADI-HAMEDANI et al., 2014).

Neste trabalho, houve diminuicdo na albumina sérica nos animais positivos para o

hemoparasito através da RIFI em comparagédo aos negativos, porém, ambos permaneceram abaixo
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dos valores de referéncia para a espécie bovina, corroborando com o descrito por Teixeira (2010),
e Passos (2004), em bovinos e ovinos respectivamente, infectados experimentalmente, o qual
evidenciaram decréscimo da albumina sérica em animais positivos para o agente. A albumina é
considerada uma proteina de fase aguda negativa, onde seus valores tendem a decrescer em
condicBes inflamatdrias (KANEKO, 1997).

Em bovinos da raca Crioula Lageana infectados naturalmente por T. evansi, houve
diminuicdo na concentracdo de triglicerideos em animais positivos, porém, ambos 0s grupos
positivos e negativos permaneceram com valores acima dos valores de referéncia para a espécie
(KANEKO, 1997).

Em humanos, descreve-se que a hipertrigliceridemia esté associado aos distlrbios hepaticos,
ocorrendo alteragdes tanto nas lipoproteinas plasmaticas, que transportam todo colesterol e lipideos
esterificados, quanto nas hidrélises de triglicerideos e a lecitina colesterol acetiltransferase,
acarretando alterac6es no metabolismo de lipoproteinas (BACHORIK et al., 1991).

Essas diferencgas encontradas sdo inespecificas e nenhuma explicagcdo concreta para tais
caracteristicas foi encontrada na literatura, logo, ndo podendo ser associado exclusivamente com
a infeccdo por T. evansi.

Pode haver um fator denominado como tripanotolerancia, em que o animal se mantém
clinicamente sadio, mesmo na presenca do parasito. A raca esta diretamente relacionada a esta
condicdo, sendo que na Africa a Sheko, de origem taurina, é considerada tripanotolerante
(SCHENK et al., 2001; DESTA, AYALEW, HEDGE, 2012).

A raca Crioula Lageana é oriunda de animais ibéricos que foram trazidos ao Brasil e aqui
sofreu selecdo natural, o que tornou esta raca muito adaptada (MARIANTE; CAVALCANTE,
2000). Os resultados obtidos na avaliacdo clinica, hematologica e bioguimica dos animais
infectados por T. evansi podem sugerir que a infeccdo ndo desencadeia a doenca clinica,
levantando-se assim a hipotese de que a resisténcia ou tolerancia observada nos animais africanos
também pode se aplicar a raca Crioula Lageana, sendo oriunda também de animais Bos taurus.

Novos estudos poderiam ainda determinar que a resisténcia ou tolerancia a
tripanossomiase pode estar mais associada a raca do que simplesmente as linhagens bovinas. A
presenca de genes que possam conferir esta caracteristica as hemoparasitoses, € uma ferramenta

que pode auxiliar na determinacdo de racas resistentes (DUANGJINDA et al., 2013).
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As variacdes antigénicas do hemoparasito também sdo um fator capaz de interferir na
resposta dos bovinos perante a infeccdo (FRANGE, 2013) de forma que a possivel deteccéo
destas variagbes poderia auxiliar na avaliacdo da resisténcia ou tolerancia de animais a
enfermidades (CASA, 2019).

5.5 CONCLUSAO

A prevaléncia de T. evansi foi baixa pelas técnicas de PCR e RIFI caracterizando
instabilidade enzodtica em bovinos da raca Crioula Lageana no estado de Santa Catarina. Os
bovinos ndo apresentaram alteracdes clinicas, hematoldgicas ou bioquimicas que possam ser
justificadas pela presenca do hemoparasito, sendo considerados portadores assintomaticos, nao

ocorrendo manifestacao clinica da doenga em animais parasitados.
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6 PREVALENCIA DE INFECCAO NATURAL POR Trypanosoma vivax EM BOVINOS DA
RACA CRIOULA LAGEANA

RESUMO

A tripanossomiase bovina causada pelo protozoario Trypanosoma vivax, € uma enfermidade
mundialmente distribuida e causadora de grandes prejuizos para a pecuaria. Nas ragas nativas,
como a raca Crioula Lageana, ndo existem estudos sobre a epidemiologia desta enfermidade.
Algumas racas bovinas possuem a particularidade de ser tripanotolerantes, tornando-se
importante identificar a prevaléncia do agente nesta populacdo, para posteriorme verificar
caracteristicas referentes a susceptibilidade, tolerancia ou resisténcia, utilizando esta
caracteristica em programas de controle e prevencao em locais onde a doenga é endémica. O
objetivo é determinar a prevaléncia de Trypanosoma vivax em bovinos da raca Crioula Lageana, e
relacionar as variaveis clinicas, hematoldgicas e bioguimicas, visando novos estudos acerca da
sanidade e tolerancia a doencas nesta populacdo. Foram utilizados 310 bovinos da raca Crioula
Lageana, e realizado a PCR e RIFI. Obteve-se prevaléncia de infeccdo de 0% (0/310) por T.
vivax na PCR, e de 8% (24/310) na RIFI. Houve aumento de plaquetas e diminuicdo do colesterol
em animais positivos quando comparado aos negativos, porém dentro dos valores de referéncia
para a espéecie. Conclui-se que os bovinos da raca Crioula Lageana encontram-se em situagéo de
instabilidade enzodtica, com baixa prevaléncia para a infeccéo por T. vivax pelas técnicas de PCR
e RIFI e que a infeccdo natural ndo causou alteragbes no exame fisico, hemograma e bioquimica

sérica entre animais positivos e negativos, sendo, portanto, assintomaticos.

Palavras-chave: Raca nativa. Sanidade. Tripanossomose. Hematologia.
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6.1 INTRODUCAO

A tripanossomiase causada por T. vivax é mundialmente distribuida, transmitida por moscas
dipteras hemat6fagas, sendo as regides de clima tropical e subtropical as mais afetadas (BATISTA
et al., 2012). Causa relevantes impactos econdmicos pela queda de produtividade, custos com
tratamentos e mortalidade dos animias (BASTOS et al., 2015).

Bovinos comumente apresentam-se subclinicos, sendo considerados reservatorios
(SHARMA et al., 2013) ou manifestam alteracdes hematoldgicas graves (BATISTA et al., 2007).

Com relacdo ao hospedeiro, sabe-se que alguns grupos genéticos possuem resisténcia a
tripanossomiase. A utilizacdo de racas tripanotolerantes é uma potente ferramenta de controle e
prevencdo, mantendo a capacidade produtiva, mesmo infectados (DOKO et al., 1991).

A raca Crioula Lageana possui excelentes caracteristicas produtivas, tendo aptiddo para
carne, portanto, levantamentos epidemiologicos ancorados a técnicas moleculares associadas a
soroldgicas fornecem dados mais precisos e confiaveis perante ao real status sanitario destes
rebanhos (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Surtos de doenca clinica sdo reportadas em populagdes que possuem status de instabilidade
enzootica para o agente, sendo mais propensos devido a baixa imunidade adquirida, sendo
importante ponto a ser questionado quando reportamos a racas naturalizadas e com baixo efetivo
em numero de animais, como a Crioula Lageana (SMITH, 2000).

Estudos prévios sugerem maior resisténcia inata das linhagens Bos indicus, em relacédo
as Bos taurus, em se tratando da infeccdo por hemoparasitos (JONSSON, 2006), porém, tem-se
observado, que a raca Crioula Lageana, de aptiddo para corte, oriunda de linhagens Bos taurus,
possuem extrema rusticidade, adaptabilidade e tolerancia frente a condicGes precarias e a
enfermidades, existindo nicleos de conservacao in situ para manutencdo desta populacao, sendo
uma importante fonte de recursos genéticos (MARTINS et al., 2009).

O conhecimento de dados epidemioldgicos desta raca frente a infec¢do é crucial para o
estabelecimento do real status sanitario desses rebanhos, sendo fundamentais para atender
exigéncias de comercializacdo de produtos de origem animal (JULIANO et al., 2014), uma vez que
portadores subclinicos sdo fonte de infeccdo para outros animais (VENTURA et al., 2001).

Este estudo objetiva apresentar o primeiro levantamento de dados epidemiolégicos da

infeccdo natural por T. vivax em bovinos da raca Crioula Lageana por meio de PCR e RIFI e
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comparar variaveis do exame clinico, hemograma e bioquimica sérica entre animais infectados

ou nao.
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6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Determinacdo do Tamanho Amostral

Para a avaliacdo da prevaléncia de T. vivax na populagdo de bovinos da raca Crioula
Lageana, foram utilizadas as seguintes formulas de acordo com a OPAS (1979):

_ 1962[p(1-p)]
(d)?

(o]

Onde no € 0 numero de amostras; p a prevaléncia esperada e d a margem de erro.
Admitindo-se prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, um intervalo de confianca de
95% e uma margem de erro de 5%, o resultado obtido foi de 384 animais. No entanto, como trata-
se de uma populacéo finita, procedeu-se o seguinte calculo:

N x no
n=
N+ no

Onde N é o numero total de animais na populacdo, sendo que para a raga Crioula
Lageana esse numero € de 1.500 animais. A partir destes calculos, chegou-se ao numero final
de 306 animais a serem amostrados.

6.2.2 Animais e Obtencéo das Amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 310 bovinos da raca Crioula Lageana, machos
adultos (n=32) e fémeas adultas (n=207), jovens (n=71; machos e fémeas), todos registrados na
Associacdo Brasileira de Criadores da Raca Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de 6
propriedades nucleos de conservacdo in situ, localizadas na regido do Planalto Catarinense, nos
municipios de Lages (Latitude: -27.8167, Longitude: -50.3264 27° 49’ 0" Sul, 50° 19’ 35" Oeste,
Altitude 930 metros), Painel (Latitude: 27° 55' 30" Sul, Longitude: 50° 6' 12" Oeste, Altitude 1.101
metros), Curitibanos (Latitude: 27° 16' 58" Sul, Longitude: 50° 35' 04" Oeste, Altitude 987 metros)
e Ponte Alta (Latitude: 27° 29' 03" Sul, Longitude: 50° 22' 49" Qeste, Altitude: 856metros). A
coleta foi realizada por venopuncao da veia jugular externa, sendo utilizados tubos de coleta a
vacuo com e sem anticoagulante EDTA a 10% para realizacdo do hemograma e bioguimica

sérica. As amostras foram congeladas a -20°C até a extracdo do DNA e realizagdo da PCR.
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6.2.3 Exame Fisico

O exame fisico foi empregado para a verificacdo de sinais clinicos compativeis com a
doenca clinica, onde se aferiu a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

movimentos ruminais (MR), temperatura retal e coloragdo das mucosas.

6.2.4 Extracao de DNA

As amostras de sangue, apds seu descongelamento foram imediatamente submetidas a
extracdo de DNA por meio de kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(PROMEGA®), de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds a extracdo, a concentracéo de
cada amostra de DNA foi mensurada por meio de espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo

Scientific®).

6.2.5 Analise Molecular

6.2.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacdo do DNA genémico extraido das amostras de sangue e controles positivos,
foram realizadas as PCRs amplificando um fragmento da sequéncia intergénica do gene SL, em
micro tubos de 0,2mL, ao qual foi adicionado um volume final de 25 pL de solugdo, contendo 1U
de enzima Taq Polimerase GoTag® Hot Start Polymerase, (Promega); 8,5 pmoles de cada par de
primers (5’GCTCTCCAATCTTAACCCTA3’/5’GTTCCAGGCGTGCAAACGTC3’ e
S’TATTATTAGAACAGTTTCTGTAC3’/5>GCTATCCGACCCCACCT3’), 0,2mM de
nucleotideos (ANTPs); 3,25mM de cloreto de magnésio; SuLL de tampdo 5X Green GoTaq® Flexi
Buffer (Promega); 3uL. de DNA (concentracdo entre 20 e 100ng/ulL) e dgua ultra pura para
completar o volume final e ajustar a concentracao dos reagentes. Um controle negativo foi utilizado
para garantir a qualidade e especificidade da técnica, abordando os mesmos parametros citados
anteriormente, substituindo apenas o uso de DNA gendmico por adgua ultrapura, livre de DNAse.
As condicdes de temperatura aplicadas no termociclador (Biocycler) envolver a desnaturacdo

inicial a 94°C por cinco minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 66°C por 1 minuto e
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73°C por 1 minuto, e ainda uma extensao final a 73°C por 7 minutos. A eletroforese dos produtos
de amplificagdo (fragmento de 210 pb) foi realizada em cuba horizontal, em gel de agarose a 2%
com 1uL de corante Unisafe Dye adicionado diretamente no gel e 1uL de tampao de amostra (azul
de bromofenol e glicerol) para cada produto. Na primeira lacuna do gel utilizou-se marcador de
peso molecular de 100pb (Ludwig) como padrdo para determinar o tamanho das bandas das
amostras. As condicdes da fonte elétrica foram de 100 Volts por 40min, e visualizagdo mediante

exposicao a luz ultravioleta.

6.2.5.2 Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Para obtencdo de tripomastigotas utilizadas na confeccdo dos antigenos de RIFI, foram
usadas duas amostras de T. vivax armazenadas em nitrogénio liquido a -196°C, cedida pela
professora Doutora Joely Ferreira Figueiredo Bittar da Universidade de Uberaba — Minas Gerais.
Essas amostras foram descongeladas em banho Maria a temperatura de 37 °C, e retirada uma
aliquota (quatro mL), as quais foram inoculadas via subcutdnea em um ovino esplenectomizado
higido, com idade de oito meses, raca crioula, isolado em baia com tela antimosquito. Foram
coletados seis tubos de sangue com EDTA do ovino no seu pico de parasitemia de 63 parasitos por
campo (objetiva 40x) apds 12 dias de inoculacdo do antigeno. As amostras de sangue foram
centrifugadas, durante cinco minutos em centrifuga Celm®. Apds a centrifugacéo retirou-se toda a
papa leucocitéaria das amostras de todos os tubos e transferidos para um tubo falcon de 50 ml e
acrescentado solucdo fisioldgica para lavagem da amostra por duas vezes consecutivas. Foram
preparadas 100 laminas de esfregaco sanguineo grosso com 30pul de sangue e fixados com acetona
por 15 minutos. Os esfregacos foram embalados com papel toalha e envolvidos em papel aluminio
e congelados a -20°C para realizacdo de laminas de imunofluorescéncia indireta posteriormente. O
teste de fluorescéncia para detectar anticorpos anti-T. vivax foi realizado conforme Camargo (1966)
com modificagdes. Inicialmente as laminas com antigeno fixado foram retiradas do freezer, secas
a temperatura ambiente e as delimitacGes foram feitas com esmalte. Os soros controles positivos e
negativos foram diluidos em PBS nas diluicdes de 1:40, e para as amostras de soro bovino, da raca
Crioula Lageana, colhidas na regido do Planalto Catarinense, foram diluidos em PBS nas diluicGes
de 1:40, 1:80, 1:160 e distribuidos 20 ul nas ldaminas contendo o antigeno de T. vivax. A lamina foi

incubada por 50 minutos em camara Uumida a 37° C e posteriormente lavada com PBS por trés
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vezes. Em seguida acrescentou-se o conjugado anti bovino marcado com FITC na dilui¢do 1:300.
A lamina foi novamente incubada por 40 minutos e lavada com PBS como descrito previamente.
Apds a secagem da lamina a leitura foi realizada em microscdpio epifluorescente Nikon®. Amostras
foram considerados reagentes (positivos) na titulacéo de 1:80.

6.2.6 Hematologia

Para as contagens de eritrécitos e leucécitos totais, volume globular, concentracdo de
hemoglobina, indices hematimétricos absolutos de volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) utilizou-se contador automatico de células (SDH3 Labtest). A contagem diferencial de
leucocitos foi realizada por meio da analise microscépica de esfregacos sanguineos corados com
corantes do tipo Romanowsky (Panotico Rapido) (JAIN, 1993). A concentracdo da proteina total
plasmatica (PTP) foi determinada por refratometria (ATAGO) e a concentragdo do fibrinogénio
plasmatico pelo método de precipitacdo pelo calor seguida por leitura em refratdmetro (JAIN,
1993).

6.2.7 Bioquimica sérica

A andlise do perfil bioquimico sérico foi realizado por meio da atividade enzimatica da
gamaglutamiltransferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA), creatina fosfoquinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e
concentracdes séricas de ureia, creatinina, proteina total sérica, albumina, globulina, colesterol,
triglicerideos e glicose As provas bioquimicas foram realizadas por meio de métodos cinético e

colorimétrico em analisador bioquimico automatico Labmax Plenno® (v2.09.05).
6.2.8 Andlise Estatistica
Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da

normalidade. Para a comparacdo das médias das variaveis, tanto clinicas, hematoldgicas e

bioquimicas entre animais positivos e negativos utilizou-se o teste t para dados considerados
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paramétricos e o teste de Mann-Whitney para o0s ndo-paramétricos. Para avaliacdo da
concordéncia entre os dois métodos diagndsticos, realizou-se o teste Cohen’s Kappa. Para todos
0s testes admitiu-se probabilidade de erro de 5%.

6.2.9 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 4107030419.

6.3 RESULTADOS
6.3.1 Prevaléncia

A prevaléncia para T. vivax pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi de 0% (0/310)
(dados nédo apresentados) e de 8% (24/310) pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

(Grafico 3).

Grafico 3 - Prevaléncia de T. vivax em bovinos da raga Crioula Lageana, determinada pela
técnica reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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Os métodos de analise PCR e RIFI apresentaram concordancia de avaliacdo de 92% para
T. vivax (Tabela 8). Entretanto, a confiabilidade entre os métodos acessada pelo teste de Cohen’s
Kappa foi de 0,071+0,02 para o vetor. Em nenhum caso ambos os métodos foram positivos para T.
vivax (Gréfico 4).

Tabela 8. Avaliacdo de concordancia e teste de Cohen's Kappa para confiabilidade entre as
avaliacdes pelos métodos PCR e RIFI para o agente T. vivax, em bovinos da raga Crioula
Lageana no estado de Santa Catarina, Brasil.

Avaliacéo de concordancia
Tamanho da amostra

Agente ") Coincidentes  Percentual ~ 95% intervalo de confianca

T. vivax 310 287 92.28 88.74 94.99
Teste de Cohen’s Kappa

Agente Kappa Erro padréo z P value

T. vivax 0.071 0.021 3.388 0.0004

Fonte: elaborado pelo autor (2020).

Gréfico 4. NUmero de casos positivos e negativos obtidos pelos métodos PCR e RIFI para o

agente T. vivax, em bovinos da raca Crioula Lageana, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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6.3.2 Exame Fisico

Nenhuma das varidveis avaliadas no exame clinico apresentou diferencas entre animais
positivos e negativos pelo teste da RIFI, sendo que os animais positivos foram considerados
subclinicos, mesmo 0s movimentos ruminais permanecendo abaixo dos valores de referéncia para
a espécie bovina em ambos os grupos. A média das frequéncias cardiacas dos dois grupos
ultrapassou o limite maximo do valor de referéncia para a espécie bovina (FEITOSA, 2014),

porém ndo diferiu significativamente (Tabela 9).

Tabela 9. Médias e desvios-padrdo dos valores do exame fisico de da raca Crioula Lageana,

negativos e positivos para a infeccao natural por T. vivax, avaliados pela técnica da RIFI.

Variaveis Positivos Negativos P

Temperatura (°C) 39,1+0,43 38,88+0,58 0,054
MR (mov/5min) 2,82+1,80 3,565+2,23 0,171
FR (mov/min) 31,54+9,15 29,0548,63 0,490
FC (bat/min) 89,95+22,89 86,50+£24,04 0,444

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor (2020).

6.3.3 Hematologia

As plaquetas apresentaram diferencas entre 0s grupos positivo e negativo, sendo maiores
nos animais positivos para T. vivax pela técnica da RIFI, permanecendo dentro dos valores de

referéncia para a espécie bovina (JAIN, 1993) (Tabela 10).

Tabela 10. Médias e desvios-padréo dos valores do hemograma, concentracéo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de bovinos da raca Crioula Lageana no estado de Santa

Catarina, Brasil negativos e positivos para a infeccdo natural por T vivax pela técnica da RIFI.

Variaveis Positivos Negativos P
Eritrocitos (x10%/uL) 7,92+1,21 7,99+1,50 0,711
Hemoglobina (g/dL) 12,43+1,86 12,81+1,78 0,322

VG (%) 365,00 37,51+5,25 0,141



VGM (fL)

CHGM (%)
Plaquetas (x10%/pL)
PPT

Fibrinogénio
Leucdcitos totais /uL)
Bastonetes (/uL)
Segmentados (/uL)
Linfocitos (/uL)
Eosinofilos (/uL)
Basofilos (/uL)
Monacitos (/uL)

46,04+5,17
34,30+1,10
463+236
7,39+0,72
422+207
13.443+5297
6+28
3080+1953
9150+5021
585+559
4+17
613+826

47,87+7,37
34,27+3,30
369,70+179,75
7,42+0,73
383+215,22
12.690,61+5097,09
29,76+86
3467,56+2684
8.047,91+3411
722+711
10,50+42
412,97+353

0,179
0,353
0,049*
0,842
0,312
0,718
0,150
0,728
0,512
0,483
0,517
0,827

72

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor (2020).

6.3.4 Bioquimica sérica

O colesterol apresentou diferenca estatistica sendo menor nos animais positivos para a
infeccdo por T. vivax pela técnica da RIFI, estando a média de ambos os grupos dentro dos valores
de referéncia para a espécie bovina (POGLIANI et al., 2007) (Tabela 11).

Tabela 11. Médias e desvios-padréo dos valores da bioquimica sérica de bovinos da raca

Crioula Lageana, negativos e positivos para a infeccao natural por T. vivax através da técnica

da RIFI.

Variaveis Positivos Negativos P

PTS (g/dL) 5,41+1,00 5,174£1,00 0,317
Globulinas (g/dL) 3,09+0,86 2,86+0,88 0,242
Albumina (g/dL) 2,31+0,44 2,31+0,41 0,984
CK (U/L) 207,40+313,97 203,26+319,90 0,435
LDH (U/L) 1464,45+119,81 1440,42+178,75 0,605
Ureia (mg/dL) 31,35+8,69 31,36+10,75 0,901
Creatinina (mg/dL) 1,49+0,31 1,45+0,37 0,627
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AST (U/L) 58,95+12,21 60,25+21,40 0,853
FA (UI/L) 133,45+198,85 108,85+89,21 0,489
GGT (U/L) 14,0545,83 15,97+6,97 0,235
ALT (U/L) 27,85+14,76 30,03+14,59 0,563
Colesterol (mg/dL) 102,25+39,53 125,13+38,32 0,010*
Triglicerideos g/dL) 23,70+8,77 23,25+7,37 0,959
Glicose (mg/dL) 65,30+13,66 68,11+21,92 0,863

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pelo autor (2020).

6.4 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo de prevaléncia para T. vivax em bovinos da raca Crioula
Lageana. Os dados epidemiologicos encontrados caracterizam a populacdo avaliada sob a
situacdo de instabilidade enzootica para a infecgdo (SMITH, 2000).

Essa caracteristica pode tornar os animais mais propensos a doenca clinica e ao
aparecimento de surtos, ndo sendo verificado em animais deste grupo racial, uma vez que todos
0S animais mostraram-se sem a presenca de sinais clinicos compativeis no momento da coleta
das amostras.

Segundo Desta, Ayalew, Hegde (2012), a doenca clinica surge normalmente em periodos
chuvosos e quentes, propiciando o crescimento e reproducdo de vetores. A baixa manifestacdo da
infeccdo na populacdo de animais da raca Crioula Lageana, provavelmente esteja atrelada a esta
caracteristica, pois em grande parte do ano, o clima frio da regido do Planalto Catarinense, dificulta
a proliferacdo e reproducéo dos vetores (SILVA et al., 2010).

Os resultados foram inferiores a prevaléncia encontradas em Pernambuco (14%) (GUERRA
et al., 2013) e Minas Gerais (50%) (BARBIERI et al., 2016), e superiores aos da Paraiba (0%)
(COSTA et al., 2013), todos realizados pela técnica da RIFI.

A variacdo nas prevaléncias entre os estudos mencionados pode estar atrelada a diferentes
formas de manejo, incluindo uso de anti-parasitarios, além de fatores ligados aos vetores, como sua
distribuicdo e competéncia vetorial (SWAY; KAAYA, 2012). Ainda, vale ressaltar que esses
estudos foram realizados em diferentes estacdes do ano, implicando em taxas de infeccdo variadas,

visto que a populacdo de vetores aumenta conforme a estacdo climatica (ONDITI et al., 2007).
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Outro fator importante a ser considerado é a grande variagao nas ragas utilizadas nos estudos devido
ao fendbmeno chamado tripanotolerancia, oque pode estar presente em animais da raca Crioula
Lageana.

Contradizendo os resultados observados neste trabalho, ha que se verificar as diferencas
entre as metodologias utilizadas, visto que o teste da RIFI, Unico teste empregado nos trabalhos
mencionados, avalia a presenca de anticorpos contra 0 agente, ao passo que a PCR possibilita
detectar a presenca do proprio agente parasitando os animais no momento das andlises, indicando
infeccdo ativa (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Os métodos de analise RIFI e PCR apresentaram concordancia de avaliacdo de 92% para o
vetor T. vivax. Essa alta concordancia entre os testes deve-se ao elevado nimero de negativos
observados para ambos (MC HUGH, 2012). O ideal, para esta avaliacdo, e para poder elucidar a
concordancia estre os testes RIFI e PCR, seria utilizar apenas animais positivos para o agente,
podendo assim comparar 0s testes, situacdo esta, que seria possivel através de infeccdo
experimental em um grupo de animais.

A confiabilidade acessada pelo teste de Cohen’s Kappa foi de 0,071+0,02 para o vetor T.
vivax, valor considerado nulo, com menos de 4% de dados confiaveis (MC HUGH, 2012). A baixa
confiabilidade esta associada a baixa consisténcia entre os métodos. Em nenhum caso ambos
métodos diagndsticos foram positivos para T. vivax. Testes sorologicos devem ser associados a
moleculares, podendo ser evidenciado infeccOes ativas através da deteccdo do DNA do agente
(PCR), e anticorpos oriundos de infec¢des ocorridas em algum momento na vida do hospedeiro,
ndo havendo infeccdo ativa, ou ainda, infeccdes crénicas, apresentando baixa parasitemia (RIFI)
(FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Ainda assim, todos os animais encontravam-se clinicamente higidos, sem sinais clinicos
compativeis com a tripanossomiase.

Animais clinicamente positivos para a tripanossomiase causada pelo T. vivax apresentam
sinais clinicos como febre, anemia, inapeténcia, perda de peso e fraqueza progressiva, apatia,
abortamento, sindromes hemorragicas e alteracdes neuroldégicas como incoordenacdo motora,
tremores musculares e cegueira (BATISTA et al., 2007).

A auséncia de animais apresentando a doenca clinica nos rebanhos da raca Crioula

Lageana ndo permitiu comparar as variaveis clinicas entre animais positivos e negativos para
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T. vivax, doentes ou ndo. Todos os animais infectados por essa hemoparasitose foram
considerados subclinicos, visto que os pardmetros aferidos confirmaram esta condicdo.

Bovinos apresentando tripanossomiase, porém mantendo-se na condi¢do de portadores
subclinicos, sdo potentes contaminantes para outros animais, sendo considerados reservatorios do
agente (SHARMA et al., 2013).

A ocorréncia de surtos da doenga em infecgdes naturais ou experimentais permitiria uma
comparacdo mais precisa das variaveis clinicas, hematoldgicas e bioquimicas entre animais
saudaveis ou doentes, podendo ser observado as diferentes manifestacGes entre os animais que
desenvolvem a forma clinica da doenca com aqueles que se tornam subclinicos.

Concordando com Moura et al. (2009a), a infeccdo por T evansi ndo desencadeou anemia
nos animais ndo havendo diferenga entre positivos e negativos, demonstrando que a infeccéo
subclinica pelo agente ndo causa alteracdes como esperaradas quando manifestando a doenca
clinica. Animais infectados por T. vivax apresentaram anemia em decorréncia de hemolise intra e
extravascular, diminuigéo ou inibicdo da eritropoiese, e hemorragias. (FRANGE, 2013).

A anemia € o parametro hematologico mais comumente associado a tripanossomiase por T.
vivax (BATISTA et al., 2008). Este estudo contraria o resultado da infeccao experimental relatada
por Maxie, Losos e Tabel (1979), que evidenciaram o desenvolvimento de anemia macrocitica
hipocrémica, associado também a trombocitopenia.

Isto levanta a possibilidade e a importancia de novos estudos, no que diz respeito a
investigar uma possivel tolerancia ou resisténcia desses animais perante a infec¢do, visto que
nenhuma alteracdo significativa foi reportada neste estudo, em animais acometidos pelo agente.

O namero de plaquetas foi maior no grupo positivo, porém, os valores dos dois grupos
apresentaram-se dentro dos valores de referéncia para a espécie, nao sendo possivel encontrar na
literatura consultada essa variacdo, nao sendo correlacionado estes valores com a infeccao (JAIN,
1993).

Bovinos com tripanossomiase causada pelo T. vivax, comumente apresentam
trombocitopenia devido ao consumo de plaguetas para a formacdo de microtrombos induzidos
pelo parasita (FRANGE, 2013), ndo havendo este comportamento em animais considerados
subclinicos neste estudo.

Em relacdo as variaveis bioguimicas, e concordando com Do Nascimento (2015), o

colesterol foi menor nos animais positivos para a infeccdo. Apesar de haver diferenca entre os
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grupos, a média dos valores de colesterol dos animais positivos e negativos permaneceu dentro
dos valores de referéncia para a espécie segundo Pogliani et al. (2007). Ja em relacdo a descrito
por Kaneko (1997), o valor de colesterol do grupo negativo, permaneceu levemente acima dos
valores de referéncia.

Valores menores de colesterol em animais positivos, demonstram que o metabolismo
energético dos animais deste grupo estava direcionado nos processos oxidativos de lipideos,
podendo ocorrer em virtude de inadequado fornecimento energético na dieta ou consumo de
reservas energéticas pelo tripanossoma (KADIMA et al., 2000).

As diferencas encontradas sdao consideradas inespecificas e nenhuma explicacdo concreta
para tais alteracfes foi encontrada na literatura, ndo podendo associar Unica e exclusivamente com
a infeccdo pelo agente T. vivax.

Algumas racas de bovinos sdo relativamente resistentes a tripanossomiase por apresentar
resisténcia natural a infec¢do e permanecerem na condicdo de portadores subclinicos, mantendo-
se clinicamente sadios, mesmo na presenca do agente, fendmeno denominado de tripanotolerancia
(FRANGE, 2013).

Sabe-se que o efeito raga esta intimamente relacionada a esta condigdo, sendo que na
Africa a raca Sheko, de origem taurina, é considerada tripanotolerante (SCHENK et al., 2001;
DESTA, AYALEW, HEDGE, 2012), bem como a N’Dama, que possui a mesma caracteristica.

Resisténcia ou tolerancia frente a doencas estdo entre as caracteristicas mais valiosas das
racas nativas, sendo uma potente ferramenta de controle e prevencdo, quando utilizadas essas
racas em programas de selecdo e melhoramento genético, principalmente em regifes onde a
doenca possui carater endémico (FIORAVANTI et al., 2020).

A raca Crioula Lageana, por ter sofrido selecdo natural em condi¢cfes adversas, tornou-se
muito produtiva e adaptada (MARIANTE; CAVALCANTE, 2000). Os resultados encontrados
na avaliacdo clinico, hematologia e bioquimica sérica dos animais infectados naturalmente por
T. vivax sugerem que a infeccdo ndo desencadeia a doenca clinica, levantando-se a hipotese de
que a raca Crioula Lageana, da mesma forma, possa possuir a resisténcia observada em racas
africanas, oriunda também de animais Bos taurus.

As condicBes ambientais, climaticas e nutricionais indspitas encaradas por bovinos daraca

Crioula Lageana, podem ser um fator determinante na caracteristica de ser um possivel
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tripanotolerante, visto que esta particularidade possui origem genética e ambiental, podendo variar
em relacdo as condi¢des de estresse e estado nutricional (SCHENK, et al., 2001).

Estudos futuros podem determinar se a possivel resisténcia ou tolerancia a T. vivax pelos
animais da raca Crioula Lageana podem estar mais associadas a raca em particular, ou
simplesmente as linhagens bovinas, ou ainda a fatores ambientais, climéticos e nutricionais.

A presenca de genes que possam conferir esta caracteristica aos animais € uma ferramenta
que pode auxiliar na determinacdo se ha realmente resisténcia ou ndo neste grupo racial
(DUANGIJINDA et al., 2013).

VariacGes antigénicas do parasita também sdo um fator possivelmente capaz de interferir
nas manifestacdes dos bovinos perante a infeccdo (FRANGE, 2013) de forma que a possivel
deteccéo destas variagdes auxiliaria na comprovacao da suposta resisténcia ou tolerancia de
animais da raca Crioula Lageana a enfermidades (CASA, 2019).

6.5 CONCLUSAO

A prevaléncia de T. vivax foi nula pela técnica de PCR e baixa pela RIFI caracterizando
instabilidade enzootica em bovinos da raca Crioula Lageana no estado de Santa catarina. Os
bovinos ndo apresentaram alteracGes clinicas, hematologicas ou bioquimicas que possam ser
justificadas pela presenca do agente, sendo considerados portadores assintomaticos, néo

ocorrendo manifestacdo clinica da doenga em animais parasitados.
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7 CONCLUSAO

A prevaléncia de T. evansi e T. vivax em bovinos da raca Crioula Lageana, obtida pelas
técnicas de PCR e RIFI é baixa, de modo a colocar os animais em situacdo de instabilidade
enzootica para a tripanossomiase

Os bovinos da raca Crioula Lageana infectados naturalmente por T. evansi e T. vivax,
ndo apresentam alteracGes nas variaveis clinicas, hematoldgicas e bioquimicas que possam ser
justificadas pela presenca dos hemoparasitos nos animais, sendo considerados portadores

assintomaticos.



