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RESUMO

COSTA, Renata Vitoria Campos. Trypanosoma vivax em bovinos no estado do Rio de
Janeiro 2018. 67 p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia Animal). Instituto
de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2018.

As tripanossomiases sdo enfermidades causadas por espécies do género Trypanosoma. Em
bovinos a tripanossomiase é causada pelo Trypanosoma vivax que tem origem na Africa
tropical, onde a enfermidade representa um obstaculo para o desenvolvimento da pecuaria. A
expansdo da enfermidade para as Américas ocorreu durante a colonizagéo europeia, na década
de 1830, e o deslocamento dos rebanhos e a adaptacao do parasito a transmissao mecanica por
moscas hematofagas possibilitou a disseminacéo dessa parasitose. No Brasil a infeccao por T.
vivax em bovinos foi relatada pela primeira vez no estado do Para, em 1944, e atualmente a
presenca do parasito ja foi registrada em diversos estados. Este estudo teve como objetivo
relatar os aspectos epidemiolégicos e clinico-patoldgicos da infeccdo natural por T. vivax em
bovinos no estado do Rio de Janeiro. Foram diagnosticados 16 focos de infeccéo
Trypanosoma vivax em bovinos, em 13 municipios do estado do Rio de Janeiro, entre abril de
2016 a outubro de 2018. Destes, 12 focos foram estudados com base nos dados
epidemioldgicos, sinais clinico-patologicos e exames laboratoriais. Os animais clinicamente
afetados apresentaram anemia, diminuicdo do apetite, diminuicdo significativa na producdo de
leite, emagrecimento progressivo, fraqueza, alteracdes reprodutivas, diarreia e sinais
neuroldgicos. Em alguns animais o quadro evoluiu para a morte. O diagndstico laboratorial
(exames parasitoldégico, molecular, necropsia e histopatoldgico) foi realizado em 284
amostras de sangue total e tecidos coletados de 280 bovinos. Os exames parasitolégicos
realizados em esfregacos de capa leucocitaria resultaram positivos em 25 amostras
provenientes de seis dos 12 focos estudados. O diagndstico molecular através da reacdo em
cadeia de polimerase convencional (cPCR), realizado em amostras de sangue total, detectou
46 amostras positivas em cinco dos 12 focos e em mais sete amostras positivas em fragmentos
de tecidos coletados. A cPCR apresentou elevada sensibilidade diagnodstica quando
comparada aos métodos parasitoldgicos. Das 12 vacas que morreram, nove apresentaram
sinais neurolégicos e, ao exame histoldgico, foram encontradas alteracdes inflamatorias
principalmente no sistema nervoso central e coragdo, caracterizadas por meningoencefalite e
miocardite linfohistiocitaria multifocal; no sistema nervoso central dos animais estas lesdes
ocorreram com maior intensidade no cerebro em relacdo a medula. A tripanossomiase em
rebanhos bovinos no estado do Rio de Janeiro traz preocupacdo devido ao seu potencial em
causar prejuizos econémicos e, em face da inespecificidade dos sinais clinicos, os exames
laboratoriais sdo fundamentais para elucidar o diagnostico.

Palavras chave: Trypanosoma vivax, bovino, tripanossomiases.



ABSTRACT

COSTA, Renata Vitéria Campos. Trypanosoma vivax em bovinos no estado do Rio de
Janeiro 2018. 67 p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia Animal). Instituto
de Veterinéria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2018.

Trypanosomiasis is a disease caused by species of the genus Trypanosoma. In cattle
trypanosomiasis is caused by Trypanosoma vivax that originates in tropical Africa, where the
disease represents an obstacle to the development of livestock. The spread of disease to the
Americas occurred during European colonization in the 1830s, and the displacement of the
herds and the adaptation of the parasite to mechanical transmission by hematophagous flies
allowed the spread of this parasite. In Brazil, T. vivax infection in cattle was reported for the
first time in the State of Pard, in 1944, and the presence of the parasite has been reported in
several states. This study aimed to report the epidemiological and clinical-pathological
aspects of T. vivax natural infection in cattle in the state of Rio de Janeiro. Sixteen foci of
Trypanosoma vivax infection were diagnosed in cattle in 13 municipalities in the state of Rio
de Janeiro between April 2016 and October 2018. Of these, 12 outbreaks were studied based
on epidemiological data, clinical-pathological signs and laboratory tests. Clinically affected
animals presented anemia, decreased appetite, significant decrease in milk production,
progressive weight loss, weakness, reproductive abnormalities, diarrhea and neurological
signs. In some animals the picture evolved to death. The laboratory diagnosis (parasitological,
molecular, necropsy and histopathological examinations) was performed on 284 whole blood
samples and tissues collected from 280 cattle. Parasitological exams performed on leukocyte -
layer smears were positive in 25 samples from six of the 12 foci studied. Molecular diagnosis
using conventional polymerase chain reaction (cPCR), carried out on whole blood samples,
detected 46 positive samples in five of the 12 foci and in seven other positive samples in
tissue fragments collected. The cPCR presented high diagnostic sensitivity when compared to
parasitological methods. Of the 12 cows that died, nine presented neurological signs and, on
histological examination, inflammatory alterations were found mainly in the central nervous
system and heart, characterized by meningoencephalitis and multifocal myocarditis; in the
central nervous system of the animals these lesions occurred with greater intensity in the brain
in relation to the marrow. Trypanosomiasis in bovine herds in the state of Rio de Janeiro is of
concern because of its potential to cause economic losses and, due to the lack of specificity of
clinical signs, laboratory tests are fundamental to elucidate the diagnosis.

Key words: Trypanosoma vivax, bovine, trypanosomiasis.
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1. INTRODUCAO

As tripanossomiases sdo enfermidades causadas por espécies do género Trypanosoma,
protozoarios dotados de flagelo que possibilitam o movimento em meio liquido,
principalmente na corrente sanguinea de seus hospedeiros vertebrados.

Trypanosoma spp. parasita um nimero variado de espéecies animais, tanto domésticas
como silvestres. A ocorréncia de tripanossomiases em animais de producdo causa diminuigédo
da producdo nos rebanhos acometidos e consequentemente, perdas econdmicas nas
propriedades e regides afetadas.

A tripanossomiase causada pelo T. vivax tem origem na Africa tropical onde a
enfermidade, conhecida como “Nagana”, afeta frequentemente bovinos, mas também ovinos,
caprinos, equideos e camelideos. No continente Africano, a transmissdo entre os animais
domeésticos ocorre, principalmente, através de vetores bioldgicos em regibes infestadas pelas
moscas do Género Glossina, conhecidas como Tsé-tsé, mas também mecanicamente, atraves
de outras moscas hematdfagas.

O impacto econdmico causado pela enfermidade em regides endémicas da Africa é de
grande importancia, principalmente nas regibes da Africa tropical, onde a enfermidade
representa um obstaculo para o desenvolvimento da pecuéria.

Na América do Sul, as espécies de tripanosomas que causam enfermidades em animais
de producdo pertencem as espécies T. evansi, T. vivax e T. equiperdum; T. vivax é
principalmente um parasito de ruminantes (bovinos, ovinos, caprinos e bufalos).

A expansdo da enfermidade para as Américas ocorreu por volta da década de 1830
através da comercializacdo de bovinos, por colonizadores europeus. Postula-se que o
deslocamento dos rebanhos e a adaptagdo do parasito a transmissdo mecéanica por moscas
hematofagas, possibilitou a disseminacdo da infeccdo por T. vivax nas Américas Central, do
Sul e Caribe.

A tripanossomiase por T. vivax em bovinos € caracterizada pela presenca de um
quadro de anemia seguida de perda da condi¢do corporal, reducdo da produtividade e,
frequentemente, alta letalidade. Nas Américas, tanto em paises e regibes onde a enfermidade
ocorre de forma endémica, como também em &reas ndo endémicas onde ocorrem surtos, a
infecgdo por T. vivax em rebanhos bovinos de pecuéria de leite e corte vem causando perdas
econbmicas significativas. As perdas sdo tanto diretas devido a mortalidade, doenca e
diminuicdo da producdo, como indiretas devido a gastos com diagndéstico, tratamento e
controle.

No Brasil, o primeiro relato de infeccdo por T. vivax ocorreu em bufalos no estado do
Para, em 1972. Posteriormente, focos em bovinos, ovinos e bufalos foram relatados em 1981.
Na regido do Pantanal (MT e MS), os primeiros relatos em bovinos foram realizados nos
estados do Mato Grosso (1996) e do Mato Grosso do Sul (2000).

Na regido Norte e no Pantanal (MT e MS), a enfermidade apresenta carater endémico,
enguanto que nas outras regides a doenca é considerada ndo endémica, com focos isolados e
vinculos epidemioldgicos proximos.

Apbs os registros de T. vivax no Pantanal (MT e MS), diversos outros estados
(Maranh&o, Paraiba, Tocantins, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Pernambuco, Séo Paulo,
Goias, Piaui e Sergipe) ja apresentaram registros de focos de infeccdo por T. vivax em
bovinos. Mas séo regides onde a tripanossomiase ainda ndo é considerada endémica.

O objetivo deste estudo foi relatar os aspectos epidemioldgicos e clinico-patoldgicos da
infeccdo natural por T. vivax em bovinos no estado do Rio de Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia e Taxonomia

Trypanosoma vivax € um protozoario da ordem Kinetoplastida, subordem
Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae, que contém oito géneros (Trypanosoma,
Leishmania, Endotrypanum, Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas, Herpetomonas e
Phytomonas); T. vivax pertence ao género Trypanosoma, subgénero Duttonella (HOARE,
1972; JONES; SILVA et al., 2002HUNT, 2011).

Assim como todos o0s outros parasitos do género Trypanosoma, T. vivax & um
protozoario digenético com ciclo de vida que alterna entre dois hospedeiros: um invertebrado,
que representa o hospedeiro intermediério ou vetor, e um hospedeiro vertebrado, onde 0s
parasitos vivem e se multiplicam na corrente sanguinea e/ou tecido animal (HOARE, 1972;
JONES; HUNT, 2011).

As espécies do género Trypanosoma sdo divididas em duas grandes secoes,
caracterizadas pelo modo de transmissao e desenvolvimento no vetor. Nas espécies da secdo
Salivaria o ciclo de desenvolvimento do parasito no interior do inseto vetor é completado no
tubo digestivo anterior e a transmissao é por inoculacdo durante a alimentacdo. Nos parasitos
da secdo Stercoraria o ciclo de desenvolvimento no interior do vetor é completado no tubo
digestorio posterior e a transmissdo é por contaminacdo fecal. Trypanosoma vivax e outros
tripanosomas patogénicos para a 0s animais domésticos presentes na Ameérica Latina
pertencem todos a se¢do Salivaria (HOARE, 1972; RADOSTITS et al., 2000; DESQUENES,
2004).

Trypanosoma vivax, T. brucei brucei, T. congolense e T. simiae sdo as quatro
principais espécies responsaveis por causar tripanossomiase em mamiferos domésticos na
Africa, e pertencem a secdo Salivaria (Figura 1). Os tripanosomas patogénicos para 0S
animais domésticos presentes na América Latina também pertencem todos a secdo Salivaria,
subgénero Duttonella para T. vivax, e Trypanozoon para T. evansi e T. equiperdum (HOARE,
1972; RADOSTITS et al., 2000; DESQUENES, 2004).



Genra

Trypanossoma
Subgenra _ T
Herpertosoma  Megatrypanum  Schizotrypanum | | Tejeraia Duttonela ~ Nannomonas  Trypanozoon Pycnomonas
Species T.(H) lewisi T.(M) theiteri T(S) cruzi T(T)rangeti ~ 1(D.) vivax (N, siminae T(T) equiperdum TP suis
T(H)muscuti (M) metophagium  T(S.) dionisi 1(D) uniforme  T(N.) godfreyi  1.7) gyansi
T.(H.) microfi T.(M.) mazamarum T(N.) congolense T(T) brucei
T.(M.) ingens . T.(T) b. brucei
, Types: savannah T(T) b. thadesiense
Subspecies forest T(T) b. gambiense
Kifih
Tsavo
Sections A. stercoraria B.salivaria

Figura 1. Classificagdo dos principais tripanosomas de mamiferos (de acordo com a OMS). Fonte: Adaptado de DESQUENES, 2004.



2.2 Morfologia

Trypanosoma spp., de modo geral, sdo protozoarios de corpo longo, delgado, que
apresentam Kinetoplasto e flagelo. S&o parasitos que vivem no sangue e em outros tecidos
organicos de hospedeiros vertebrados e, com a ajuda do flagelo, se locomovem nos fluidos
corporeos, tracando seu caminho entre as celulas. As espécies de tripanosomas podem diferir
no tamanho e na forma. A observacao dessas caracteristicas € Util para definir e classificar as
espécies (CONNOR; BOSSCHE, 2005).

Os parasitos do género Trypanosoma podem apresentar cinco diferentes estagios de
desenvolvimento: promastigota, epimastigota, sphaeromastigota e tripomastigota. Embora a
forma tipica encontrada no sangue dos hospedeiros vertebrados seja a tripomastigota, os
tripanosomas podem assumir qualquer um destes estagios e aparecer em diferentes
combinagBes, em varios periodos do seu ciclo de vida digenético, tanto em vertebrados quanto
nos vetores invertebrados, dependendo da espécie (HOARE, 1972).

Algumas formas extravasculares, cuja morfologia as vezes difere das formas da
corrente sanguinea, tém sido descritas ocasionalmente para T. vivax, regularmente para T.
evansi e frequentemente para T. equiperdum e T. cruzi. Para fim de diagnostico de rotina
(através de amostras de sangue) as formas encontradas na corrente sanguinea, delgadas ou
tripomastigotas, séo descritas na literatura com maior frequéncia e detalnamento de suas
caracteristicas (HOARE, 1972; DESQUENES, 2004).

Trypanosoma congolense € menor e mais lento do que T. vivax. Possui menor
comprimento, com kinetoplasto marginal, sem flagelo livre e sem membrana ondulante
proeminente. Trypanosoma brucei brucei é grande como T. vivax, porém é pleomorfico e
pode ocorrer na forma longa e delgada, na forma intermediaria ou na forma curta e achatada.
Nas formas delgadas e intermediérias, possui um longo flagelo, extremidade posterior
alongada, kinetoplasto subterminal e membrana ondulante proeminente, enquanto na forma
achatada se assemelha ao T. congolense, porém € maior e possui a membrana ondulante
proeminente. Trypanosoma simiae, encontrado no sangue de suinos, € morfologicamente
indistinguivel de T. congolense (HOARE, 1972; RADOSTITS et al., 2000).

Trypanosoma vivax apresenta um flagelo longo e livre e uma membrana ondulante n&o
muito proeminente. Por pertencer ao subgénero Duttonella, possui um kinetoplasto grande,
arredondado e subterminal, localizado entre a extremidade posterior e o nucleo. O nicleo se
localiza proximo a extremidade anterior. A extremidade posterior de T. vivax é arredondada
(HOARE, 1972; D’AVILA et al., 1997; RADOSTITS et al., 2000; DESQUENES, 2004).

Na Africa, T. vivax passa por um ciclo polimoérfico de desenvolvimento em seus
hospedeiros, nos quais as formas delgadas (tripomastigotas) na corrente sanguinea, uma vez
reconhecidas pelos anticorpos do hospedeiro, ddo lugar as formas achatadas que apresentam
novos antigenos de superficie. Nas Américas, T. vivax é transmitido mecanicamente e
somente formas delgadas sdo encontradas (HOARE, 1972; DESQUENES, 2004). A forma
delgada (tripomastigota) de T. vivax esta ilustrada na Figura 2.

A morfometria da forma sanguinea do parasito T. vivax foi citada em estudos
morfolégicos realizados por Hoare (1972). As cepas africanas de T. vivax apresentam largura
média entre 1,5 a 3um e a faixa de comprimento total de ¢ de 18um a 31pm (incluindo o
flagelo livre, que mede 3-6pm, em média), com média de 21um a 254um. Ja T. vivax de
cepas sul-americanas sdo ligeiramente menores, com médias de 16-26,5um, mas permanecem
dentro da faixa estabelecida para T. vivax. As formas mais curtas estdo associadas a cepas que
causam doenca aguda em bovinos na regido oeste da Africa, enquanto que formas mais longas
se associam a cepas que causam infeccdo cronica no leste da Africa. Além do comprimento
total, indices biométricos sdo utilizados para confirmar o diagnéstico de espécie e comparar
eventuais diferencas entre cepas (SILVA et al., 1996).



As medidas de comprimento total de T. vivax encontrados no sangue de bovinos
naturalmente infectados no Brasil e na Bolivia, foram comparadas por Davila et al. (1997),
que concluiram que as formas mais curtas detectadas poderiam estar relacionadas com a
doencga aguda observada por eles.

No primeiro foco descrito no Brasil (SHAW; LAINSON, 1972), as dimensfes de T.
vivax relatadas foram de 22,77um (variando de 19,2um para 25,0um), enquanto que Silva et
al. (1996) encontraram, no Pantanal, formas um pouco mais curtas, com médias de 18,73 um
(variando de 11,34 um a 21,87 um). Ainda Linhares et al. (2006), em um foco no Tocantins,
obteve uma média de 19,42 um, ¢ no primeiro relato no Maranhdo, em 2003, os parasitos
encontrados apresentavam médias biométricas de 19,9 um (GUERRA et al., 2008) e variagéo
de 15,38 um a 24,26 um de comprimento total. Nos focos de Minas Gerais, as dimensdes
foram de 19,89 um + 2,15 (CUGLOVICE et al., 2010).

Além do comprimento total, indices morfométricos (Figura 3) sdo utilizados para
confirmar o diagnostico de espécie e comparar eventuais diferengas entre cepas (HOARE,
1972; DESQUENES, 2004).

Terminal large kinetoplast

N

Inconspicuous
undulating membrane

—

Free flagellum always present

Figura 2. Trypanosoma vivax: formas tripomastigotas encontradas no sangue de bovinos
naturalmente infectados. Fonte: SILVA et al., 2003.



Figura 3: Indices biométricos dos tripanosomas. L: Comprimento total (incluindo o
flagelo livre); PK: Distancia do final da extremidade posterior ao cinetoplasto; KN: do
cinetoplasto ao meio do ndcleo; PN: do final da extremidade posterior ao meio do ndcleo;
NA: do meio do nucleo ao final da extremidade anterior; F: comprimento do flagelo livre;
K: Cinetoplasto. Fonte: SILVA et al., 2003.

2.3 Ciclo Biologico e Transmissao

Trypanosoma vivax sdo parasitos digenéticos que requerem dois hospedeiros para
completar seu ciclo. No ciclo bioldgico sdo transmitidos para o hospedeiro vertebrado através
de inoculacdo pela saliva de um vetor (insetos hematdfagos), durante o repasto sanguineo.
Nos hospedeiros vertebrados eles se multiplicam no sangue, tecidos e fluidos e séo ingeridos
pelos vetores hemat6fagos invertebrados onde se desenvolvem em seu interior (HOARE,
1972; DESQUENES, 2004).

Os hospedeiros vertebrados de T. vivax sdo ruminantes incluindo bovinos, bubalinos,
caprinos, ovinos, camelos, varias espécies de antilopes selvagens, e raramente equinos
(DESQUENES, 2004; RIET — CORREA, 2007). No Brasil os principais hospedeiros sdo
bovinos, seguidos de bubalinos, caprinos e ovinos. A infeccdo em equinos nunca foi relatada.

Na Africa os vetores biologicos sdo moscas hematdfagas do género Glossina,
conhecidas como Tsé-tsé. Além do ciclo bioldgico original e predominante na Africa, a
transmissdao mecanica também pode ocorrer, tanto pelas moscas Tsé-tsé como por outras
espécies hematdfagas (HOARE, 1972; CONNOR; BOSSCHE, 2005; JONES; HUNT, 2011).

Nas Américas, na auséncia do vetor biolégico (Glossina spp), T. vivax conseguiu
adaptar-se a transmissdo mecanica por moscas hematofagas do género Tabanus e por
Stomoxys calcitrans. Estes vetores sao capazes de transmitir formas sanguineas do parasito
diretamente de um hospedeiro vertebrado para outro, quando o repasto sanguineo €
interrompido e seguido da alimentacdo (em um periodo inferior a 10 minutos) em outro
animal (OTTE; ABUABARA, 1991; PAIVA et al, 2000; DESQUESNES 2004,
BALDACHINO et al., 2013).

Apesar da habilidade para transmitir os tripanosomas mecanicamente ser de curta
duracéo e depender da sobrevivéncia dos parasitos nas pecas bucais do inseto, infeccdes em



fase de alta parasitemia podem ser compensatorias e facilitar a transmissdo mecanica (PAIVA
et al., 2000, RADOSTITS et al., 2000; DESQUESNES, 2004,; RIET-CORREA, 2007).

Trypanosoma vivax vem se dispersando no territorio brasileiro para areas onde 0s
vetores estdo presentes. A transmissdo baseada na presenga de moscas hematofagas e a alta
prevaléncia de infeccdo por T. vivax em bovinos, associada a um aumento na populacao
destes vetores em propriedades foi sugerida por diversos autores que estudaram focos de
infeccdo por T. vivax na Ameérica Latina e no Brasil (OTTE & ABUABARA, 1991; SILVA et
al., 2006; BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008; CUGLOVICE et al., 2010; PAIVA
et al., 2010; CADIOLI et al., 2012; PIMENTEL et al., 2012; LOPES et al., 2018).

A maior incidéncia da enfermidade ocorre principalmente durante a estacdo chuvosa
no Pantanal, época associada a condicGes favoraveis para o desenvolvimento dos vetores e
aumento de suas populacdes que influenciam na transmissdo do parasito. J& regifes com
baixos indices pluviométricos, periodos longos de seca e alta temperatura ndo apresentam
condigbes favoraveis ao desenvolvimento dos vetores (PAIVA et al., 2000; DAVILA et al,
2003; GUERRA et al., 2013; MADRUGA 2009).

Enquanto na Africa, T. vivax possui muitos reservatorios silvestres (artiodactilos,
perissodactilos e até carnivoros), na América do Sul o unico animal selvagem encontrado
infectado até 0 momento foi o veado (Odocoileus gymnotis), na Venezuela (OSORIO et al.,
2008).

No Brasil, nas extensas areas de pecuaria do Pantanal, cervideos podem ser um
reservatorio para o parasito. Porém, na falta de evidéncias, s6 se pode supor que O
estabelecimento de T. vivax € inteiramente dependente de seus hospedeiros domésticos.
Bufalos e bovinos sdo reservatorio de T. vivax na regido do Pantanal (D’AVILA et al., 2003;
SILVA et al.; 2004), mas caprinos e ovinos tambem sdo relatados como reservatorios
potenciais (BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008; PIMENTEL et al., 2012).

Bovinos infectados e assintomaticos sdo potenciais causas de difusdo do parasito.
Estudos em regides ndo endémicas relatam que surtos da enfermidade podem ter ocorrido
apos a introducdo de rebanhos com infeccdo subclinica, oriundos de areas endémicas ou de
ocorréncia recente. Além de bovinos, o deslocamento de bubalinos, caprinos e ovinos
assintomaticos também representa risco potencial de introducdo da enfermidade (BATISTA et
al., 2007; GUERRA et al., 2008; DA SILVA et al., 2009; MADRUGA, 2009; PIMENTEL et
al., 2012; GERMANO et al., 2017; VIEIRA et al, 2017).

A aplicacgdo de ocitocina na veia mamaria com a utilizacdo da mesma agulha e seringa
para todos os animais de um rebanho foi uma pratica amplamente relatada em estudos de
diversos focos de infeccdo em bovinos por T. vivax, como préatica indutora da disseminacao
via sanguinea do parasito entre os animais, principalmente vacas em lactacdo. Até mesmo a
aplicagédo de vacinas por via subcutanea, com agulhas compartilhadas, foi relatada como uma
possivel causa da disseminacdo do T. vivax (LINHARES et al., 2006; ABRAO et al., 2009;
GALIZA etal., 2011; GERMANO et al, 2017; VIERA et al., 2017).

A possibilidade de existir transmissdo vertical ndo foi comprovada até 0 momento.
No entanto, estudos detectaram bezerros nascidos durante surtos e mantidos afastados das
vacas em lactacdo que apresentaram sinais clinicos, parasitemia e morte (BATISTA et al.,
2007).

2.4 Origem e Distribuicdo Geografica de Trypanosoma vivax

Na Africa, existem muitas espécies do género tripanosoma que sio patogénicas para
mamiferos, incluindo o homem. O primeiro relato que associou o género Trypanosoma com
doengas ocorreu na india, por Evans, em 1880 que encontrou o parasito no sangue de camelos
e cavalos doentes devido a uma doenga conhecida localmente como “Surra”, ¢ que hoje em
dia sabe-se que é causada por T. evansi. Posteriormente, Bruce descobriu em Zuzuland, Sul da
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Africa, que o género Trypanosoma também era causador da doen¢a chamada “Nagana”, ou
“Tse-tse fly disease” (HOARE, 1972; CONNOR; BOSSCHE, 2005).

A ecologia e distribuicdo das moscas Tse-tsé (género Glossina), constitue o principal
fator determinante das tripanossomiases na Africa, principalmente nas regides da Africa
tropical, ao sul do deserto do Saara. A “doenca do sono”, como ¢ conhecida a tripanossomiase
humana na Africa, é causada pelos T. brucei rhodesiense e T. brucei gambiense e é
responsavel por mais de 45.000 mortes por ano. No sul da Africa as tripanossomiases nos
animais sdo conhecidas como “Nagana” e sdo causadas por T. vivax, T. brucei brucei, T.
congolense e T. simae, e acometem bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos e ruminantes
silvestres (DESQUENES, 2004; CONNOR; BOSSCHE, 2005).

Trypanosoma vivax foi descrito pela primeira vez na Africa por ZIEMANN, e foi
encontrado no sangue de ruminantes domésticos, em Camardes. Na Africa tropical T. vivax é
prevalente na maior parte do oeste, centro, sul e leste da Africa, principalmente em regides
com a presenca da mosca Tse-tsé, mas também em outras regides na auséncia desta (HOARE,
1972; RADOSTITS et al., 2000; DESQUENES, 2004; CONNOR; BOSSCHE; 2005).

A tripanossomiase se espalhou para outros continentes e paises, devido a importacéo
de gado. Nas Américas Central e do Sul, o estabelecimento da espécie T. vivax ocorreu pela
importagdo de rebanhos pelos colonizadores espanhois e portugueses, sobretudo de gado
zebu, oriundo do Senegal, por volta de 1930, para a Guiana Francesa e ilhas de Martinica e
Guadalupe (HOARE, 1972; WELLS et al., 1984; CONNOR; BOSSCHE, 2005).

A primeira ocorréncia do T. vivax nas Américas foi registrada na Guiana Francesa,
em 1919 (LEGER; VIENNE, 1919). Posteriormente a este caso inicial, ocorreu o
aparecimento de focos em outros paises da América do Sul e Central, como Colémbia,
Venezuela, Bolivia e algumas ilhas do Caribe (WELLS et al., 1984; MELENDEZ et al., 1993,
SILVA et al., 1997). A disseminacdo do parasito por diversos paises americanos ocorreu em
decorréncia da movimentagdo dos rebanhos (JONES; DAVILA, 2001).

O Quadro 1 apresenta o nome popular das enfermidades, seus hospedeiros, sua
distribuicdo e as espécies de Trypanosoma, respectivamente.

Quadro 1: Tripanossomiases dos animais domésticos e do homem

Enfermidade Espécie acometida Distribuicdo Trypanosoma spp.

Nagana Varios mamiferos Africa Tropical T. brucei brucei, T. congolense
T. vivax, T. simiae

Tripanossomiase/ Ruminantes América do Sul e Central T. vivax
Tripanossomoses — domésticos

Surra/Mal da Equinos e camelos Africa, Asia, Américas T. evansi

Cadeiras

Durina Equinos Africa, Asia, Europa e T. equiperdum
Américas

Doenca dosono  Humanos Africa (central, do Sul, lestee  T. brucei rhodesiense, T brucei
oeste) gambiense

Doenca de Humanos/ Mamiferos América Central e sul dos T. cruzi

chagas EUA

Fonte: Adaptado de RADOSTITIS et al., 2000.




No Brasil, T. vivax foi observado pela primeira vez em 1944, em bovinos da zona
Bragantina no estado do Para (DESQUENES, 2004), e quase 30 anos apdés, foi encontrado em
bufalos no estado do Pard (SHAW; LAINSON, 1972). Outros relatos foram feitos por
Massard et al. (1979) em bafalos no Amap4, e em 1981, focos de infecgdo em bovinos foram
relatados também no Amapa (SERRA FREIRE, 1981).

Em 1995 ocorreu o primeiro surto de tripanossomiase causada por T. vivax em
bovinos, no municipio de Poconé, localizado no Pantanal, em Mato Grosso (SILVA et al.,
1996). Posteriormente, infecgdes por T. vivax em bovinos foram descritas entre 1997 a 1999,
na regido do Pantanal do estado de Mato Grosso do Sul (PAIVA et al., 2000); em 2003, no
Maranhdo (GUERRA, et al., 2008); depois na Paraiba (BATISTA et al., 2007; BATISTA et
al., 2008) e no Tocantins (LINHARES et al., 2006).

Os registros mais recentes ocorreram em Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008, ;
ABRAO et al., 2009; CUGLOVICI et al., 2010), no Rio Grande do Sul (DA SILVA et al.,
2009), em Pernambuco (PIMENTEL et al., 2012), em S&o Paulo (CADIOLI et al., 2012), em
Goids (BARBOSA et al., 2015; BASTOS et al., 2017), em Sergipe (VIEIRA et al., 2017) e no
Piaui (LOPES et al., 2018).

2.5 Formas de Ocorréncia de Trypanosoma vivax no Brasil

Atualmente a tripanossomiase bovina no Brasil é considerada endémica no Pantanal
matogrossense (nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) e em parte do Pard. O
Pantanal representa uma importante area de producdo pecudria, com uma populacdo bovina
elevada, com clima e ambiente favoraveis para o desenvolvimento dos vetores e com ampla
distribuicdo do T. vivax. (PAIVA et al., 2000; DAVILA et al., 2003; MADRUGA 2006;
BATISTA et al., 2008; MADRUGA 2009).

Como a enfermidade é endémica na regido do Pantanal, a disseminacdo para outras
regides do pais torna-se muito provavel e o posterior estabelecimento da enfermidade depende
de fatores como a presenca de ambiente favoravel para o desenvolvimento de vetores (SILVA
etal., 1999; BATISTA et al.2007).

Apds aqueles estudos relatados nas regides endémicas do Pantanal sdo citados surtos
em regides e estados considerados ndo endémicos. Em sua maioria a enfermidade foi relatada
apos a introducdo de animais oriundos de regides endémicas (ou de ocorréncia recente) e onde
exista a presenca dos vetores e/ou praticas de manejo que favorecam a transmissao
(BATISTA et al., 2008, PIMENTEL et al., 2012).

Em um estudo de um surto ocorrido na Paraiba, area ndo endémica, o
acompanhamento da propriedade por dois anos demonstrou que o periodo definido como de
evolucédo da enfermidade no rebanho foi de 4 meses, a taxa de morbidade foi de 49% e a taxa
de mortalidade de 8,4%. Ap0s dois anos a doenca estava ausente e o T. vivax aparentemnte
eliminado do rebanho (BATISTA et al., 2007). Além deste, outros focos em regides e estados
ndo endémicos, tém sido relatados, com evolucdo e taxas de incidéncia semelhantes
(BATISTA et al., 2008; CARVALHO et al., 2008; ABRAAO et al., 2009; GALIZA et al.,
2011; CADIOLI et al., 2012; PIMENTEL et al., 2012; VIEIRA et al., 2017).

2.6 Patogenia

A infeccdo por T. vivax causa, na maioria das vezes, uma doenca progressiva e nem
sempre fatal, que tem como caracteristicas principais a anemia, danos teciduais e
imunossupressao (RADOSTITS et al., 2000).

Ap0s a penetragdo no organismo do hospedeiro, as formas tripomastigotas do parasito
atingem a corrente sanguinea e se multiplicam rapidamente por fissdo binaria, o que leva a
uma parasitemia intermitente, caracteristica da infec¢do. A presenca de T. vivax geralmente
produz um alto nivel de parasitemia, principalmente nos estagios iniciais (fase aguda) da
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infeccdo, que dura aproximadamente duas semanas, e € acompanhada de febre alta. O parasito
se multiplica rapidamente no sangue e é uniformemente dispersado por todo o sistema
cardiovascular (SILVA et al., 1997; RADOSTITS et al., 2000; JONES; HUNT, 2011).

O principal efeito que T. vivax exerce € uma anemia severa e danos teciduais de
intensidades variadas. A anemia envolve mecanismos patogénicos complexos, principalmente
devido ao aumento da eritrofagocitose, hemolise intra e extravascular, reducéo ou inibicdo da
eritropoiese e hemorragias (; RADOSTITS et al., 2000; BATISTA et al., 2006; BATISTA et
al., 2008, CADIOLI et al., 2014; LOPES et al., 2018).

Em um estudo que se utilizou da observacdo de interacdes celulares em eritrocitos de
ovinos infectados experimentalmente com T. vivax, foi possivel observar que a infeccao
resultou em alteracdes na forma das hemacias bem como na formacdo de orificios ou
vesiculas em sua superficie. Houve aderéncia do flagelo e do corpo celular dos parasitos as
superficies das hemacias dos ovinos. Os eritrocitos alterados sdo propensos a remogado
fagocitaria mononuclear, contribuindo assim para a diminuicdo do hematocrito durante a
infeccdo. Além disso, a acdo de substancias biologicamente produzidas pelos tripanosomas
na corrente sanguinea contribui para a eritrofagocitose (BOADA-SUCRE et al., 2016).

A hiperplasia compensatéria do sistema fagocitario mononuclear (secundaria ao
aumento da eritrofagocitose) resulta em exaustdo do sistema hematopoiético e linfoide
(RADOSTITS et al., 2000; JONES & HUNT, 2011; VALI et al., 2015).

Infeccbes muito agudas por T. vivax em bovinos podem levar a uma parasitemia
intensa e coagulacdo intravascular disseminada, com quadros de hemorragias. Essas
sindromes se assemelham a septicemias e a anemia pode ndo ser observada (RADOSTITS et
al., 2000).

No estudo experimental de Gardiner et al. (1989), o quadro patolégico em bovinos
infectados com isolados africanos de T. vivax foi caracterizado por lesdes hemorragicas
severas, principalmente no trato gastrintestinal. A "sindrome hemorragica" descrita na Africa
Oriental e os sinais hemorragicos observados na Africa Ocidental ndo foram relatados na
América (DESQUENES, 2004).

Trypanosoma vivax podem escapar dos capilares e ingressar no espaco intersticial de
tecidos e em cavidades serosas, onde eles continuam a se multiplicar. Nos tecidos os parasitos
incitam uma reacdo inflamatéria predominantemente mononuclear que pode ocorrer em
diversos tecidos do corpo, inclusive na musculatura esquelética, miocardio, cérebro, medula
espinhal e meninges, olhos, figado, utero e pele (RADOSTITS et al., 2000; JONES; HUNT,
2011).

Na fase crbnica, a temperatura volta ao normal e a parasitemia diminui ou se torna
ausente. A localizacdo extravascular dos parasitos é caracteristica da fase cronica (BATISTA
et al., 2006; BATISTA et al., 2007).

Animais cronicamente infectados podem desenvolver infec¢bes secundarias devido ao
quadro de imunossupressdo desenvolvido (RADOSTITS et al., 2000).

O fluido cerebroespinhal é frequentemente invadido por T. vivax. A infeccdo de
bovinos por T. vivax pode causar sinais nervosos devido a inflamacdo e lesGes cerebrais
degenerativas (RADOSTITS et al., 2000; BATISTA et al., 2007).

Lesdes do sistema nervoso tém sido associadas a presenca de a) tripanossomos nos
tecidos nervosos e fluido cérebro-espinhal; b) alteracdes circulatorias causadas por émbolos
formados por tripanossomos, leucocitos e fibrina nos capilares e vénulas do cérebro; c) reacéo
autoimune (anticorpos contra tecidos nervosos foram detectados no fluido cérebro-espinhal) e
d) apoptose de células endoteliais dos vasos sanguineos do cérebro e cerebelo (BATISTA et
al., 2007).
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A anemia severa pode causar hipoxia cerebral e ocasionar sinais neuroldgicos
transitorios, principalmente durante a movimentacdo desses animais, levando ao surgimento
de sinais clinicos neurologicos (GALIZA et al., 2011).

A importancia do parasito na patogénese da cardiopatia na infeccdo por T. vivax foi
mencionada por KIMETO et al. (1990) que, pela microscopia eletrénica do coracdo de
bovinos infectados experimentalmente com T. vivax, detectaram o parasito no miocéardio e
correlacionaram a severidade das lesdes inflamatdrias com a localizacdo extravascular do
mesmo.

Bovinos que se tornam tripanotolerantes podem controlar a parasitemia e terem menor
grau de anemia e lesdes teciduais (RADOSTITS et al., 2000).

Alguns fatores podem influenciar na patogenia causada por T. vivax em bovinos, como
a viruléncia da cepa envolvida, estado imunoldgico dos animais e infec¢cGes concomitantes.

2.7 Viruléncia das cepas de Trypanosoma vivax

A infeccdo por T. vivax pode apresentar quadro clinico-patolégico variado,
dependendo do tipo de cepa envolvida. Cepas muito virulentas podem provocar quadros
clinicos graves e fatais; enquanto outras, de baixa viruléncia, podem determinar doenca leve,
de carater cronico, com equilibrio entre hospedeiro e parasito, e outras ainda, podem mesmo
levar a infeccBes assintomaticas. Em todos os casos, € possivel que ocorra uma completa
recuperagéo do animal e desenvolvimento de resposta imune (VALI et al., 2015).

Na Africa, a tripanossomiase em rebanhos bovinos, causada pelo T. vivax, apresenta
diferengas nas manifestacGes clinicas entre as populacdes do agente da costa leste e oeste. Na
regido leste da Africa, as infeccBes apresentam carater cronico, enquanto na regido oeste,
onde se originou a populacdo inicial do T. vivax das Américas, as cepas aparentemente
possuem um maior potencial patogénico, assim como maior viruléncia, determinando
manifestagdes clinicas agudas (SILVA et al., 1996; PAIVA et al., 2000).

A transmissdo por vetor bioldgico permite que os tripanosomas desenvolvam a
habilidade em gerar populacdes antigenicamente diferentes no hospedeiro vertebrado. Apos a
infeccdo, T. vivax estimula a resposta imunoldgica do hospedeiro para que ocorra a produgéo
de anticorpos especificos, e esse estimulo se d& devido aos antigenos variaveis de superficie
(VATs) formados por glicoproteinas varidveis de superficie (VSGs) situadas na superficie
externa dos tripanosomas. A expressao periddica de diferentes VSGs promove variacdo
antigénica que influencia na relagfo parasito-hospedeiro de T. vivax na Africa, onde ocorrem
diferentes cepas do parasito (RADOSTITS et al., 2000).

Nas Américas, onde a transmisséo vetorial € mecénica, ndo ocorre mutagdo nos genes
qgue controlam a variacdo antigénica. Dai se dd a auséncia de diversidades de cepas
americanas, ao contrario do que ocorre na Africa (RIET-CORREA, 2007).

A reducdo da variacdo antigénica é um fator importante e considerado em relacdo as
diferengas das manifestacGes clinicas entre cepas africanas e americanas (PAIVA et al., 2000;
SHENK at al., 2001; JONES; DAVILA, 2001).

2.8 Resposta Imune

A imunidade dos animais tambeém representa um fator importante e determinante na
conducdo da manifestacdo clinica nos animais e consequente evolucdo da tripanossomiase.
Bovinos em boas condicgdes fisiologicas controlam a parasitemia do T. vivax, conseguem
estabelecer um equilibrio na relacdo hospedeiro-parasito e desenvolvem capacidade de
amenizar e até mesmo de suprimir as manifestacbes clinicas graves e alteracdes
hematoldgicas caracteristicas de tripanossomiase (PAIVA et al., 2000; SCHENK et al., 2001,
MADRUGA 2009).
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A influéncia da imunidade também foi relatada em um estudo experimental que teve
como objetivo avaliar alteragdes clinicas e laboratoriais de bezerros Nelores em bom estado
nutricional, inoculados com organismos viaveis de T. vivax, com uma cepa isolada de bovinos
da regido do Pantanal de Poconé, Mato Grosso do Sul. Os animais apresentaram apenas febre
branda e diminui¢do do volume globular médio. Mesmo em um animal em que a presenca de
T. vivax foi evidenciada durante 6 meses, 0 quadro clinico se manteve estavel (SCHENK at
al., 2001).

Em rebanhos afetados em alguns municipios do estado do Para, onde o quadro
nutricional e deficiéncias minerais foram corrigidas, os animais apresentaram melhora clinica
e conseguiram conviver com a infeccdo sem grandes consequéncias clinicas ou produtivas
(BARBOSA, 2015).

A morbidade e mortalidade ocorridas entre 1997 e 1999, em rebanhos bovinos do
Pantanal do Mato Grosso do Sul, foram associadas primariamente a presenca de outros
agentes etiolégicos e a condi¢Bes nutricionais regulares que podem ter induzido a uma
diminuicdo da imunidade destes animais. A co-infeccdo por T. vivax atuou como agente
secundario que contribuiu para o agravamento do quadro clinico geral (PAIVA et al., 2000).

2.9 Sinais Clinicos

Em rebanhos infectados por T. vivax, a presenca, auséncia ou a intensidade dos sinais
clinicos dependem, além de fatores ja citados (viruléncia do protozoario, estado imunoldgico
dos animais e co-infec¢bes) da fase da evolucdo da doenca (SCHENK et al., 2001;
MADRUGA 2009; VIEIRA etal, 2017; LOPES et al., 2018).

A fase aguda € caracterizada pela presenca de sinais clinicos intensos e letalidade.
Apos a sintomatologia aguda inicial, alguns animais podem passar para uma fase cronica, com
alteracdes leves ou para infeccBes subclinicas. Nem todos os animais passam para a fase
crénica, alguns morrem na fase aguda ou podem apresentar cura espontanea ou
medicamentosa. Na fase cronica a parasitemia esta reduzida e T. vivax pode permanecer no
organismo de forma extravascular, no interior de 6rgdos diversos. Podem ocorrer episodios de
recidiva dos sinais agudos, principalmente em casos de queda de imunidade, como tem sido
verificado no periodo pds-parto (BATISTA et al., 2006; BATISTA et al., 2007; BATISTA et
al., 2008).

InfeccBes subclinicas por T. vivax sdo comuns na Africa (GARDINER et al., 1989) e
em regides endémicas sul americanas. Nas regides do Brasil consideradas endémicas, como
no Pantanal e em algumas regides do Par, a presenca de infeccBes generalizadas por T. vivax
em bovinos, bufalos e ovinos estd associada ao carater crénico com predominancia de
rebanhos assintomaticos ou com manifestacfes clinicas esporadicas e leves (OTTE et al.,
1994; PAIVA et al., 2000; DAVILA et al., 2003; MADRUGA, 2004; MADRUGA, 2009;
GARCIA et al., 2014).

Diferencas evidentes ocorreram em animais incialmente infectados em surtos em
regibes ndo endémicas onde os focos relatados tenderam a apresentar predominio de uma
evolucgdo inicial aguda com doenca grave e mortalidade elevada (SILVA et al., 1998;
BATISTA et al. 2007; BATISTA et al., 2008; CARVALHO et al., 2008; ABRAO et al.,
2009; GALIZA et al.,, 2011; CADIOLI et al., 2012; PIMENTEL et al., 2012; VIEIRA et al.,
2017).

Em 1996 foi descrito o primeiro surto de infeccdo por T. vivax em bovinos na regido
de Poconé, no Pantanal do estado de Mato Grosso, onde os sinais clinicos foram febre,
letargia, perda de apetite, fraqueza, lacrimejamento, disenteria, aborto, emagrecimento e
mortes. Algus animais desenvolveram a forma cronica, caracterizada por emaciagdo e
caquexia com evolucdo mais longa, de quatro a seis semanas (SILVA et al, 1996).
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Num estudo de Paiva et al. (2000), entre 1997 e 1999, na regido do Pantanal do estado
de Mato Grosso do Sul, os animais dos rebanhos estudados apresentaram manifestacdes
clinicas inespecificas (emagrecimento progressivo, abortos, decubito e morte) de evolucdo
prolongada e ndo apresentaram caracteristicas coincidentes com sinais clinicos agudos
atribuidos ao agente. A infeccdo por T. vivax nos animais contribuiu para acentuar o quadro
clinico ja existente devido a intoxicacdo por plantas, desnutricdo, idade avangada e restricao
alimentar acentuada, devido a manejo inadequado na época das inundacdes sazonais das
pastagens do Pantanal.

Nos registros de focos de infeccdes por T. vivax em regifes e estados ndo endémicos,
que ocorreram apos os relatos do Pantanal, os sinais clinicos mais descritos foram: palidez de
mucosas, febre, fraqueza, falta de apetite, emagrecimento, caquexia, queda significativa na
producdo de leite, diarreia, sinais neuroldgicos, alteracdes reprodutivas e mortes. Palidez
acentuada das mucosas, devido a anemia, foi amplamente relatada e é um sinal caracteristico
da fase aguda (SILVA et al., 1998; SILVA et al., 2004; BATISTA et al. 2007; BATISTA et
al., 2008; CARVALHO et al., 2008; ABRAO et al., 2009; GALIZA et al., 2011; CADIOLI et
al., 2012; PIMENTEL et al., 2012; VIEIRA et al., 2017). Com menor frequéncia foram
relatados em alguns estudos, edema de barbela, opacidade de cornea, diarreia, linfonodos
aumentados e palpaveis, e aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria (BATISTA et al.,
2008).

No primeiro registro no estado da Paraiba, em 2002, os bovinos afetados apresentaram
depressao, anorexia, febre, anemia grave, perda de peso progressiva e diminui¢do na producao
de leite, assim como sinais neuroldgicos. Além das vacas, bezerros nascidos durante o surto
apresentaram baixo ganho de peso e alguns tiveram exsudacéo nasal, dispneia e tosse. Cinco
bezerros morreram. Neste estudo, o rebanho foi acompanhado por mais dois meses e foi
relatada a recuperacgdo parcial de alguns animais que passaram a apresentar alteracdes clinicas
mais leves, tipicas da fase cronica, como perda de peso progressiva, febre recorrente, leve
descoloracdo das mucosas e aumento do débito cardiaco e respiratorio (BATISTA et al.,
2007).

Em 2007 ocorreu o primeiro registro de foco de tripanossomiase em bovinos no estado
de Minas Gerais. A prevaléncia na regido foi acompanhada até 2009. A anemia foi a alteracédo
mais importante encontrada em animais infectados, além de febre, anorexia, linfonodos
aumentados, apatia e emagrecimento progressivo (CARVALHO et al., 2008; ABRAO et al.,
2009; CUGLOVIClI et al., 2010).

Em 2010, um surto de infeccdo por T. vivax afetou vacas leiteiras no municipio de
Itambé, no norte da zona costeira do estado de Pernambuco; 27,5% dos animais apresentaram
febre, anorexia, mucosas palidas, diarreia aquosa de coloragdo escura, reducdo na producdo de
leite, partos prematuros e abortos acima da média (PIMENTEL et al., 2012).

Cadioli et al. (2012) relataram o primeiro surto de infeccdo por T. vivax em bovinos no
estado de Sdo Paulo onde os animais acometidos apresentaram febre, ictericia, diminuicdo da
producdo de leite, perda de peso, aumento de linfonodos, edema submandibular, diarreia
profusa, abortos, anemia e morte. Trés vacas apresentaram sintomatologia nervosa
caracterizada por dismetria, ataxia, fraqueza muscular e ptialismo.

Estudos tém verificado que, entre os animais dos rebanhos, as vacas em lactagdo e
aquelas que se encontram no periodo de pds-parto sdo as mais afetadas clinicamente. O
periodo pds-parto recente também foi apontado em alguns estudos como de risco para o
reaparecimento dos sinais clinicos. Alguns estudos relataram e ocorréncia de sinais clinicos e
presenca do parasito também em bezerros jovens (BATISTA et al., 2007; GERMANO et al.,
2017).

Os sinais neurologicos que foram relatados em estudos de rebanhos bovinos com
infeccdo por T. vivax incluiram depresséo, incoordenacgdo, hipermetria, dismetria, tremores
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musculares, opistétono, tetania, estrabismo, nistagmo e cegueira. Sinais neuroldgicos nédo
foram relatados em animais jovens, somente em vacas em lactacédo (BATISTA et al., 2007;
RIET-CORREA, 2007; BATISTA et al., 2008; DA SILVA, 2009; GALIZA et al., 2011;
CADIOLI et al., 2012; VIEIRA et al., 2017). A cegueira foi relatada como transitdria em
alguns casos (BATISTA 2008; VIEIRA et al., 2017).

A grande maioria dos animais que apresentam alteraces neuroldgicas morre e raros
sdo os relatos de recuperacdo definitiva. Alguns animais podem apresentar periodos de
recuperacdo temporaria natural ou apds o tratamento com drogas tripanocidas (BATISTA et
al. 2007; BATISTA et al. 2008; DA SILVA, 2009).

Em 2002, no foco relatado por Batista et al. (2007) em bovinos na Paraiba, nove vacas
apresentaram sinais neurologicos de incoordenacdo, hipermetria, tremores musculares,
fasciculagdes, opistotonos, cegueira e estrabismo. Todas morreram, sendo que seis destas
apresentaram um periodo de recuperacdo seguido de retorno dos sinais neuroldgicos e morte.

No Rio Grande do Sul, um registro de infecgdo em uma novilha com cinco meses de
prenhez, revelou que o animal apresentou, além de hipertermia e fraqueza, sinais neuroldgicos
de agressividade, atrofia muscular dos membros pélvicos, incoordenagdo motora ¢ “posigao
de cdo sentado” com dificuldade para levantar-se. A novilha apresentou melhora clinica
transitoria durante a prenhez, auséncia de parasitemia e aos nove meses pariu um bezerro
fraco que morreu dois dias ap6s o parto; ap6s o qual, a novilha voltou a apresentar
hipertermia, fraqueza muscular e retorno da parasitemia, revelado por esfregacos sanguineos
(DA SILVA, 2009).

No primeiro relado de tripanossomiase por T. vivax em um rebanho em S&o Paulo, trés
vacas em lactacdo apresentaram sinais de dismetria, ataxia, fraqueza muscular e ptialismo
(CADIOLI et al., 2012).

A ocorréncia de abortos, mortalidade perinatal e repeticdo de cio em rebanhos bovinos
infectados por T. vivax foram amplamente relatados nos estudos, tanto em regides endémicas,
como nos surtos em regiGes ndo endémicas, e sugere que a tripanossomiase em bovinos deve
ser considerada uma enfermidade que causa alteraces reprodutivas (SILVA et al., 2004; ;
BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008; DA SILVA, 2009; PIMENTEL et al., 2012;
VIEIRA et al., 2017; LOPES et al. 2018).

Em bovinos machos, patologias reprodutivas ocasionadas por T. vivax estdo
especialmente ligadas a lesbes do testiculo e epididimo. Nos casos cronicos, infertilidade ou
mesmo esterilidade estdo presentes (SEKONI et al., 1990; BEZERRA et al., 2008).

Galiza et al. (2011) relataram um surto de tripanossomiase por T. vivax em ovinos de
producdo de 1a, no sertdo do semiarido do estado da Paraiba, onde, de 306 ovelhas, 240
adoeceram e 216 morreram. Os sinais clinicos incluiram anorexia, letargia, anemia, pelagem
aspera, perda de peso, edema submandibular, aborto e sinais neurolégicos.

2.10 Patologia Clinica

Na fase aguda da infeccdo em bovinos, 0s parasitos circulam na corrente sanguinea e
provocam anemia significativa, com reducdo acentuada no numero de hemacias, diminuicao
na quantidade de hemoglobina e do volume globular, além de leucopenia, hipoglicemia e
aumento na atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST). Trombocitopenia e redugéo
do nivel de fibrinogénio também sdo achados comuns em animais que se encontram na fase
aguda da infeccdo (RIET — CORREA et al., 2007; VALLI et al., 2015; FIDELIS JR et al.,
2016).

A anemia é a alteracdo hematoldgica mais frequente e é relatada em bovinos
infectados naturalmente ou experimentalmente por T. vivax, sobretudo na fase aguda
(BATISTA et al., 2006; BATISTA et al., 2008, CADIOLI et al., 2012; LOPES et al. 2018).
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A anemia normocitica normocrémica em bovinos foi relatada em alguns estudos
(LOPES et al. 2018). Germano et al. (2017) detectou anemia microcitica e normocroémica.

Os valores de volume globular médio em animais na fase aguda da enfermidade
podem variar de 16% a 20%, segundo Batista et al. (2007).

Em casos de anemia grave e severa, a leucopenia normalmente acompanha a anemia,
principalmente na fase inicial da doenga (BATISTA et al., 2008).

Alteracdes na bioquimica sérica em animais com infeccdo por T. vivax foram
estudadas por diversos autores. No estudo experimental de Schenk et al. (2001), os valores de
aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil transferase (GGT), creatinafosfoquinase
(CK), ureia, creatinina, célcio e fosforo tiveram aumento, mas permaneceram na faixa de
normalidade para a espécie bovina, ndo sendo detectadas alteracbes que evidenciassem
disfuncdo hepética e renal. Os valores de proteinas séricas totais e da albumina diminuiram a
partir do 4° e 8° dias apds inoculacdo e a gamaglobulina apresentou aumento em seus valores
ap6s o 12° dia. Esses resultados foram relacionados, pelo autor, ao estimulo antigénico
desencadeado pelo parasito.

Germano et al. (2017) observaram aumento sérico de fosfatase alcalina e GGT,
enquanto que as proteinas totais se mostraram diminuidas, sugerindo algum tipo de
comprometimento hepético, segundo os autores. Batista et al. (2007) também sugerem a
possibilidade de lesdo hepatica, mas atribuem a leséo a alta atividade sérica de AST, a qual
provavelmente seria provocada pela anemia.

As fungbes hepaticas, renais e a atividade enzimatica muscular ndo foram afetadas
pela infecgdo por T. vivax no estudo do foco em Sergipe. Porém, foi observado aumento dos
niveis de proteinas totais e globulinas e, concomitantemente, reducao na albumina (LOPES et
al., 2018).

Na bioquimica sérica de bovinos foram reveladas diminui¢do da glicose sanguinea e
aumento dos parametros indicadores de funcéo renal (ureia e creatinina) e hepética (FA, TGO
e TGP), além da inversdo da relacdo albumina-globulina. A diminuicdo da albumina sérica
com manutencdo dos niveis de proteina total podem ocorrer na tripanossomiase, devido ao
incremento da fragdo gamaglobulina (LOPES et al., 2018).

Anemia, leucopenia, hipoglicemia e aumento da atividade sérica da AST foram
achados durante a fase de alta parasitemia no foco estudado em bovinos por Batista et al.
(2007).

Na fase cronica podem ocorrer diminuicdo ou auséncia da parasitemia e reducdo ou
auséncia de anemia (SILVA et al., 1997; BATISTA et al., 2006; VALI et al., 2015).

2.11 Perdas Econémicas

Os sinais reprodutivos sao relatados como principais causas de perdas econdémicas em
rebanhos infectados com T. vivax (SILVA et al., 2004).

As tripanossomiases nos animais sdo um dos principais obstaculos para o
desenvolvimento da pecuaria em regides da Africa (mais de 10 milhdes por km?) onde existe
a presenca T. vivax, e onde 50 milhdes de cabecas de gado estdo expostos a infeccdo. As
desordens reprodutivas como aborto, anestro temporario ou permanente, ciclos estrais
anormais e reducdo da fertilidade do rebanho séo os principais sinais relatados ocasionando
perdas econdmicas (SEKONI et al, 1994; DESQUENES, 2004; SILVA et al. 2004).

No Brasil, 0 Pantanal representa uma importante area de producéo pecuaria, com uma
populacdo bovina elevada, o que fez com que a tripanossomiase se estabelecesse e assumisse
importancia econémica (SILVA et al., 2004).

Apesar das perdas econdmicas causadas por T. vivax na América Latina,
principalmente no Brasil, ainda ndo terem sido bem estimadas até a presente data, sabe-se que
surtos de T. vivax causam perdas econdmicas expressivas em rebanhos bovinos leiteiros,
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relacionadas principalmente com a mortalidade de animais adultos, abortos e reducdo de
producdo de leite (ABRAO et al., 2009).

2.12 Alteragdes anatomopatoldgicas macroscopica

De uma forma geral, as alteracbes macroscopicas nas infec¢es por T. vivax ndo sao
significativas, podendo se observar aumento de linfonodos, baco com polpa banca
proeminente e, em casos de animais com sinais neuroldgicos, espessamento das meninges
(RIET-CORREA, 2007).

Nas necropsias realizadas nos estudos de Batista et al. (2007), Batista et al. (2008),
Galiza et al. (2011) e Germano et al. (2018), as alteragBes macroscopicas relatadas em
bovinos e ovinos foram edema na regido da barbela, palidez de carcaca e tecidos,
espessamento das meninges, linfadenomegalia, baco com polpa branca proeminente e capsula
espessa, hemorragias petequiais e equimoticas no epicardio. Nos rins foram verificadas
hemorragia de cépsula renal e auséncia da propor¢do cortical/medular, sugerindo nefrite
intersticial multifocal.

Outros achados menos frequentes relatados foram aderéncias e presencga de fibrina no
pericardio; pulmdes com aderéncias, parénquima colabado e com fibrose, sugestivo de
pleuropneumonia (GERMANO et al., 2017) e presenca de liquido na cavidade peritoneal e
saco pericardico (GALIZA et al., 2011).

No estudo de infeccdo experimental realizado por Batista et al. (2006), todos os ovinos
do grupo dos infectados apresentaram palidez da carcaca, aumento generalizado dos
linfonodos, aumento de volume do baco com acentuacdo da polpa branca e acumulo de
discreta quantidade de liquido amarelo citrino nas cavidades peritoneal e pericardica.

No Quénia, Gardiner (1989), ap6s inoculagdo experimental em bovinos, de um isolado
africano de T. vivax, relatou a ocorréncia de uma sindrome hemorragica severa em que 0s
animais apresentaram anemia profunda, hemorragias petequiais e equimaticas generalizadas
(nas superficies serosas do pericardio, serosas das cavidades toracica e abdominal, pulmdes,
baco, figado, rins, bexiga e vesicula biliar) e particularmente mais graves no trato
gastrintestinal e no coracdo, onde afetou o epicardio, miocardio e endocardio de ambos 0s
atrios e ventriculos.

2.13 Alteracdes histologicas

Nos estudos histoldgicos relatados em focos naturais e experimentais de infeccdo por
T. vivax, as lesdes mais significativas foram encontradas no sistema nervoso central, e foram
caracterizadas por meningoencefalite com &reas de malécia, € no coracdo miocardite nédo
supurativa (BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008; Da SILVA et al., 2009; GALIZA
etal., 2011).

No estudo de um foco no semiarido da Paraiba, em 2002, as vacas que morreram com
sinais  neurologicos  apresentaram  lesbes de  meningite,  meningoencefalite,
meningoencefalomielite e malacia. A meningite foi encontrada no cértex parietal, temporal,
cerebelo, ponte e medula espinhal. A encefalite afetou os nucleos basais do tdlamo e capsula
interna, e o corpo geniculado. Lesdes difusas de maléacia foram observadas na substancia
branca cerebelar com neuropilo vacuolizado palido, associado com pequenas quantidades de
células de gitter, linfécitos e esferoides axonais distribuidos dentro do parénquima. Na medula
espinhal, foram verificadas mielite com células inflamatorias perivasculares, principalmente
na substancia cinzenta cervical, e lesGes inflamatorias menos graves na substancia branca
(BATISTA et al., 2007).

Lesdes semelhantes com predominéncia de meningoencefalite foram relatadas em
bovinos por Batista et al. (2008) em trés focos subsequentes na Paraiba. A meningite foi
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caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatdrio constituido por linfocitos, plasmacitos e
células morulares (células de Mott) e macro6fagos, por vezes contendo hemossiderina, nas
meninges das regides do cortex parietal, temporal e cerebelo. A encefalite foi evidenciada por
infiltrados perivasculares (de até 14 camadas de células) compostos principalmente de
linfdcitos, plasmacitos, macréfagos, sendo que os infiltrados envolveram um maior namero
de vasos na substéncia branca do talamo, capsula interna e peddnculo cerebelar. A encefalite
também foi observada no telencéfalo, na altura dos lobos parietal, temporal e occipital, porém
em menor intensidade. Neste estudo ndo foram observadas lesfes de malacia.

No estudo histoldgico realizado por Batista et al. (2006), os ovinos infectados
apresentaram hiperplasia da polpa branca do bago, leve nefrite intersticial, linfadenite
eosinofilica e miocardite caracterizada por extensos infiltrados multifocais de células
mononucleares ou pequenos focos de células monucleares no intersticio do tecido cardiaco.

As lesbes histologicas relatadas por Galiza et al. (2011) no surto natural em ovinos, na
regido do semiérido da Paraiba, foram miocardite multifocal com infiltrados de células
mononucleares constituidos por linfécitos e plasmacitos, hiperplasia moderada da polpa
branca do baco e infiltrados mononucleares moderados nos espacgos porta, com poucas células
Mott nos tecidos hepaticos. No sistema nervoso central havia meningoencefalite supurativa
com acentuado infiltrado inflamatério mononuclear perivascular, composto de linfocitos e
plasmdcitos, e malacia na substancia branca. As lesdes foram mais acentuadas no cortex
frontal e nos nucleos basais do cérebro.

Na sindrome hemorrégica estudada em bovinos por Gardiner (1989) no Quénia, 0s
achados histologicos confirmaram os achados macroscopicos de congestdo grave, hemorragia
e alteracBes degenerativas na maioria dos tecidos e érgdos. Adicionalmente, coagulos de
fibrina foram encontrados nos exsudatos e nos ventriculos do cérebro e trombos nos vasos
linfaticos. Marcada infiltracdo celular intersticial por linfocitos, plasmaocitos e macrofagos foi
achado caracteristico em diversos Orgdos, mas particularmente no cora¢do, musculos
esqueléticos, figado, rins e plexo coroide. Observou-se uma meningoencefalite leve, com leve
infiltrado celular mononuclear difuso em todo o cérebro, mas particularmente no tronco
cerebral onde eram encontradas areas focais de gliose. Os linfonodos apresentaram-se com
aumento no namero de foliculos linfocitarios, muitos dos quais continham centros germinais
evidentes e corddes medulares distendidos com plasmaocitos e macr6fagos nos seios.

2.14 Diagnéstico

O diagnostico especifico de tripanossomiases é relativamente dificil. Ndo somente
porque os sinais clinicos sdo inespecificos, mas porque a parasitemia intermitente e
frequentemente baixa faz com que a deteccdo do parasito nem sempre ocorra com facilidade.
Além disso, a infeccdo pode existir sem a manifestacdo clinica, de modo que animais com
infeccdo subclinica vivem em equilibrio, mesmo com a presenca de tripanosomas
patogénicos. A presenca de um ou mais sinais clinicos constitui elemento necessario para se
realizar o diagnostico laboratorial (CONNOR; BOSSCHE, 2005).

2.14.1 Diagndstico parasitoldgico

Véarios métodos parasitologicos tém sido usados para o diagnostico de
tripanossomiases. Dentre eles, os principais sdo: técnica da gota espessa, técnica do esfregaco,
técnica Woo do microhematocrito (Buffy Coat), método do “aspirado” de linfonodo e
inoculagdo em camundongo. As amostras utilizadas para execucao destes métodos podem ser
de sangue fresco, fluido de linfonodos, fluido cérebro espinhal, esfregaco de oOrgdos e
secrecOes genitais (para diagnostico de T. equiperdum). Os métodos parasitologicos
propiciam a visualizacdo das formas sanguineas dos parasitos e suas principais caracteristicas
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em microscopico 6tico, determinando com precisdo o diagnéstico de género (RADOSTITIS
et al., 2000; SILVA et al., 2003; DESQUENES, 2004).

O diagnostico das espécies € realizado atraves de diferencas na forma, no
posicionamento do nucleo e do kinetoplasto, no grau do desenvolvimento da membrana
ondulante e do flagelo e através da morfometria (HOARE, 1972; D’AVILA et al., 1997;
CUGLOVICI et al., 2010).

Além do comprimento total, os indices para medidas biométricas sdo utilizados para
auxiliar na diferenciacdo das espécies. O indice nuclear (NI) e o indice kinetoplastico (KI)
definem a posicdo do nucleo e do kinetoplasto. O NI representa a razdo da distancia do final
da extremidade posterior para o nucleo e do nudcleo para o final da extremidade anterior
(PN/NA). Quando o NI=1, o nucleo estd no meio do corpo, quando é <1, estd na metade
posterior e quando é >1, estd na metade anterior. O Kl se obtém dividindo-se a distancia
desde o final da extremidade posterior ao nucleo (PN) pela distancia desde o kinetoplasto ao
nacleo (KN). Se o KI é menor que 2, o kinetoplasto esta no meio dos dois, e se € maior que 2
0 kinetoplasto esta proximo (SILVA et al., 2003).

No estudo morfoldgico feito por Guerra et al. (2008), em bezerros no Maranhdo, em
100% dos tripanosomas o kinetoplasto (K) estava localizado entre a extremidade posterior e 0
ndcleo, e em 54% apresentavam nucleos localizados perto da extremidade anterior (NI> 1);
44% na extremidade posterior (NI <1) e 2% na regido mediana.

Nos ultimos focos diagnosticados em vacas leiteiras no estado de Minas Gerais, todos
os tripanosomas observados foram identificados como T. vivax (CUGLOVICE et al., 2010).

Dentre as amostras de fluido corpdreo, o sangue é o mais utilizado, e pode ser coletado
de veias, como a jugular, ou de vasos capilares como os localizados na ponta da orelha. Em
rebanhos bovinos, amostras de sangue coletadas diretamente da veia jugular ou da veia
coccigea, utilizando-se tubos contendo anticoagulantes, representam um material de facil
obtencéo e frequentemente utilizado para esta finalidade (DESQUENES, 2004; CONNOR;
BOSSCHE, 2005;).

Para realizar o método da gota espessa, coloca-se uma pequena gota de sangue entre
lamina e laminula e procede-se a visualizacdo diretamente em microscépio Optico, com
objetiva de 100. Nas amostras de sangue fresco, T. vivax apresenta movimentos muito vivos, e
atravessam o campo visual do microscopio de maneira caracteristica. Apesar da baixa
sensibilidade desse método, ele permite, algumas vezes, que 0s parasitos sejam identificados
com base em critérios morfoldgicos e de motilidade (RADOSTITIS et al., 2000; SILVA et al.,
2003; DESQUENES, 2004).

Para 0 método do esfregaco sanguineo sdo recomendaveis esfregacos de camada fina,
pois facilitam a leitura ao apresentarem células mais dispersas. Apds secagem, realiza-se a
fixagdo com metanol, coloracdo com Giemsa e visualizacdo em microscopio optico, com
objetiva de 100. Os tripanosomas sdo identificados com base em caracteristicas morfologicas
e morfometricas (SILVA et. al, 2003; DESQUENES, 2004).

O método do microhematocrito, também chamado de Método de Woo, é realizado
com material obtido ap6s centrifugacdo da amostra de sangue para se obter a capa leucocitaria.
Monta-se uma lamina quebrando-se o capilar na parte onde se separa a parte liquida com a
parte celular, colocando-se assim uma ou duas gotas deste material numa Iamina e fazendo-se
o esfregaco para posterior coloracdo e visualizagdo, conforme descrito para o método do
esfregaco sanguineo (HOARE, 1972; SILVA et al., 2003).

O meétodo do aspirado de linfonodo consiste em se fazer um esfregagco com o liquido
extraido de um linfonodo. Com o auxilio de uma seringa e agulha, injeta-se 1 mL de soro
fisiolégico estéril no linfonodo, até a metade do seu comprimento. Logo apds a introducdo, o
soro é retirado obtendo-se um liquido misturado com sangue com o qual sdo separados
esfregacos grossos, que serdo fixados com alcool metilico, corados com Giemsa e procede-se
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a visualizacdo em mocroscopio optico. Em bovinos, o linfonodo mais facil de manipular é o
pré-escapular (SILVA et. al, 2003).

O diagnostico parasitologico € o mais utilizado no pais para o diagnostico das
infecgBes por T. vivax em rebanhos de bovinos. Baseando-se em dados da literatura, o0 método
do microhematdcrito, com esfregaco feito da capa leucocitaria, é considerado o método
parasitologico mais sensivel, mais empregado com boa confiabilidade e mais recomendado
para o diagnéstico a campo (HOARE, 1972; SILVA et. al.,, 2003; MADRUGA, 2004,
ABRAO et al., 2009).

Em diversos relatos de infeccdo por T. vivax em rebanhos bovinos no Brasil, o
diagndstico parasitoldgico foi realizado através do método da capa leucocitaria (BATISTA et
al, 2007; BATISTA et al, 2008).

Em bovinos clinicamente afetados que apresentaram anemia durante um surto, a
sensibilidade parasitologica foi significativa, com deteccdo de quantidade elevada de parasitos
pelo exame da capa leucocitaira (BATISTA et al, 2007).

Os métodos parasitologicos sdo muito especificos, mas de sensibilidade relativamente
baixa, principalmente quando estes meétodos sdo considerados para um animal
individualmente e ndo para o rebanho. A sensibilidade é menor na fase crénica do que na fase
aguda, dependendo do nivel de parasitemia. Como consequéncia, a prevaléncia aparente de
tripanossomiase determinada pelos métodos parasitoldgicos é subestimada quando em relagédo
a prevaléncia real, o que pode ser um problema em éareas de baixa prevaléncia ou de
ocorréncia sazonal, ou ao quando se pretende descartar a ocorréncia da doenca numa area ou
em um rebanho em particular (CONNOR & BOSSCHE, 2005; MADRUGA et al., 2006).

Independentemente do método parasitologico utilizado, outros indicadores Uteis para o
diagndstico (caracteristicas morfoldgicas e indices biométricos) deverdo ser sempre utilizados
para a comprovacdo da espécie do parasito (HOARE, 1972; SILVA et. al., 2003).

2.14.2 Diagndstico molecular

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € o método mais sensivel para detectar a
presenca dos tripanosomas em tecidos, principalmente na fase cronica da enfermidade,
guando eles estdo presentes no organismo em pequenas quantidades. Essa ferramenta
representa uma alternativa de diagnostico direto que tem sensibilidade consideravelmente
superior ao exame parasitologico. Por essa razdo, varias técnicas de PCRs para o diagnostico
desse hemoprotozoario foram desenvolvidas e avaliadas nos Gltimos anos (D’AVILA et al.,
1997; MADRUGA, 2004).

A deteccdo de um segmento de DNA especifico fornece um diagndéstico de espécies
em infeccdes ativas por tripanosomos; primers sensiveis e especificos foram descritos para 0s
principais tripanosomas patogénicos para mamiferos (DESQUENES, 2004).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para diagnéstico de infeccdo por T. vivax. Em
uma delas, descrita por Pereira (2002), foram utilizados primers baseados na sequéncia do
gene que codifica proteina de transporte da glicose (PCR/GTP). Outra técnica utiliza primers
da sequéncia do gene que expressa um antigeno soltvel, conservado em todos os isolados de
T. vivax, inclusive de isolados brasileiros analisados até o presente (MADRUGA et al.,2006;
MASAKE et al., 1997).

Geysen et al. (2003) descrevem uma técnica de PCR cujos primers foram desenhados
com base no gene que expressa a subunidade ribossomal menor 18S, com capacidade para
ampliar todas as espécies, utilizando-se os mesmos pares de primers. A vantagem deste ensaio
é a sua sensibilidade, a sua aplicabilidade universal e as inUmeras possibilidades de analises
enzimaticas restritas da regido amplificada, dependendo da espécie do tripanosoma,
possibilitando a diferenciacéo de espécies de tripanosomas mais importantes para bovinos.
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2.14.3 Diagndstico sorologico

Os métodos soroldgicos se baseiam na deteccdo de anticorpos apds um quadro de
infeccdo. Eles apresentam algumas limitaces na sua utilizacdo como diagnostico das
tripanossomiases, principalmente devido a sua incapacidade em estabelecer se a infeccéo esta
ativa ou se ocorreu no passado. ApOs o0 tratamento ou autocura, 0s anticorpos podem
permanecer por mais de um ano, o que dificulta saber se se trata de uma nova infecgéo ou se
sdo anticorpos residuais de uma infeccdo passada e ja curada. Além disso, antigenos
compartilhados pelos tripanossomos sdo comuns e a detec¢do de anticorpos ndo é, portanto,
considerada especifica da espécie (SILVA et al., 2002; DESQUENES, 2004).

Apesar destas limitagbes, os estudos sorolégicos constituem uma ferramenta
epidemioldgica valiosa para avaliar a prevaléncia de infecgoes em regides e para acompanhar
a tripanossomiase em fazendas afetadas ou em estudos eperimentais (DESQUENES, 2004;
GALIZA et al 2011).

O teste de imunoadsorcdo enzimatica indireta (ELISA) com antigeno sollvel de
isolado de T. vivax foi utilizado na regido de Poconé, no estado de Mato Grosso. Essa prova
sorologica permitiu avaliagfes epidemioldgicas preliminares da distribuicdo do parasito em
bovinos no Pantanal do estado de Mato Grosso (PAIVA et al., 2000).

Em um estudo feito por Batista et al. (2007), em um surto em bovinos no semirarido
no estado da Paraiba, a presenca de anticorpos em animais assintomaticos foi detectado por
ELISA, empregando um extrato de T. vivax como antigeno. Neste caso, a titulacdo foi
utilizada para monitorar a duracdo da enfermidade no rebanho e para detectar animais
assintomaticos.

No estudo experimental com bovinos, de Schenk et al. (2001), o teste de Elisa foi
utilizado para detectar os anticorpos produzidos apés a infeccdo e a soroconversdo ocorreu a
partir do 6° e 8° dias. O mesmo teste foi diariamente realizado e permitiu a identificacdo de
animais soropositivos durante os 30 dias do experimento.

O estudo de prevaléncia em bovinos realizado por Guerra et al. (2013) em
Pernambuco, utilizou a reacdo de imunoflourescéncia indireta (RIFI) e o resultado foi
semelhante ou superior as prevaléncias encontradas em outras regides e paises endémicos
(CONNOR; BOSSCHE, 2005), o que permitiu sugerir que o estado de Pernambuco seja area
endémica para infecgdo por T. vivax.

2.15 Tratamento e Profilaxia

A quimioterapia utilizada para o controle das tripanossomiases consiste no uso de
drogas tripanocidas que podem ser usadas como preventivas ou curativas. A diferenca entre
prevencdo e cura depende da droga e/ou da dosagem que esta sendo administrada. Algumas
drogas sdo armazenadas nos tecidos e por uma lenta liberacdo na corrente circulatéria mantém
a concentracdo do composto ativo suficiente para controlar os tripanosomas. O tratamento
quimioterapico curativo deve ser feito quando a incidéncia é baixa e quando somente poucos
casos ocorrem em um rebanho durante o periodo de um ano. O tratamento preventivo é
requerido quando o gado estd sob constante risco e quando a enfermidade ocorre em um alto
nivel durante o0 ano (PEREGRINE et al, 1993; SILVA et al., 2004).

As drogas primariamente utilizadas para o tratamento e profilaxia da tripanossomose
causada por T. vivax em bovinos, ovinos e caprinos sdo o dimenazene, homidium e
isometamidium (SILVA et al., 2004).

O aceturato de diminazene é uma diamidina aromaética, comercializada em
combinagdo com antipirina, que é um estabilizador que prolonga a atividade do composto em
solucdo. E uma droga utilizada somente para tratamentos curativos, nas dosagens de 3,5 a 5
mg/kg de peso vivo. Até agosto de 2016, era a unica droga disponivel e comercializada, para
o tratamento de rebanhos no Brasil (SILVA et al., 2004).
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Em alguns estudos de focos no Brasil, o diminazene apresentou eficacia. Na Paraiba,
alguns animais infectados do surto estudado por Batista at al. (2007) foram tratados e ap0s
dois anos a doenca estava ausente e T. vivax aparentemente eliminado do rebanho.
Experimentos realizados com dimenazene demonstraram uma atividade alta contra ambos
Trypanosoma e Babesia spp (SILVA et al., 2004).

A recidiva de sinais clinicos ap6s o tratamento com diminazene em bovinos que
apresentaram sinais neurologicos foi relatada em estudos de focos de infec¢do por T. vivax
(CADIOLI et al., 2012; BATISTA et al., 2007). Bezerros também apresentaram recidiva
clinica e morte apos o tratamento com diminazene (BATISTA et al., 2007; GERMANO et al.,
2017).

Em um estudo de foco em Sao Paulo, em uma propriedade do municipio de Lins, a
cepa de T. vivax se mostrou resistente ao tratamento com aceturato de diaminazene e a
infeccdo se disseminou rapidamente no rebanho (CADIOLI et al, 2012).

O isometamidium (cloreto de isometamidium) é uma amidina aromatica da
fenantridina com atividade profilatica e terapéutica. A dosagem recomendada para fins
profilaticos € de 0,5 a 1mg/kg e a curativa varia de 0,25 a 0,5 mg/kg. Para a profilaxia, o
cloreto de isometamidium deve ser administrado com intervalos de trés a quatro meses o que
corresponde a trés ou quatro aplicagfes por ano (SILVA et al., 2004). O composto tem sido
usado com sucesso para manter a produtividade do gado zebu exposto ao desafio com a
mosca tsé-tsé no leste da Africa (DESQUENES, 2004).

No estudo realizado por Batista et al. (2007), no surto da Paraiba, o tratamento de
animais clinicamente afetados com isometamidium apresentou recuperacdo de valores
hematoldgicos dos animais apds 4 meses (DESQUENES, 2004; SILVA et al., 2004).

No foco relatado em S&o Paulo por Cadioli et al. (2012), ap6s o tratamento com duas
doses de 1 mg/kg do cloreto de isometamidio, com intervalos de quatro meses entre as
aplicacdes, e depois que medidas de controle contra as moscas foram executadas, nenhum
novo caso de infeccdo por T. vivax foi observado na fazenda apds seis meses do fim do
tratamento (DESQUENES, 2004)

Os parasitos, durante localizacdo em células nervosas, liquido cefalorraquidiano e
humor aquoso, estdo protegidos contra drogas tripanocidas (BATISTAet al., 2007).

O controle populacional de artropodes vetores € preconizado como método de
profilaxia de infec¢des por T. vivax. O controle quimico dos vetores pode ser realizado com
drogas pour on e armadilhas impregnadas com inseticidas (PEREGRINE et al., 1993; SILVA
etal., 2004).

O controle quimico nos animais pode ser feito com a utilizacdo de produtos
ectoparasiticidas organofosforados (exemplos: clorpirifés, diclorvos, diazinon, entre outros),
associados ou ndo aos piretroides (exemplos: cipermetrina, deltametrina, entre outros),
administrados pela via pour on e pulverizacdo. As administracdes de inseticidas a base de
organofosforados e piretroides, na forma de aerossol/pulverizagdo dentro e em volta dos
estabulos e das instalagbes rurais proporcionam bom controle local (DESQUENES, 2004;
SILVA et al., 2004).

Os métodos de manejo e higiene ambiental sdo fundamentais para reduzir as
infestacfes por moscas e se baseiam na remocdo da fonte onde elas se proliferam. Em
propriedades rurais com criagdo de bovinos, 0 manejo ambiental consiste basicamente em
destinacdo adequada de residuos organicos e do manejo de esterqueiras, que funcionam como
potenciais criadouros para as moscas. A remocdo de residuos alimentares dos cochos, currais,
estabulos e de qualquer outro local que possa acumular matéria organica também sdo medidas
fundamentais. Restos de culturas, gramas cortadas, como feno e palhas umidos, dentre outros,
ndo devem ser acumulados, pois a fermentacdo transforma-os em importantes focos de
reproducéo para as moscas (DESQUENES, 2004; SILVA et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo e Descricao do Estudo

Neste estudo foram identificados 16 focos de tripanossomiase em bovinos, em 13
municipios do estado do Rio de Janeiro. Destes, 12 foram estudados entre fevereiro de 2016 e
fevereiro de 2018, com acompanhamento por visitas, coleta de material para diagnostico e
estudos epidemiologicos, clinicos e patoldgicos. Os outros quatro focos foram identificados
entre margo e outubro de 2018, através de materiais enviados para diagnostico apenas por
PCR.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Pesquisa da UFRRJ
(CEUA/UFRRJ) sob o protocolo 5931200217 e autorizado pelos responsaveis pelas
propriedades através do termo de consentimento livre esclarecido (TCLE), Anexo |.

3.2 Estudo dos 12 Focos

Os 12 focos estudados entre fevereiro de 2016 e fevereiro de 2018 localizavam-se em
11 municipios distintos. Os focos foram identificadas em ordem alfabética (A a L) de acordo
com o aparecimento dos focos (Tabela 1).

Tabela 1: Identificacdo dos focos e nimero de animais estudados.

Focos Identificacdo NUmero de animais estudados
Pirai A 14
Areal B 93
Valenca C 6
Valenca D 5
Vassouras E 21
Santo Antdnio de Padua F 70
Rio Claro G 14
Cantagalo H 8
Barra do Pirai | 9
Paraiba do Sul J 17
Barra Mansa K 18
Rio das Flores L 5
TOTAL - 280

As propriedades eram de aptiddo leiteira, de média a alta producdo, compostas por
bovinos mesticos ou das ragas Gir, Holandés e Girolando.

O critério de inclusdo das propriedades foi através de: 1) notificacdo feita por Médicos
Veterinarios de propriedades ja com diagnostico recente, através de exames parasitoldgicos,
de infeccdo por Trypanosoma sp (propriedades dos municipios de Areal e Vassouras); 2)
propriedades sem diagndéstico anterior, mas com presenca de animais com sinais clinicos
suspeitos de infeccdo por T. vivax (demais focos).

Por intermédio de informacdes concedidas por Médicos Veterinarios, proprietarios
e/ou funcionarios ligados as propriedades-focos, foram obtidos historicos, dados
epidemioldgicos e todas as informacGes de manejo, producdo e ocorréncias de relevancia
relativas a cada propriedade. Estas informacgdes relatadas e os sinais clinicos observados
durante as visitas foram registrados em questionario padronizado (Anexo Il) elaborado
especificamente para a realizagédo do estudo.

O ndmero de animais estudados em cada foco correspondeu a quantidade de animais
que tiveram algum tipo de material para diagnostico e variou em funcdo do nimero de
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animais afetados; da quantidade de animais que eram disponibilizados para exame clinico, da
coleta de material nos dias das visitas e de animais necropsiados com coleta de material.

As amostras biologicas foram coletadas para diagnostico laboratorial por meio de
exames parasitolégicos, moleculares, necropsias e exames histopatoldgicos (Tabela 2).

Tabela 2: Numero total de amostras coletadas para diagndstico laboratorial

Focos Amostras de sangue total ~ Necropsias com coleta de Total de
amostras de tecidos amostras
coletadas
A 13 1 14
B 89 6 95
C 6 0 6
D 5 0 5
E 21 0 21
F 70 1 71
G 13 2 15
H 8 0 8
| 9 0 9
J 17 0 17
K 17 1 18
L 4 1 5
TOTAL 272 12 284

3.3 Diagnostico Parasitoldgico e Morfometria

O diagnostico parasitoldgico foi realizado em 266 amostras de sangue total coletadas,
provenientes de bovinos dos 12 focos estudados entre fevereiro de 2016 e fevereiro de 2018.
Apos a contencdo dos animais em bretes, foram coletados 3 a 5 ml de sangue total, obtido
através da puncdo da veia mamaria ou coccigea. A coleta foi realizada por meio do sistema
vacutainer, com agulhas de 25x0,8 mm, apds a devida higienizacéo do local da venopuncéo.
As amostras foram identificadas, armazenadas em tubos contendo 10% de 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), acondicionadas em isopor com gelo reciclavel e
encaminhadas para o Laboratério de Hemoparasitos e Vetores (LHV) da Estacdo
Experimental de Pesquisa Parasitologica W.O. Neitz (E.E.P.P. W.O. Neitz) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

A técnica utilizada foi a do esfregaco obtido da capa leucocitaria apds centrifugacdo
das amostras de sangue. Apds a secagem das laminas de esfregaco, estas foram fixadas em
metanol 100% durante 10 minutos. As laminas foram coradas em Giemsa (1/10) durante 40
minutos em mesa agitadora; ao final deste tempo foram rinsadas com agua corrente e
colocadas para secar. A leitura das laminas foi realizada pela mesma pessoa durante
aproximadamente 11 minutos (em microscopio Nikon E20, obj. 100) para determinar ou ndo
a positividade das amostras analisadas através observacdo morfolégica das formas
tripomastigotas.

Com o objetivo de confirmar a espécie foi realizada a morfometria em trés amostras
(Idaminas) de esfregaco sanguineo positivas, provenientes de trés focos relativas ao ano de
2016 (A, B e E) e comparadas com as medidas obtidas por Carvalho et al. (2007), nos focos
de Minas Gerais. A partir dai, ndo foi considerada necesséria a realizacdo da morfometria nos
parasitos diagnosticados nos outros focos seguintes a estes, pois 0s aspectos epidemioldgicos
relativos a espécie afetada, origem da infec¢do, evolugdo e sinais clinicos eram semelhantes.
Para cada lamina analisada, observaram-se em microscopio optico (Olympus BX51®), com
objetiva de 100, escala de 20y, no minimo 30 formas tripomastigotas, onde se aferiu 0s
seguintes parametros: tamanho total do parasito (L), posterior ao kinetoplasto (PK), posterior
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ao nucleo (PN), kinetoplasto ao nucleo (KN), nucleo a porcdo anterior (NA) e tamanho do
flagelo livre (F), segundo metodologia utilizada por Cuglovici et al. (2010).

3.4 Diagnostico Molecular em Amostras de Sangue Total

O diagndstico molecular foi realizado em 246 das amostras de sangue total coletadas
nas propriedades, como descrito, e foram provenientes de bovinos de 11 dos 12 focos
estudados. No foco E ndo houve coleta e envio de amostras de sangue total para diagnostico
molecular.

A extracdo de DNA e a reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) foram
realizadas no LHV/UFRRJ.

3.4.1 Extracdo de DNA total em amostras de sangue

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando-se o Kit de
purificacdo do material genémico de DNA Wizard® (Promega, Madison, WI, USA),
conforme protocolo do fabricante. Esta etapa foi realizada a partir de 300 puL de cada amostra
de sangue. As amostras de DNA obtidas foram ressuspendidas em 100uL de tampdo AE (do
proprio Kkit), e quantificadas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop
Technologies, DE, USA). As amostras de DNA foram separadas em aliquotas, de forma que
cada uma sofresse degelo poucas vezes, garantindo a integridade do DNA e a confiabilidade
da técnica, e armazenadas a -80°C, até 0 momento da utilizacao.

3.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) e sequenciamento

A reacdo em cadeia de polimerase convencional (cCPCR) foi realizada nas amostras de
DNA extraidos, para confirmacdo do diagnostico parasitologico e utilizado em amostras
negativas ao diagnostico parasitoldgico.

O DNA extraido foi submetido a cPCR para deteccdo dos genes 18S rRNA de
Trypanosoma vivax. As reacOes foram realizadas utilizando-se os oligonucleotideos
iniciadores 18STnF2 (5-CAA CGA TGA CAC CCA TGA ATT GGG GA-3") e o iniciador
reverso 18STnR3 (5-TGC TCG ACC AAT AAT TGC AATAC-3'), com aproximadamente
780 pb (GEYSEN et al., 2003). Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em
gel de Agarose a 1,5%. A corrida eletroforética foi de 60 minutos a 100 volts (5V/cm); em
seguida, os géis foram corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta em
sistema de fotodocumentag&o em equipamento L-PIX Touch (Loccus Biotecnologia®).

3.4.3 Sequenciamento de nucleotideos.

Cinco amostras positivas foram sequenciadas: uma do foco de Pirai (A), duas do foco
de Areal (B), uma do foco de Santo Antdnio de Padua (F) e uma do foco de Rio Claro (G).
Para o0 sequenciamento, os produtos da amplificacdo das PCRs foram purificados com
ExoSap-IT (USB Corporation®) e o sequenciador automatico de DNA modelo ABI Prism 310
Genetic Analyser (Applied Biosystens/Perkin Elmer) determinou suas sequéncias, conforme
instrucdo do fabricante. Em seguida, as sequéncias foram comparadas com outras sequéncias
disponiveis no GenBank.

3.5 Diagnostico molecular em amostras de tecido

O diagnostico molecular foi realizado em amostras de tecido (coracéo, bago e sistema
nervoso central) de sete animais, coletadas durante as necropsias (focos A, B, F e L). Estas
amostras também foram encaminhadas para estudo histolégico e receberam identificagdo de
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acordo com o numero registrado no Setor de Anatomia Patoldgica (SAP) da UFRRJ: 33206,
33751, 33811, 34985, 34976, 34671, 33284.

Os fragmentos foram acondicionados em frascos estéreis, armazenados congelados em
freezer -80° no Laboratério de Sanidade Avicola (LASAVE) do Instituto de Veterinaria da
UFRRJ, onde foi realizada a extragdo de DNA e diagndstico molecular.

3.5.1 Extracdo de DNA total em amostras de tecido

Para a extracdo de DNA utilizou-se o Kit de purificacdo de material genémico de
DNA Purelink® (Invitrogen). Esta etapa foi realizada a partir de 25 mg de cada tecido, e
conforme protocolo do fabricante. As amostras de DNA obtidas foram ressuspendidas em
100puL de tampdo AE, e quantificadas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-2000
(Nanodrop Technologies, DE, USA). As amostras de DNA foram separadas em aliquotas, de
forma que cada uma sofresse degelo poucas vezes, garantindo a integridade do DNA e a
confiabilidade da técnica, e armazenadas a -80°C, até o momento da utilizacéo.

Tanto a extracdo de DNA, quanto o preparo das reacOes e a pipetagem das amostras

foram realizadas em ambientes separados, evitando-se a ocorréncia de contaminagdo. Além
disso, ponteiras com filtro foram utilizadas em todas as etapas do processo.

3.5.2 Reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR)
A reacdo em cadeia de polimerase convencional (cPCR) realizada nas amostras de
tecido seguiram o protocolo utilizado por Fikru et al (2014).

3.6 Andlise Estatistica
Para analise estatistica da comparacdo da morfometria foi utilizado o programa

Biostat® com nivel de significancia de 5%, para as mensuracfes, média e desvio padrdo dos
parametros de morfometria.

Para comparacdo das diferengas entre o diagndstico parasitologico (pesquisa de
hemoparasito em esfregaco sanguineo) com o molecular (cPCR) quanto a deteccdo de
amostras positivas, foi utilizado o programa McNemar que proporciona a discordancia
significativa entre os testes, com nivel de significancia de 0,5.

3.7 Necropsias

Foram realizadas 12 necropsias em bovinos oriundos de seis propriedades. As amostras
coletadas foram identificadas por animal, com o numero de registro utilizado pelo
SAP/UFRRJ. Dos animais 34985-Areal (B), 34976-Pirai (A), 33305-Rio Claro (G) e 34671-
Rio das Flores (L) a necropsia, coleta e envio de material foram realizados pelo Veterinario.
As demais necropsias - 33204, 33206, 33228, 33751, 33811-Areal (B), 33424-Rio Claro (G),
33284- Santo Antonio de Padua (F) e 34163 — Barra Mansa (K) - foram realizadas durante as
visitas.

Destas, nove vacas morreram naturalmente e trés foram eutanasiadas in extremis, de
acordo com as diretrizes recomendadas pela Resolugcdo Normativa n°® 13, de 20 de setembro
de 2013, do Conselho Nacional para o Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.8 Histopatologia

Os fragmentos do sistema nervoso central e dos diversos tecidos e 0rgaos ) destinados aos
exames histopatolégicos foram armazenados em solugdo de formalina a 10% tamponada e
enviados para 0 SAP/UFRRJ, onde foram clivados, desidratados em alcool, clarificados com
xilol, incluidos em parafina, cortados a 5um e corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina
(HE).
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3.9 Diagnostico diferencial e co-infeccdes

O diagnostico diferencial de infec¢do pelo virus da raiva foi realizado no SAP/UFRRJ
através do teste de imunohistoquimica (IHQ) conforme descrito em Pedroso et al., (2009) em
amostras do sistema nervoso central parafinadas, oriundas de oito bovinos (33204, 33208,
33228, 33284, 33424, 33811, 33751 e 34985) que foram necropsiadas.

O diagndstico diferencial de infec¢do pelo herpesvirus bovino tipo 5 foi realizado no
Laboratorio de Doencas Parasitarias da UFRRJ, através da técnica de PCR (multiplex-PCR)
em amostras de DNA extraidas do sangue ou de tecidos, oriundas dos mesmos oito bovinos
necropsiadas, conforme descrito em Claus et al. (2007).

Diagnostico de outras hemoparasitoses foram realizados no LHV/UFRRJ, atraves da
leitura das laminas de esfregaco sanguineo durante o diagnostico parasitoldgico.

3.10 Focos adicionais

Quatro focos foram diagnosticados entre marco e outubro de 2018, de quatro
propriedades dos municipios de Trajano de Morais, Rio Claro, Vassouras e Valenca, através
do envio de amostras de sangue total de bovinos para 0 LASAVE/UFRRJ, destinadas ao
diagnostico molecular (Tabela 3). As amostras foram enviadas por Médicos Veterinarios das
propriedades apds suspeitarem de infeccao por T. vivax nos rebanhos.

Tabela 3. Identificagdo dos focos adicionais e nimero de amostras enviadas.

Focos Identificacdo Numero de amostras enviadas
Trajano de Morais M 5
Rio Claro N 4
Vassouras 0] 4
Valenca P 1
TOTAL 4 17

A extracdo de DNA das amostras de sangue total foi realizada através do mesmo
protocolo ja citado e utilizado nas amostras dos 12 focos estudados. A reacdo em cadeia de
polimerase convencional (cPCR) realizada nas amostras dos focos adicionais seguiram 0
protocolo utilizado por Fikru et al (2014).
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4. RESULTADOS

Foram identificados 16 focos de infeccdo por Trypanosoma vivax em bovinos em 13
municipios do estado do Rio de Janeiro entre fevereiro de 2016 e outubro de 2018; destes, 12
foram estudados e quatro apenas diagnosticados por PCR realizada em amostras de sangue
enviadas ao LASAVE/UFRRJ, no periodo de mar¢o a outubro de 2018. A localizacdo dos
municipios e a cronologia da identifica¢do dos 16 focos estdo demonstrados na Figura 4.

FOCO  MUNICIPIO | DIAGNOSTICO

A | Pirai | Fevereiro/2016
B | Areal | Junho/2016
C  Valenga | Junho/2016
D | Valenca | Junho/2016
E | Vassouras | Agosto/2016
F | SantoAntonio de Padua |  Agosto/2016
G | Rio Claro | Setembro/2016
H  Cantagalo | Dezembro/2016
| | Barra do Pirai | Junho/2017
J | Paraiba do Sul | Julho/2017
K  Barra Mansa Agosto/2017
L | Rio das Flores | Fevereiro/2018
M | Trajano de Moraes | Abril/2018
N | Rio Claro | Junho/2018
0  Vassouras | Setembro/2018
P | Valenca | Outubro/2018

N
0 25 50 100 Km
L 1 | 1 | A

Figura 4. Localizagdo e cronologia de identificacdo dos 16 focos de infeccdo por Trypanosoma vivax em bovinos
no estado do Rio de Janeiro.
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4.1 Historico e Dados Epidemioldgicos nos 12 Focos Estudados

Os 12 focos estudados de infeccdo por Trypanosoma vivax em bovinos no estado do
Rio de Janeiro ocorreram entre fevereiro de 2016 e fevereiro de 2018, em 11 municipios do
estado do Rio de Janeiro (focos A a L).

De uma forma geral, as propriedades estudadas possuiam bons indices zootécnicos,
com bovinos de aptidéo leiteira, das racas Holandesa, Girolando ou animais mesti¢os dessas
racas, criados em regime semi-intensivo, e alimentados com pastagens nativas e de Urochloa
(Braquiaria) decumbens, racdo comercial e silagem de milho.

Em todas as propriedades foi relatada a aquisicdo recente (entre dois e 12 meses antes
da ocorréncia dos primeiros casos), diretamente ou através de leil6es, de vacas procedentes de
municipios dos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso. Os animais introduzidos
inicialmente apresentavam-se aparentemente saudaveis e em bom estado nutricional. Na
maioria dos focos, a doenca e as mortes nos rebanhos comecaram a ocorrer em um periodo
que variava de 1 a 3 meses posterior a chegada destes animais nas propriedades, oriundos de
outros estados ou de outras propriedades, e apds a introducdo destas vacas na linha de
ordenha.

Algumas destas vacas recém-adquiridas também adoeceram ou morreram apés
passarem por uma situacdo de estresse, como mudancas de manejo ou ap6s o parto, conforme
relatado no foco de Areal (B).

A confirmagdo do diagndstico de infeccdo por T. vivax em bovinos do foco de Areal
(B) foi realizada, em nosso estudo, por diagnéstico parasitolégico em junho de 2016. Porém,
o primeiro diagnostico foi realizado através da iniciativa do Médico Veterinario responsavel
pela propriedade, em maio de 2016, através do envio para laboratério particular de 100
amostras para pesquisa de hemoparasitos em esfregacos sanguineos de 100 vacas em lactacgdo.
Destas, 43 apresentaram resultados positivos, incluindo trés vacas da raca Girolando e uma
Holandesa, compradas trés meses antes em leildes em Minas Gerais; essas trés vacas
morreram dias ap6s o diagndstico. Na ocasido, a suspeita € 0 envio das amostras para
diagnostico foi devido a uma queda brusca na producéo de leite e ao aparecimento de animais
com sinais clinicos de anemia, fraqueza e mortes, que ocorrerram apds a suspensao abrupta do
fornecimento de silagem para diminuicdo de custos. A partir dai, houve notificacdo do foco e
a propriedade passou a fazer parte deste estudo, com acompanhamento e coletas adicionais.

O quadro clinico foi observado, predominantemente em todas as propriedades
estudadas, em vacas e novilhas em lactacdo e logo apds o parto, e em menor escala, em vacas
em periodo seco. Apenas em uma propriedade do municipio de Pirai (A) a infeccdo foi
confirmada em um bezerro adquirido do estado de Mato Grosso.

A utilizacdo do hormonio ocitocina, com emprego de seringas e agulhas
compartilhadas, inseridas diretamente na veia mamaria durante a ordenha, foi um manejo
amplamente relatado em todas as propriedades estudadas. Em nove das 12 propriedades, 0s
casos clinicos se iniciaram ap06s a introducdo de vacas leiteiras recém-chegadas na linha de
ordenha.

A presenca de moscas hemat6fagas dos géneros Stomoxys e Tabanus foi observada
durante algumas visitas e também foi amplamente relatada em todas as propriedades
estudadas e eram descritas como “moscas do estabulo” e “mutucas”, nomes populares
utilizados para os dipteros desses géneros, respectivamente.

A Tabela 4 demonstra 0 nimero de animais clinicamente afetados e a taxa de
mortalidade associados a infec¢do por T. vivax em 10 dos 12 focos estudados. Estes dados
foram obtidos a partir das informagdes coletadas e registradas no questionario (Anexo II). No
foco de Barra Mansa (K) e Rio das Flores (L) estes dados ndo foram disponibilizados.
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Tabela 4. Numero de animais clinicamente afetados e taxa de mortalidade, associados a
infeccdo por Trypanosoma vivax em 10 dos 12 focos estudados.

Foco N° de animais no rebanho/ n° de N° de animais N° de mortes

vacas em lactagéo clinicamente afetados  associadas a

enfermidade
A 364/ 130 13 3
B 282 /100 60 15
C 322/102 20 15
D 302/177 40 21
E 150/30 27 13
F 136/85 10 10
G 516/220 55 25
H 65/40 6 2
I 675/190 50 10
J 303/120 30 10

Propriedades dos municipios de A: Pirai; B: Areal; C: Valenca; D: Valenca; E: Vassouras; F: Santo Antdnio
de Padua; G: Rio Claro; H: Cantagalo; I: Barra do Pirai; J: Paraiba do Sul.

4.2 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos que foram comuns a todos os animais afetados, em todas as
propriedades-focos de tripanossomiase estudadas foram: mucosas palidas, diminui¢do de
apetite, diminuicdo significativa na producdo de leite, emagrecimento progressivo e fraqueza
(Figuras 5 a 12, Tabela 5). Adicionalmente, de forma irregular entre as propriedades, foram
observados apatia, edema de barbela e peito, diarreia, conjuntivite, opacidade de coOrnea,
pneumonia, abortos e/ou repeticdes de cio, ataxia, andar em circulos, incoordenacao, tremores
musculares, cegueira, sialorreia, movimentos de pedalagem e morte.

Os sinais neurologicos foram observados em nove vacas: duas das propriedades de Rio
Claro (foco G), seis vacas de Areal (foco B), e uma vaca da propriedade de Rio das Flores.
(foco L). Em duas vacas foi relatado que os sinais clinicos se iniciaram apds terem sido
movimentadas apdés um periodo de repouso. Todos o0s bovinos que apresentaram
sintomatologia neurologica morreram, com excec¢ao de uma vaca Girolanda %, de cinco anos
de idade (foco B), que apresentou remissao dos sinais clinicos (ataxia e andar em circulos) 24
horas ap0s o tratamento com cloreto de isometamidium e recuperacdo do escore corporal apos
10 dias.

Diminuicdo ou interrupcdo da producdo leiteira, perda de animais, gastos com
medicamentos, assisténcia veterinaria e alteragdes reprodutivas foram as principais causas
responsaveis pelas perdas econdmicas relatadas pelos proprietarios.

Dentre as alteracGes reprodutivas, o aborto foi citado como a principal causa de perda
de producéo, e no foco de Cantagalo (H) esse foi um sinal amplamente relatado e associado a
uma anemia severa das vacas que abortaram (30 % das vacas em lactagdo). Aumento do
namero de vacas com repeti¢Oes de cios e de nascimento de bezerros fracos foram alteracdes
também relatadas ap0s o aparecimento da enfermidade. Os indices de perda da producéo
leiteira variaram de 30% até a queda total nos animais infectados.
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Tabela 5. Sinais clinicos observados e relatados nos 12 focos de tripanossomiase estudados em 11 municipios do estado do Rio de Janeiro.

Sinais clinicos/Focos

L

Apatia

Mucosas péalidas

Diminuicao de apetite
Emagrecimento progressivo
Fraqueza

Diminuicédo da producdo de leite
Edema de peito e barbela
Diarreia

Conjuntivite

Opacidade de clrnea
Pneumonia

Abortos/repeticao de cio X
Ataxia

Andar em circulos
Incoordenacdo motora
Tremores musculares
Cegueira

Sialorreia

Movimentos de pedalagem
Morte X

X XX XX X|>

XXXXXXXXXXXXXXXXX|w

X
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X: sinais clinicos presentes; -: sinais clinicos ausentes; propriedades (focos) dos municipios de A: Pirai; B: Areal; C: Valenca; D: Valenga; E: Vassouras; F: Santo

Antonio de Padua; G: Rio Claro; H: Cantagalo; I: Barra do Pirai; J: Paraiba do Sul; K: Barra Mansa; L: Rio das Flores.
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Figura 5. Bovino e proriede—foco de tripanossomiase
2016.

M2 “ X P X

Figura 6. Bovino d propriedade—foco de tripanossomiase com prostracao, acentuado emagrecimento e edema
submandibular. Areal (B), RJ, 2016.
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FigUra 7. Bovino de proriedade-foco de tripanossomiase com apatia e acentuado
emagrecimento. Rio Claro (G), RJ, 2016.

L e ot x L PN : il % T8
Figura 8. Bovino de propriedade-foco de tripanossomiase com apatia e acentuado
emagrecimento. Rio Claro (G), RJ, 2016.
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Figura 9. Bovino de propriedade-foco de tripanossomiase com mucosa conjuntival palida e retragdo do globo
ocular (desidratagdo). Areal (B), RJ, 2016.
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Figural0. Bovino de propriedade-foco de tripanossomiase com mucosa vulvar palida. Areal (B), RJ, 2016.
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Figura 12. Bovino de propriedade-foco de tripanossomiase com fezes com muco e sangue. Rio Claro
(G), RJ, 2016.
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4.3 Diagnostico parasitologico e molecular

As formas tripomastigotas de T. vivax, visualizadas em microscopio Optico e
analisadas morfologicamente, revelaram presenca de cinetoplasto subterminal, nucleo
medial e membrana ondulatoria estreita (Figuras 13 e 14). A Tabela 6 exibe as medidas
observadas em amostras obtidas de trés propriedade diferentes, comparadas com as
medidas obtidas por Carvalho et al. (2007), nos focos de Minas Gerais.

Tabela 6. Médias e desvio padrdo de parametros morfométricos de Trypanosoma vivax presentes em
laminas de esfregago sanguineo de bovinos oriundos de trés focos de tripanosomiase do estado do Rio
de Janeiro.

Propriedades L (um) PK (um) PN (um) KN (um) NA (um) F (um)
A (n=230) 21.37+3.38 208+0.67 836+122 6.29+074 504+125 10.46+256
B (n=30) 23.77+183 121+050 7.40+108 6.15+094 7.29+124 8.82+1.09
E (n=30) 1920196 138+045 532+090 4.05+084 7.23+143 597+1.16
Minas Gerais* 19.89+ 2.15 0.90 7.55 6.64 7.46 6.22

L: tamanho total do parasito, incluindo flagelo livre; PK: distancia do final da extremidade posterior ao kinetoplasto; PN: distancia
do final da extremidade posterior ao meio do ndcleo; KN: distancia do kinetoplasto ao meio do nucleo; NA: distancia do meio do
nucleo ao final da extremidade anterior; F: comprimento do flagelo livre; n: quantidade de parasitos mensurados. Propriedades dos
municipios de B: Areal; E: Vassouras; A: Pirai. * Carvalho et al., (2007).

Na reacdo em cadeia de polimerase (PCR), as amostras de 46 bovinos
amplificaram fragmentos de DNA com aproximadamente 780 pb, das quais cinco foram
sequenciadas e pareadas com outras sequéncias disponiveis no GenBank. Todas e
apresentaram 100% de identidade com T. vivax.

Dos 12 focos de infeccdo por T. vivax identificados, em seis o diagnostico foi
realizado por meio da visualizacdo do protozoario em esfregacos sanguineos e pela
PCR. No entanto, em outros cinco focos ndo foi possivel visualizar o T. vivax em
amostras de esfregaco sanguineo e o diagndstico foi confirmado pela PCR (Tabela 7).
Apenas no foco de Rio das Flores (L) ndo houve coleta de sangue e o diagnostico foi
feito somente por PCR em fragmentos de 6rgdos, e sera descrito posteriormente.

A Tabela 8 compara os resultados obtidos e mostra a analise da discordancia
entre a pesquisa de hemoparasito em esfregaco sanguineo e na cPCR, nas 240 amostras
que foram submetidas as duas técnicas. O resultado p< 0,0001 significa que os testes
sdo diferentes quanto a positividade. O diagndstico parasitologico apresentou
sensibilidade de 0,64% quando comparado a PCR.
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Tabela 7: Amostras de sangue para diagnostico parasitolégico e molecular, por foco de tripanosomiase do estado do Rio de Janeiro.

Foco A B C D E F G H I J K L Total
Numero total de amostras de sangue coletadas 13 89 6 5 21 70 13 8 9 17 17 4 272
Numero de amostras destinadas ao diagndéstico 4 266

parasitolgico 13 89 6 5 21 70 13 8 9 17 11

Numero de amostras destinadas ao diagndstico 13 89 6 5 070 13 8 9 17 12 4 246
molecular

Amostras positivas no esfregaco sanguineo 2 13 0 0 6 2 2 1 0 O 0 0 25
Amostras positivas na PCR 4 18 1 1 - 9 3 1 5 1 3 0 46

Propriedade dos municipios de A: Pirai; B: Areal; C: Valenca; D: Valenga; E: Vassouras; F: Santo Antdnio de Padua; G: Rio Claro; H:
Cantagalo; I: Barra do Pirai; J: Paraiba do Sul; K: Barra Mansa.

Tabela 8: Analise da discordancia entre a pesquisa de Trypanosoma vivax em esfregaco
sanguineo e PCR de bovinos oriundos de focos de tripanosomiase do estado do Rio de Janeiro.

Diagnostico parasritologico Diagnostico Molecular Total
Pesquisa de Trypanosoma vivax Positivo Negativo
Positivo 18 1 19
Negativo 25 194 219
Total 43 195 238
p-valor P<0.0001*

*p<0.05 = discordancia significativa entre os testes (McNemar — Método Exato).
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Figura 13. Bezerro (n° registro 1/LHV) de propriedade-foco; formas tripomastigotas
sanguineas de Trypanosoma vivax . Giemsa, obj. 100. Pirai (A), RJ.

20) (Vi)

Figura 14. Bezerro (n° registro 1/LHV) de propriedade-foco; formas tripomastigotas
sanguineas de Trypanosoma vivax . Giemsa, obj. 100. Pirai (A), RJ.
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4.4 Alteracdes Macroscopicas

As principais alteragdes macroscopicas foram: estado nutricional em geral ruim,
mucosas palidas, pelos secos e arrepiados, linfonodos moderadamente aumentados,
umidos ao corte, com areas eshbranquigadas e com equimoses ou petéquias (Figura 15) e
aumento de volume do baco. O sistema nervoso central, em geral, ndo apresentou
alteragBes macroscopicas; porém, no Bovino 33228 foram observadas areas desde
acastanhadas até hemorragias bem evidentes no cortex telencefalico, desde a regido
frontal até a occipital (Figura 16). As alteracbes macroscopicas de cada animal
necropsiado estdo descritas no Quadro 2.
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Quadro 2. Achados macroscépicos em bovinos infectados por Trypanosoma vivax, oriundos de focos do estado do Rio de Janeiro.

Bovinos

Achados macroscopicos

33204-Areal (B)

33206-Areal (B)

33228-Areal (B)

33751-Areal (B)

33811-Areal (B)

34985-Areal (B)
34976-Pirai (A)
33305-Rio Claro (G)
33424-Rio Claro (G)

34671-Rio das Flores (L)

33284- Santo Antonio de
Padua (F)

34163 — Barra Mansa (K)

Estado Nutricional ruim; olho esquerdo com opacidade de cdrnea; mucosas (oral, conjuntival e vaginal) acentuadamente palidas; linfonodos superficiais (diversos) moderadamente
aumentados - pré-escapular com 13x4x3,5cm, com exsudato purulento de cor creme e consisténcia pastosa (linfadenite abscedativa); pulmé@o com enfisema interlobular e pleural
acentuados; coracdo com atrofia serosa da gordura epicardica; baco com leve aumento de volume, vasos da capsula evidentes, tortuosos e com parénquima moderadamente friavel;
musculo longissimo dorsal direito com equimoses multifocais.

Estado nutricional ruim; pele com extensas Ulceras em areas das tuberosidades 6sseas (escaras de declbito); mucosa da vulva moderadamente palida; anus com estrias vermelhas
(sangue); tecido subcutédneo com edema multifocal acentuado, associado as areas de ulceras de pele; linfonodos pré-crurais aumentados, com 6x5x3cm; pulmao com areas multifocais
de atelectasia, area focalmente extensa de enfisema intersticial e pleural; figado com dois abscessos no parénquima, com 3 e 5 cm de didametro; musculos esqueléticos com areas
multifocais e extensas de necrose, e hemorragias associadas as Ulceras da pele.

Estado nutricional ruim; pelos arrepiados; mucosas palidas; linfonodos pré-escapulares moderadamente aumentados e com equimoses;_traqueia com leve quantidade de espuma branca
no limen (edema); pulm&o com grandes areas de enfisema alveolar e intersticial distribuidos aleatoriamente; baco moderadamente aumentado e com areas irregulares de espessamento
da cépsula; musculos intercostais com equimoses; cérebro com areas de hemorragias no cortex telencefalico, desde a regido frontal até a occipital.

Estado nutricional ruim; pele levemente desidratada; pelos arrepiados;_mucosas acentuadamente pélidas; coracdo com algumas equimoses no epicardio; baco moderadamente
aumentado e com areas irregulares de espessamento da capsula;_linfonodos pré-escapulares moderadamente aumentados e com equimoses.

Estado nutricional regular; pele levemente desidratada; pelos arrepiados; mucosas acentuadamente palidas; linfonodos congestos; baco moderadamente aumentado e com bordos
arredondados.

Necropsia realizada pelo Veterinario; sem dados macroscopicos; coleta e envio de material para exame histopatoldgico.
Necropsia realizada pelo Veterinario; sem dados macroscépicos; coleta e envio de material para exame histopatoldgico.
Necropsia realizada pelo Veterinario; sem dados macroscépicos; coleta e envio de material para exame histopatoldgico.

Estado nutricional ruim; pelos arrepiados; mucosas hiperémicas; linfonodos traqueobrénquicos aumentados e com éareas avermelhadas e amareladas; pulm&o com &reas de atelectasia
nos lobos cranio-ventrais, lobos dorso-caudais com desenho reticulado amarelado ao corte havia pequenos focos de supuracgdo, nas extremidades dos lobos craniais havia areas de
enfisema alveolar e intersticial; figado levemente mais firme a palpacéo; linfonodos hepatico, pancreaticos e ruminais aumentados de volume e imidos ao corte, avermelhados e com
areas claras irregulares; bexiga com mucosa levemente hiperémica; intestino grosso com pequenos piogranulomas sugestivos de esofagostomose; Utero gravido com feto macho de 47
cm (medida nuca-insercéo da cauda).

Necropsia realizada pelo Veterinario; sem dados macroscopicos; coleta e envio de material para exame histopatoldgico.

Estado nutricional ruim; pelos secos e sem brilho; linfonodos toda cadeia ganglionar superficial e interna, incluindo os mesentéricos, moderada a acentuadamente aumentada, imidos
ao corte, alguns com petéquias (pré-escapulares e mediastinicos) e com a regido cortical com areas esféricas, esbranquicadas e proeminentes; abdémen abaulado; baco aumentado de
volume e com evidenciagao folicular; abomaso com alguns exemplares de Haemonchus sp.; intestinos delgado e grosso com numerosos exemplares de Moniezia benedeni.

Estado nutricional ruim; pele com poucos carrapatos; olhos moderadamente retraidos; dentes incisivos centrais flutuantes a pressao; mucosas levemente palidas; linfonodos cervicais
superficiais levemente acastanhados ao corte; figado discretamente amarelado e fridvel; rimen com papilas atrofiadas; abomaso com mucosa de aspecto finamente ladrilhado e com
pequena quantidade de Haemonchus sp.; linfonodos mesentéricos escuros ao corte; musculos com atrofia generalizada.
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Figura 15. Bovino (33424) de propriedade-foco de tripanossomiase.
Linfonodo pré-escapular aumentado, Umido ao corte e com é&reas
esbranquigadas. Rio Claro (G), RJ.

U

Fgura 16. Bovino (33228) de propriedade-foco de tripanossomiase. Cortex
telencefalico com areas acastanhadas e hemorragias, desde a regido frontal
até a occipital. Areal (B), RJ.
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4.5 Alteragdes histologicas

A principal lesdo do sistema nervoso encontrada nos casos de tripanossomiase
em bovinos deste estudo consistiu em uma meningoencefalite, caracterizada
predominantemente por perivasculite linfohistiocitaria, com presenca de raros
plasmdcitos em alguns vasos, por vezes ativados (células Mott) e eventualmente
eosinofilos e células multinucleadas. A intensidade da infiltracdo linfohistiocitaria
variou de discreta a acentuada e envolvia 0s vasos das meninges, da substancia cinzenta,
e em maior intensidade, da substancia branca (Figuras 17 e 18). Em alguns animais,
enquanto vasos de menor calibre exibiam poucas camadas de células inflamatdrias, na
mesma regido, vasos de maior calibre apresentavam varias, por vezes, até mais de 10
camadas de células inflamatdrias. Em quatro animais (Bovinos 33204, 33206, 33228 e
33751, todos do foco B, de Areal), em fragmentos examinados do cértex frontal,
temporal, parietal e occipital, ndcleos da base, talamo, hipocampo/amigdala e
hipotdlamo, as lesdes foram muito uniformes e, em geral, variaram de moderadas a
acentuadas (Figuras 19). Nos coliculos rostrais e caudais, ponte e bulbo, Obex e
cerebelo, as lesdes, embora também se apresentassem como moderadas a acentuadas,
por vezes, em algumas areas eram leves. Na neurohipéfise, ganglios trigémeos, plexo
coroide e epéndima, os infiltrados variaram de leves a moderados (Figura 20). Na
medula cervical, toracica e lombar, as lesdes estavam ausentes ou eram muito discretas,
e se restringiam a eventuais infiltrados de poucas células linfohistiocitarias ao redor de
vasos das meninges, da substancia branca e ou da substancia cinzenta (Quadro 3).

Outras alteracbes histoldgicas que acompanharam a meningoencefalite
linfohistiocitaria perivascular incluiam ativagdo endotelial, congestdo, edema
perivascular, pequenos focos de vacuolizacdo do neurOpilo, e nestas areas
eventualmente se encontravam alguns astrécitos reativos (gemistociticos e de Alzheimer
do tipo II) e gliose focal a difusa leve; lesbes estas encontradas nos Bovinos 33204,
33206, 33228 e 33751. Corpusculos de choque e émbolos de fibrina no interior de
vasos foram observados apenas em dois animais (Bovinos 33204 e 33811), este ultimo,
concomitantemente, apresentou lesdes histoldgicas compativeis com salmonelose.

Em todos os animais, exceto no Bovino 34985, foram encontradas lesdes
histol6gicas no coracdo, caracterizadas por leve a moderado infiltrado inflamatério
intersticial linfohistiocitario perivascular, com raros plasmdcitos e eosinofilos, e
eventualmente células multinucleadas.

No baco e linfonodos, em geral, foram observadas rarefacdo centro-folicular,
infiltracdo linfohistiocitaria difusa e leve a moderada, com focos de infiltrados por
eosinofilos e alguns plasmdcitos, eventuais células multinucleadas, congestdo e discreta
a leve hemossiderose.

Adicionalmente, o Bovino 33811 apresentou, nos linfonodos, no figado e no
baco, derrame serofibrinoso subcapsular, com émbolos e trombos de fibrina, focos de
necrose fibrinoide, infiltrado de neutréfilos e macréfagos, colnias bacterianas cocoides
levemente basofilicas e corpusculos de choque.

O Bovino 34163 apresentou foam cells isolados ou em aglomerados nos
linfonodos, baco e figado, bem como colangite e leve fibrose periportal, megalocitose e
hepatdcitos tumefeitos e em lise.

Infiltracdo histiocitaria também esteve presente no intestino dos Bovinos 33751,
33305, 33424, 34163 e 33284, de forma leve a acentuada e difusa na lamina propria da
mucosa e, por vezes, ao redor de vasos na submucosa, acompanhadas ou ndo de
eosinofilos e plasmacitos.
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Nos rins, os infiltrados linfohistiocitarios perivasculares eram intersticiais e por
vezes periglomerulares. Também havia ativacédo e proliferacdo de células mesangiais.

Ainda foram encontrados infiltrados linfohistiocitarios perivasculares em
diversos outros Orgdos, os quais estdo detalhados no Quadro 4. As Figuras 21 a 27
ilustram as alteragdes histologicas encontradas nos rins, bago, intestino e coracao.

O Quadro 5 demonstra os resultados laboratoriais de esfregaco sanguineo e PCR
de amostras de sangue e/ou tecidos de bovinos com lesGes histoldgicas sugestivas de
tripanossomiase.
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Figura 17. Sistema Nervoso Central. Cortex cerebral: infiltrado inflamatério

linfoplasmocitario e histiocitario perivascular. HE, obj. 10. Bovino 33204 de
propriedade-foco de tripanossomiase. Areal (B), RJ.

Figura 18. Sistema Nervoso Central. Nucleo lentiforme: infiltrado inflamatério
linfoplasmocitério e histiocitario perivascular. HE, obj. 40. Bovino 33204 de
propriedade-foco de tripanossomiase. Areal (B), RJ.
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Figura 19. Sistema Nervoso Central. Cértex temporal: infiltrado inflamatério
linfohistiocitario perivascular. HE, obj. 63. Bovino 33228 de propriedade-foco de
tripanossomiase. Areal (B), RJ.
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Figura 20. Sistema Nervoso Central. Ganglio trigeminal: infiltrado inflamatério
linfohistiocitario perivascular. HE, obj. 20. Bovino 33204 de propriedade-foco de
tripanossomiase. Areal (B), RJ.
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Figura 21. Rim: infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario intersticial périglomerular.
HE, obj. 40. Bovino 33204 de propriedade-foco de tripanossomiase. Areal (B) RJ.
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Figura 22. Baco: infiltrado composto por plasmacitos, histiocitos e eosinéfilos. HE,
obj. 63. Bovino 33204 de propriedade-foco de tripanossomiase. Areal (B), RJ.
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Figura 23. Intestino delgado: mucosa do jejuno com moderado infiltrado inflamatdrio
linfocitico. HE, obj. 20. Bovino 33424 de propriedade-foco de tripanossomiase. Rio
Claro (G), RJ.
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Figura 24. Coragdo. Infiltrado inflamatério linfohistiocitario intersticial multifocal. HE,
obj 10. Bovino 33424 de propriedade-foco de tripanossomiase. Rio Claro (G), RJ.
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Figura 25. Coracdo. Infiltrado inflamatério linfohistiocitario intersticial multifocal.
HE, obj 20. Bovino de propriedade-foco de tripanossomiase. Municipio de Rio Claro
(G), RJ.
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Figura 26. Intestino delgado: moderado infiltrado inflamatério linfocitério na
lamina propria da mucosa. HE, obj 10. Bovino 33424 de propriedade-foco de
tripanossomiase. Rio Claro (G), RJ.
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Figura 27. Intestino delgado: acentuado infiltrado inflamatdrio linfohistiocitério
entre as criptas intestinais. HE, obj 40. Bovino 33424 de propriedade-foco de
tripanossomiase. Rio Claro (G), RJ.
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Quadro 3. Intensidade da perivasculite linfohistiocitaria em diferentes areas do sistema nervoso central de bovinos infectados por Trypanosoma vivax, no estado do Rio de Janeiro.

Bovinos 33204- 33206- 33228- 33751- 33811- 34985- 34976- 33305-Rio  33424-Rio 34163- 34671-Rio 33284-Santo
Orgaos Areal Areal Areal Areal Areal Areal Pirai Claro Claro Barra das Antbnio de
Mansa Flores Padua
Cortex frontal ++/+++ ++/+++ ++/+++ NC - - NC - ++ (+) (+) (+)
Cortex temporal ++[+++ +++ +++ ++(+) - NC NC - NC NC NC -
Cortex parietal ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++ - - NC NC NC NC NC -
Cértex occipital ++/+++ +++ ++/+++ ++ - - NC NC NC NC NC -
Nucleos da base ++/+++ ++/+++ +++ NC - (+) NC NC ++ - (+) -
Talamo +/++ ++/+++ +++ +H/+++ - NC NC NC NC - NC -
Hipocampo e amigdala +++ ++/+++ +++ +++ - (+) NC NC NC - +(+) -
Hipotalamo ++/+++ ++/+++ +++ ++/+++ - NC NC NC NC - - NC
Coliculos +/++ ++/+++ +/++ +H++ - NC NC NC NC NC + (+)
Ponte e bulbo ++/+++ +++ +/++ (H)/+ - (+) NC NC NC - (H)/+ (+)
Obex ++ + NC NC - - NC NC NC - + -
Cerebelo +/+++ +++ +/++ +++ - - NC NC +++ - - ++/+++
Plexo coroide + + + NC NC NC NC NC NC - NC (+)
Génglios trigeminais + + NC NC NC NC NC NC NC - NC (+)
Neurohipdfise +++ + NC NC NC NC NC NC NC - NC -
Medula cervical (+) (+) +/++ NC NC (+) NC NC NC NC (+) -
Medula toracica (+) NC NC NC NC NC NC NC NC NC - -
Medula lombar NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC - -
Meninges do encéfalo +H+++ +H+++ +H+++ (H)/+++ (H)/++ €] NC NC +++ +) +) +++
Meninges da medula (+) (+) (+)/+ (+) NC (+) NC NC NC - (+) -

Lesdes: - = ausente; (+) = discreta; + = leve; ++ = moderada; +++ = acentuada; NC = ndo coletado
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Quadro 4. Intensidade da perivasculite linfohistiocitaria e infiltracdo histiocitaria em diferentes 6rgédos de bovinos infectados por Trypanosoma vivax, no estado do Rio de Janeiro.

Bovinos 33204- 33206- 33228- 33751- 33811- 34985- 34976- 33305- 33424 34163-  34671-Rio 33284-Santo
Orgaos Areal Areal Areal Areal Areal Areal Pirai Rio Claro  Rio Claro Barra das Flores Antc}nio de
Mansa Padua
Coracéo + + + +++ (+) - + + ++/+++ (+) (+) +(+)
Linfonodos + + + + + +° NC NC + +++ NC +++
Figado E (+) - - - + + + + + + (+)"
Rim + +) +) - - + NC + +(+) + NC ++
Pulméo - - NC - - - - + + NC - -
Baco - + + + - +P + NC +P ++E + ++E
Mdsculo estriado - NC NC NC NC NC NC NC NC - NC NC
Pré-estdmagos - ) NC NC NC NC NC - + - NC +abomaso
Intestinos - - NC + NC NC NC + +++ (+)/+++F NC ++(+) F
Medula 6ssea NC + M - - (+) M NC NC NC NC - NC NC
Bexiga NC - NC NC NC NC NC NC NC +) NC +(+)
Adrenal NC + NC NC NC NC NC NC (+) NC NC NC
Olho - NC NC - NC NC NC NC NC NC NC NC

LesBes: - = ausente; (+) = discreta; + = leve; ++ = moderada; +++ = acentuada; NC = ndo coletado; E = eosindfilos; P = plasmdcitos; * = leucocitoestase linfoplasmocitaria; ** = ativacdo e proliferacdo de células mesangiais; CM = células
mononucleares.
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Quadro 5. Exames laboratoriais dos bovinos necropsiados oriundos de propriedades-foco, confirmadas para infecgdo por Trypanosoma vivax, no estado do Rio
de Janeiro.

Bovinos e procedéncia Esfregaco PCR do sangue PCR de tecidos (pool  Lesdes histoldgicas Propriedade-
sanguineo encéfalo, coracéo e sugestivas de foco
bago) tripanossomiase
33204-Areal (B) + + NC o+ T
33206-Areal (B) NC - + Ry +
33228-Areal (B) + + NC R +
33751-Areal (B) NC - + Y +
33811-Areal (B) NC - + (+)/++ +
34985-Areal (B) NC NC + (+) +
34976-Pirai (A) NC NC + +) +
33305-Rio Claro (G) NC NC NC ; 4
33424-Rio Claro (G) - - NC -+ 4
34671-Rio das Flores (L) NC NC + (+) +
33284-Santo Antdnio de Padua (F) - - + (+) +
34163-Barra Mansa (K) NC NC NC (+) +*

PCR = reacdo em cadeia da polimerase; NC = ndo teve material; + = positivo; - = negativo; * = animais oriundos de propriedades-foco, com diagnéstico confirmado em outros animais



4.6 Co-morbidades

Os exames laboratoriais direcionados para o diagndstico da infecgdo por T. vivax,
também permitiram que fossem detectadas outras enfermidades concomitantes (Quadro 6).

A presenca dos hemoparasitos Anaplasma marginale, Babesia bovis e/ou Babesia
bigemina foram detectadas, atraves da leitura dos esfregacos sanguineos, em bovinos que
apresentavam sinais clinicos provenientes de nove dos 11 focos identificados.

No Bovino 33811, do foco do municipio de Areal (B), foi detectada, através da
histopatologia, lesbes compativeis com as de Salmonelose.

Amostras de sistema nervoso central dos 12 bovinos necropsiados foram testadas pela
imunohistoquimica para descartar a raiva e através da PCR, para descartar infeccdo por
Hherpes virus bovino tipo 5, e todas as amostras apresentaram resultados negativos, para
ambas enfermidades.

Outras co-morbidades incluiram glossite ulcerativa, broncopneumonia, pneumonia
intersticial e verminose.
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Quadro 6. Co-morbidades detectadas em bovinos necropsiados, oriundos de propriedades-foco de infeccdo por Trypanosoma vivax no estado do Rio de Janeiro.

Lesdes hepaticas de
. Anaplasma Babesia Babesia Salmonela spp Glossite Broncopneumonia Pneumonia mtersthlal € . Ingestao f:ie _Urochloa
Co-morbidades/ - ; - . . - - Broncopneumonia Verminose  (Brachiaria) sp. e
marginalle bovis bigemina ulcerativa fibrinossupurativa . . ;
focos exsudativa secundaria encefalopatia
hepatica
B X X X X (33811) X (33204) X (134985) ) . )
E X X _ NG NC NC NC NC NC
3 X - - NC NC NC NC NC NC
c X - - NC NC NC NC NC NC
D X - - NC NC NC NC NC NC
I X - - NC NC NC NC NC NC
A X i i - - X (34976) i ) i
G NC NC NC - - - X (34424) - -
K X X X ) ) i i ) X (34163)
H NC NC NC NC NC NC NC NC NC
F X - - ) ) ) ) X (33284) -
L NG NG NG NC NC NC NC NC )

X: presenga; -: lesdo ausente; NC = ndo teve material. Propriedades dos municipios de B: Areal; E: Vassouras; J: Paraiba do Sul; C: Valenga, D:Valenga; I: Barra do Pirai; A: Pirai; G: Rio Claro; K: Barra Mansa; H: Cantagalo; F: Santo
Antdnio de Padua; L: Rio das Flores.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo foi possivel identificar 16 focos de tripanossomiase no estado do Rio de
Janeiro. Esses dados indicam que a doenca esta se disseminando no estado.

A identificacdo dos focos e a confirmacéo do diagndstico se basearam em um conjunto
de dados clinico-epidemiologicos e laboratoriais, tais como diagnostico parasitologico
(esfregaco da capa leucocitéria), diagndstico molecular (cPCR), necropsia e histopatologia.

Verificou-se que a entrada de bovinos infectados de outros estados, onde ja foi
constatada a presenga de T. vivax, ou de bovinos comercializados em leildes, foram as
provaveis origens da entrada da tripanossomiase no estado do Rio de Janeiro. Esse transito de
animais de areas de risco também ja foi responsavel por surtos da doenca em outros estados,
conforme argumentado por Carvalho et al. (2008), Abrdo et al. (2009) e Cuglovici et al.
(2010) em Minas Gerais, por Batista et al. (2008) na Paraiba e por Cadioli et al. (2012) em
Séao Paulo.

Fatores relatados em outros estudos (PAIVA et al., 2000; MADRUGA, 2009) que
determinam ou contribuem para um aumento da parasitemia em animais infectados, como
mudancas bruscas de manejo e parto, podem favorecer as manifestacdes clinicas agudas da
enfermidade, como foi observado principalmente no foco de Areal, onde animais infectados
recém-adquiridos, que chegaram na propriedade em aparente bom estado de salde
apresentaram sinais clinicos e morreram.

Uma grande variedade de fatores estd envolvida na epidemiologia da transmissdo das
tripanossomiases, porém, moscas hematofagas dos géneros Stomoxys sp. e Tabanus sp. foram
identificadas nas propriedades estudadas, o que sugere que esses fatores sdo provaveis
mecanismos responsaveis pela transmissdo de T. vivax entre animais do mesmo rebanho, e um
fator de risco para a disseminacdo da doenca em areas limitrofes as propriedades-foco. Esses
mecanismos de transmissdo também foram relatados por diversos autores (OTTE;
ABUABARA, 1991; DESQUENES, 2004; CUGLOVICE et al. 2010; CADIOLI et al., 2012).
Em face dessas observagdes, ndo descartamos a possibilidade de que outros municipios das
areas limitrofes as das propriedades-foco ja identificadas possam estar com rebanhos
infectados, ou pelo menos estéo sob o risco de contrair a infecgéo.

Outro potencial agente de transmissao, citado por Desquenes (2004) em comunicacao
pessoal de J. Favre € a Hematobia irritans; esses autores consideram que a proliferacdo dessa
espécie pode ser responsavel pela transmissao de T. vivax em fazendas leiteiras no Suriname;
essa especie tambem € endémica no estado do Rio de Janeiro, e também ja foi observada nas
fazendas-foco.

O compartilhamento de agulhas durante vacinacdes e ou a aplicacdo de outros
medicamentos também pode estar envolvido na disseminacdo da infeccdo (CORDOVES et
al., 1992; BATISTA et al., 2008; GALIZA et al., 2011; VIEIRA et al., 2017). Neste estudo, 0
compartilhamento de seringas e agulhas entre os bovinos, especialmente na pratica corriqueira
da utilizacdo do horménio ocitocina, diretamente na veia mamaria durante a ordenha, em
todas as propriedades estudadas, foi um manejo altamente sugestivo de ter contribuido para a
disseminacdo da doenca dentro dos rebanhos. Portanto, € importante que haja um
esclarecimento aos proprietarios sobre o risco de compartilhar agulhas, a fim de evitar perdas
econémicas associadas a infeccdo causada por este protozoadrio e mesmo por tantos outros
agentes infecciosos de interesse sanitario.

Embora os sinais clinicos observados nos bovinos infectados por T. vivax em nosso
estudo (mucosas palidas, diminuicdo de apetite, diminuicdo da producdo de leite,
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emagrecimento, fragqueza e morte) sejam inespecificos, eles foram semelhantes aos
encontrados por outros autores em estudos de focos no Brasil (HOLMES et al., 1997; SILVA
& DAVILA 2001; BATISTA et al., 2008; CADIOLI et al., 2012; BOADA-SUCRE et al.,
2016; FIDELIS Jr et al., 2016). De todo o modo, os sinais clinicos inespecificos supracitados,
especialmente a anemia e a fraqueza, embora ndo possibilitem a conclusdo do diagnostico
dessa parasitose, quando associados aos dados de perda ou diminuicdo da producéo,
distdrbios reprodutivos, diarreia e sinais neuroldgicos, apontam para uma forte suspeita de
tripanossomiase e sdo sugestivos o suficiente para conduzir o Veterindrio em busca de uma
confirmacdo por exames laboratoriais (parasitologicos, moleculares, necropsia e
histopatologia).

O aparecimento de um quadro clinico neuroldgico representa um agravante no
prognostico da enfermidade (GERMANO et al., 2017), o que endossa os dados verificados
neste estudo, no qual de nove bovinos com sintomatologia nervosa, somente um se recuperou
clinicamente; tendo os demais evoluido para a morte. Essa evolugcdo grave com sinais
neuroldgicos que culminam com a morte de bovinos infectados por T. vivax, também foi
observada nos estudos de Batista et al., (2007), Costa et al., (2009), Galiza et al., (2011) e
Silva et al., (2009). A forma neuroldgica central, frequentemente relatada na tripanossomiase
provocada por tripanosomassalivarios no continente africano deve ser considerada como uma
importante manifestacdo da enfermidade nas Americas.

Alteracdes reprodutivas, tais como abortamentos, também foram relatados em vacas
infectadas por T. vivax no Pantanal e na Bolivia (SILVA et al., 2006), e em vacas no semi-
arido da Paraiba (SILVA et al., 2007). Na Africa, aborto e anestro sio alteracdes reprodutivas
frequentes em rebanhos acometidos por tripanossomiases e Sao0 responsaveis por
consideraveis perdas econémicas nos rebanhos daquele continente (RADOSTITIS et al.,
2002; CONNOR; BOSSCHE, 2005); abortos relacionados com a infeccdo por T. vivax
também ocorreram em vacas de propriedades do nosso estudo.

Vale ressaltar que na fase cronica da infeccdo, os sinais clinicos podem estar ausentes
ou os bovinos exibem apenas sinais leves e inespecificos, fato que dificulta ainda mais o
diagndstico e até mesmo a suspeita de tripanossomiase como causa do problema. Desse
modo, a presenca de animais assintomaticos no rebanho é fator de risco para a disseminacéao
da infeccdo para os demais individuos e para a permanéncia do parasito na area, facilitando
gue a tripanossomiase evolua para sua forma enzodtica na regido. Neste estudo, alguns
animais apresentaram caracteristicas sugestivas de fase cronica da infeccao.

Em regides endémicas, como no Pantanal, a forma clinica predominante em rebanhos
infectados por T. vivax é crénica (SILVA at al. 1996; PAIVA et al., 2000). Em propriedades
acompanhadas no nosso estudo, alguns bovinos infectados, apo6s episddios clinicos agudos
iniciais, ndo apresentavam mucosas palidas e anemia, e sim emagrecimento progressivo e
diminuicdo leve a moderada da producdo de leite. Sdo justamente animais com essas
caracteristicas que podem se manter indefinidamente como fontes de infecgdo de T. vivax na
propriedade, pois tendem a ndo provocar suspeita clinica, dada a inespecificidade apresentada.
Estas observacdes demonstram que mesmo em focos de regiGes ndo endémicas, apds um
periodo de relativa adaptacdo, animais persistentemente infectados passam a apresentar
manifestacdes clinicas da fase cronica, como nos bovinos das propriedades acima citadas.

N&o se pode afirmar, categoricamente, se 0s sinais clinicos observados nos bovinos
deste estudo, surgiram exclusivamente devido a infecgdo pelo T. vivax ou se intensificaram
em decorréncia de falhas de imunidade, por outras etiologias que possam ter deixado 0s
bovinos naturalmente menos resistentes. As informagdes relatadas pelos Médicos Veterinarios
de que apds o surgimento da enfermidade no rebanho alguns animais passaram a apresentar
aumento de infestagdo por ectoparasitos, problemas de casco e mastites, e a constatagdo
laboratorial de que alguns animais apresentavam co-morbidades (anaplasmose, babesiose,
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verminose, broncopneumonia e salmonelose) pode reforcar os argumentos de
imunossupressdo, fato que também ja foi relatado por outros autores (PAIVA et al., 2000;
WELLS at al., 1984;). Em regibes onde a infeccdo é endémica relata-se que os animais nao
apresentam doenca aguda grave ou mortalidade elevada, o que sugere uma adaptacdo da
relacdo parasito-hospedeiro (DESQUENES, 2004; CONNOR; BOSSCHE, 2005, PAIVA et
al.,, 2000; SCHENK at al., 2001). Sinais clinicos agudos com taxas de mortalidade
significativas foram vistos neste estudo, principalmente no foco B (Areal) e também foram
relatadas por outros autores (BATISTA et al., 2008; GALIZA et al., 2011; CADIOLI et al.,
2012;), em areas ndo endémicas. E de se supor que, assim como observado em outros
estudos, sinais clinicos possam ser mais exacerbados quando j& existem fatores
predisponentes para uma imunossupressao ou doencas concomitantes e a presenca do T. vivax
em associacdo com outros agentes; e condi¢bes de manejos nutricionais e/ou sanitarios
precarios nao deve ser subestimada (PAIVA et al., 2000; WELLS at al., 1984).

As caracteristicas morfologicas e medidas biométricas encontradas nos parasitos
identificados nos focos do estado do Rio de Janeiro coincidem com outros isolados de T.
vivax descritos em focos de tripanossomiases em bovinos no Brasil (D’AVILA et al., 1997;
CARVALHO et al., 2008; SILVA et al., 1996; PAIVA et al., 2000; CUGLOVICI et al., 2010;
GUERRA et al., 2008; PIMENTEL et al., 2011).

Os primers utilizados no presente estudo amplificaram fragmentos de DNA com
aproximadamente 780 pb de comprimentos (GEYSEN et al., 2003) e sdo compativeis com 0s
descritos para isolados brasileiros de Trypanosoma sp. A PCR é um método sensivel para
deteccdo de T. vivax, que resulta em maior confianca no diagnostico da tripanossomiase
(MADRUGA et al., 2003; VIEIRA et al., 2017).

No presente estudo, a sensibilidade do diagnostico parasitologico foi menor do que a do
diagnostico molecular, e resultados semelhantes também foram relatados em diversos estudos
(BATISTA 2007 et al., 2007; CONNOR & BOSSCHE, 2005, GALIZA et al.,, 2011,
PIMENTEL et al., 2012; VIEIRA et al, 2017), o que pode ser atribuido a cronicidade da
enfermidade, fase em que a quantidade de parasitos na corrente sanguinea € escassa ou
ausente para serem visualizados no exame parasitoldgico direto, enquanto que na fase aguda a
sensibilidade é maior dependendo do nivel de parasitemia (MADRUGA et al.,
2006,CARVALHO et al., 2010).

Amostras de sangue negativas para T. vivax somente no exame parasitologico ou em
ambos (parasitolégico e molecular) também podem ocorrer em funcdo de tratamento
parasiticida prévio em animais infectados. O diagnostico molecular também pode sofrer
interferéncia devido a conservacao prévia das amostras de sangue e/ou tecidos. A algumas
amostras de sangue que resultaram negativas somente no exame parasitoldgico e positivas na
PCR eram de animais que foram tratados com drogas antiparasitarias como o diminazeno.
Resultados falso negativos na PCR também podem ocorrer devido ao inadequado
armazenamento de amostras coletada a campo (DESQUENES, 2004).

Em quatro bovinos necropsiados (33206, 33751, 33811, 33284) exames parasitologicos e
moleculares feitos com amostras de sangue resultaram negativos enquanto a PCR do tecido
encefalico e do miocardio foram positivas. Nos bovinos necropsiados 33424 do foco de Rio
Claro (G) e no bovino 34163 do foco de Barra Mansa, apesar da PCR ter sido negativa, as
lesBes histolégicas eram caracteristicas da infeccdo por T. vivax e a propriedade era positiva,
ou seja, o diagnostico foi positivo em outros animais do rebanho.

Os métodos de diagndstico parasitoldgicos muitas vezes sdo 0s Unicos realizados, devido
ao baixo custo e a maior facilidade de acesso por parte dos produtores e Médicos Veterinarios
gue atuam no campo, 0 que, por vezes, dificulta o diagnostico definitivo. Estes métodos
sofrem influéncia também, além de tratamentos parasiticidas prévios, de animais na fase
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cronica da infeccdo (CONNOR; BOSSCHE, 2005; MADRUGA et al., 2006) e os resultados
negativos podem ter ocorrido devido a baixa parasitemia momentéanea.

A tripanossomiase pode ser controlada pelo tratamento com aceturato de diminazene,
com bons resultados quando administrado no inicio dos casos da doenca (BATISTA et al.,
2007). No entanto, em bovinos com sinais neurologicos os tratamentos com drogas
antiparasitarias ndo sdo eficientes. A localizacdo do parasito no sistema nervoso central
dificulta a resposta ao tratamento especifico (BATISTA et al., 2007; GERMANO et al.,
2017). Em nosso estudo, os bovinos 33228, 33751 e 33811, do foco B (Areal) apresentaram
sinais neuroldgicos e foram tratados com o Isometamidium, porém este tratamento néo
apresentou resultado e os bovinos evoluiram para morte.

Nos bovinos deste estudo nao foram encontradas lesdes macroscépicas significativas e
especificas. As altera¢cGes macroscopicas encontradas como: estado nutricional em geral ruim,
mucosas palidas, linfonodos aumentados e aumento de volume do baco e polpa branca
proeminente, também foram relatados por outros autores (BATISTA et al., 2007; BATISTA
et al., 2008; GALIZA et al., 2011; GERMANO et al., 2018; RIET CORREA, 2007), tdo
pouco lesBes hemorragicas, como citadas por Gardine (1989).

Os resultados histopatolégicos encontrados, com destaque para as lesdes de carater
inflamat6rio e degenerativo do sistema nervoso central foram também evidenciados por
diversos autores em ovinos e bovinos na regido Nordeste do Brasil (BATISTA et al 2007;
BATISTA et al., 2008; GALIZA et al., 2011).

A meningoencefalite com predominio de perivasculite linfohistiocitaria, foi a principal
lesdo encontrada nos bovinos deste estudo e ficou evidente que ocorreu com maior
intensidade no cérebro em relacdo a medula, e foi nitidamente observada nas vacas que
estavam na fase aguda da infeccéo e que apresentaram sinais neuroldgicos muito consistentes.
Os infiltrados inflamatorios ao redor dos vasos foram mais intensos na sustancia branca com
relagdo & susbtancia cinzenta, como relatado também por Batista et al. (2008). E também
ficou evidente que as lesdes eram mais intensas no sentido rostro-dorsal e se atenuavam em
direcdo ao sentido rostro-caudal.

Entre os animais estudados, aqueles do foco B- Areal apresentaram les6es no SNC
intensas e evidentes quando comparados aos outros animais. Esses achados, aliados aos sinais
clinicos e laboratoriais, bem como a perda de producédo, nos permite inferir que esse foco B-
Areal, a infeccdo estava inicialmente na fase aguda, enquanto que nas demais propriedades as
caracteristicas eram de infec¢do em fase cronica.

Além do sistema nervoso central também foram observadas lesGes inflamatdrias em
diversos orgdos, porém foram mais constantes no coracdo, bago, linfonodos, intestino
delgado, rim e figado. A miocardite linfohistiocitaria intersticial e perivascular foi uma lesdo
presente em praticamente todos os animais necropsiados que se encontravam em fase aguda
da infeccdo. Lesdes semelhantes foram citadas em estudos experimentais em ovinos
(BATISTA et al., 2006) e em bovinos (KIMETO et al., 1990). Em dois animais com lesé&o de
miocardite, o diagnostico de infeccdo por T. vivax através da cPCR foi realizado em
fragmentos do coracdo coletados durante a necropsia, 0 que evidencia a especificidade da
lesdo histoldgica encontrada neste érgdo em casos de tripanossomiase.

No baco e linfonodos, em geral, foram observadas rarefacdo centro-folicular,
infiltraco linfohistiocitaria difusa e leve a moderada, e nos rins alguns animais apresentaram
infiltrados linfohistiocitarios perivasculares intersticiais ou por vezes periglomerulares,
semelhantes aos achados de Batista et al. (2007).

Outro achado histolégico frequente em animais que apresentaram diarreia foi
infiltracdo histiocitaria leve a acentuada e difusa nos intestinos, principalmente na lamina
propria da mucosa, porém esta lesdo ndo estava associada a parasitose intestinal, e ainda nao
havia sido relatada em outros estudos.
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As perdas econdmicas relatadas pelos proprietarios foram relevantes, principalmente
nos focos onde ocorreram numeros elevados de animais com sinais clinicos e mortalidade.
Esta caracteristica de impacto econémico foi relatada por outros autores que estudaram focos
de tripanossomiases em rebanhos bovinos, de diferentes regides do Brasil (ABRAO et al.,
2009 SILVA et al. 2004; SEKONI et al, 1994).

A presenga de rebanhos infectados por T. vivax descritos neste trabalho no estado do
Rio de Janeiro, demanda que maior atencdo deve ser dada a compra e maior controle com
relacdo ao transito de animais das regides em que o parasito esta presente.

O quadro clinico causado pela infeccdo por T. vivax e encontrado nos bovinos deste
estudo pode ser semelhante a outras enfermidades. Sinais como anemia, fraqueza,
emagrecimento progressivo e diarreia também podem aparecer em doencas como a
anasplamose, babesiose, paratuberculose, deficiéncia de cobre/excesso de molibdénio,
deficiéncia de cobalto, verminoses ligadas a deficiéncia de fosforo, hemoncose, tuberculose,
intoxicacdo por Pteridium aquilinum, outras doencas caquetizantes e intoxicacgao por fluor.

No caso dos animais deste estudo, os dados epidemioldgicos, clinico-patologicos e
laboratoriais permitiram realizar o diagnostico diferencial com clareza.

Enfermidades que causam sinais neurol6gicos, como a raiva, varias causas de
poliencefalomalécia (meningoencefalite por herpes virus tipo 5, intoxicagdo por chumbo,
intoxicacdo por sal/privacdo hidrica e deficiéncia de tiamina), febre catarral maligna e cetose
nervosa, também devem ser consideradas como diagnostico diferencial (PAIVA et al., 2000;
CONNOR & BOSSCHE, 2005; RADOSTITIS et al., 2002; RIET-CORREA, 2007; VALI et
al., 2015). O quadro clinico-epidemioldgico e anatomopatoldgico dos bovinos deste estudo
ndo condizia com estas enfermidades. Mesmo assim o diagnostico laboratorial
(histopatoldgico, imunohistoquimico e molecular) para descartar raiva e herpervirose foi
realizado e resultou negativo.

Na regido do Pantanal do estado de Mato Grosso do Sul, Paiva et al. (2011) observaram
que as mortes e sinais clinicos que ocorreram naquela regido, em animais infectados por T.
vivax, foram atribuidas a outras causas etioldgicas primarias como idade avancada, estado
nutricional de regular a ruim, deficiéncias minerais e nutricionais, intoxicacdo pelas plantas
Solanum malacoxylon e Crotalaria sp. e fotossensibilizacdo secundaria a intoxicacdo por
Enterolobium contortisiliquun. Porém, o Pantanal € uma regido considerada endémica o que
difere das caracteristicas epidemioldgicas dos casos estudados no Rio de Janeiro.O quadro
clinico-patologico encontrado nos bovinos deste estudo foi atribuido, primariamente, a
infeccdo por T. vivax, e ndo foram encontradas evidéncias de que as outras lesdes encontradas
tenham sido primarias, tendo sido consideradas apenas co-morbidades as quais foram
identificadas nos exames laboratoriais.

Nos focos adicionais, a suspeita de infec¢do por T. vivax, a coleta e o envio de material
para confirmacdo laboratorial ocorreu devido a informacgdes e conhecimento, por parte de
Meédicos Veterinarios, da existéncia deste estudo.
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6. CONCLUSOES

A identificagdo de 16 focos de tripanossomiase em bovinos, causada por Trypanosoma
vivax, € um indicativo da disseminacdo desse agente no estado do Rio de Janeiro, a exemplo
do que tem ocorrido em outros estados do Brasil.

A morfometria do protozoario identificado nas propriedades estudadas no estado do
Rio de Janeiro foi compativel com T. vivax e coincide com as caracteristicas de outros
isolados de T. vivax relatados em bovinos no Brasil.

O compartilhamento de seringas e agulhas durante vacinacbes e a aplicacdo de
medicamentos, especialmente de ocitocina na veia mamaria durante a ordenha, foi uma
prética corriqueira nas propriedades estudadas, e esse manejo foi um altamente sugestivo de
ter contribuido para a disseminacdo da doenca dentro dos rebanhos estudados.

Mucosas palidas, diminuicdo de apetite, diminuicdo significativa na producéo de leite,
emagrecimento progressivo, fraqueza, alteracdes reprodutivas, diarreia e sinais neuroldgicos
sdo sinais clinicos frequentes em rebanhos acometidos por tripanossomiases.

Na fase cronica da infeccdo os sinais clinicos podem estar ausentes ou 0s bovinos
exibem apenas sinais leves e inespecificos, e 0 exame parasitologico pode resultar falso-
negativo, o que dificulta ainda mais o diagndstico e até mesmo a suspeita de tripanossomiase
como causa do problema.

A presenca de animais assintomaticos no rebanho é fator de risco para a disseminacao
da infeccdo para os demais individuos e para a permanéncia do parasito na area.

A tripanossomiase causada por T. vivax deve ser incluida no diagndstico diferencial de
enfermidades que cursam com sinais neurolégicos, visto que bovinos que apresentam a forma
neuroldgica central da doenca tém o prognostico agravado, e mesmo tratados com
parasiticidas especificos, quase sempre evoluem para morte. A sensibilidade do diagndstico
parasitoldgico realizado em amostras de sangue foi menor quando comparada a sensibilidade
do diagndstico molecular pela PCR

O diagnostico molecular de infeccdo por T. vivax pode ser realizado em amostras de
tecidos como coracdo e sistema nervoso central.

Sistema nervoso central, coracdo, baco, linfonodos, rim, e intestinos sdo considerados
orgdos de eleicdo para coleta e realizacdo de exames histopatoldgicos para caracterizacdo das
lesbes como sugestivas de infeccdo por T. vivax, com destaque para o sistema nervoso central
e coracao.

As lesbes histologicas de carater inflamatorio (meningoencefalite perivascular
linfohistiocitaria) encontradas no sistema nervoso central dos animais deste estudo ocorreram
com maior intensidade no cérebro em relacdo a medula, foram mais intensas no sentido
rostro-dorsal e se atenuavam em direcdo ao sentido rostro-caudal, bem como foram mais
acentuadas na sustancia branca em relagdo a susbtancia cinzenta.

A tripanossomiase em rebanhos bovinos no estado do Rio de Janeiro traz preocupacao
devido ao seu potencial em causar prejuizos econémicos.
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ANEXOS

ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

Eu,

propriedade: telefone: : recebi

explicagdes sobre o projeto “ Trypanosoma vivax em bovinos no estado do Rio de Janeiro”
do curso de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria do curso de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias da UFRRJ, autorizo a realizacdo de necropsias em animais que evoluirem para a
morte e de coleta de sangue total dos bovinos da propriedade, estando ciente que minha
identidade sera preservada e que ndo havera danos nos animais decorrentes da coleta do

material e auséncia de custos na realizacdo dos exames.

Em / /

Assinatura:
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ANEXO B: QUESTIONARIO

1. Foco: (letra/més/ano):

2. ldentificacdo da propriedade: (endereco/ localidade, municipio/proprietario):

3. Espécies de producdo/quantidade:

4. Tipo de exploracdo: ( ) corte/( ) leite/( ) mista

5. Uso de ocitocina na ordenha com compartilhamento de agulhas: ( ) sim/( ) ndo.
6. Sistema de manejo: ( ) intensivo / ( ) semi-intensivo / () extensivo

7. Manejo nutricional e mineralizagdo:

8. Histdrico de entrada de animais (origem) e/ou participacdo em eventos com aglomeracdo de animais
nos ultimos 12:

9. Propriedades adjacentes com casos semelhantes: () sim/( ) ndo. Relatar:

10. Infestacdo por ectoparasitos: ( ) sim/( ) ndo; Tipo e intensidade:

11. Esquema de utilizado de drogas endo e ectoparasitarias:

12. Presenga de moscas na propriedade: ( ) sim/( ) ndo; intensidade:

13. Histérico do inicio do problema
- NUmero de animais que apresentaram sinais clinicos:
- Idade e fase de produgdo dos animais acometidos:
- Todos os animais que adoecem morrem?
- Quantos animais se recuperaram ap0s apresentarem sinais clinicos:
- Evolucéo desde os primeiros sinais clinicos até a morte ou até a recuperacéo:

14. Sinais clinicos relatados e observados durante as visitas:
() apatia/ ( ) mucosas palidas / () queda de producdo / ( ) perda de peso / () diminuigdo ou perda de
apetite / () fraqueza / ( ) emagrecimento progressivo / () diarreia/ ( ) cegueira/( ) opacidade de cérnea /
() ataxia / incoordenagdo motora / () tremores musculares / () sialorreia / opacidade de cérnea / ()
lacrimejamento / () aborto / () repetigcdo de cios/ () natimortos /() nascimento de crias fracas / ( )
morte / () outros:

15. Percentual de mortes:

16. Percentual de animais que se recuperaram:

17. Percentual de animais com sinais neuroldgicos: Duracdo dos sinais neuroldgicos: Recuperagdo ou
morte:

18. Recidivas de sinais clinicos em animais aparentemente curados: ( ) sim/ () ndo; Intervalo de tempo:
19. Fatores associados com a recorréncia da doenga:

20. Outras enfermidades e/ou problemas sanitarios concomitantes: () sim/ () néo; Quais:

21. Tratamento de animais para hemoparasitoses: Qual produto/doses/datas:
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