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SUMARIO: Realizou-se infecgdo experimental em bovinos com Trypanosoma vivax, utilizando um isolado
colhido na regido sul do Pantanal, Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram utilizados dois caprinos
esplenectomizados para multiplicagdo do in6culo, e inoculados cinco bovinos jovens, com 2,5x 10 5
Trypanosoma vivax por animal, mantidos em baias de isolamento por todo o periodo experimental. Os
animais eram observados diariamente quanto a ingestao de alimentos e estado geral, periodicamente realizou-
se exames clinicos, registro da temperatura corporal, coleta de sangue para exames parasitologicos,
hematoldgico, dosagens de fibrinogénio e proteinas. Ao final de sessenta e cinco dias foi realizado sacrificio
e necropsia dos animais, seguido de exame anatomopatoldgico e histopatoldgico. Os animais mantiveram
bom estado corporal, a ingestao de alimentos foi inalterada, a temperatura corporal média elevou-se nos
dias 4 ao 9 mantendo-se em 39°C até o dia 23 pés-infecgao (Pl), quando retornou aos valores normais. O
volume globular manteve-se dentro dos parametros previstos para a categoria animal, porém com acentuada
redugéo do dia 1 ao 18 PI elevando-se posteriormente. Foi observada leucocitose, com predominancia de
linfécitos a partir do dia 28 PI até o final do experimento e eosinopenia entre os dias 23 e 60 PI. Detectou-se
parasitas no sangue no dia 7 até o 37, sendo que no dia 14 PI foi observada a maior quantidade. Apés o dia
57 Pl nao foram detectadas formas parasitas no sangue. N&o ocorreram alteragdes nas dosagens de
proteinas. Nao foram observadas alteragdes anatomopatoldgicas de caracter especifico. Em todos os animais
constatou-se miocardite ndo supurativa multifocal e em trés glomerulonefrite ndo supurativa multifocal sub-
aguda. Concluiu-se, frente aos resultados, que os animais criados em boas condigdes nutricionais e sanitarias
possuem capacidade de superar a infeccdo causada pelo isolado de T. vivax testado; no entanto, é
recomendado nao substima-lo como agente secundario quando em associagdo com outras patologias.
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INTRODUCAO

Para melhor conhecimento das caracteristicas
etiopatogénicas de um agente frente a fatores diversos daquelas
da regido de origem, a inoculagdo experimental de animais
susceptiveis sob condigdes controladas, permite estabelecer o
perfil clinico-patologico do agente ou da amostra populacional
em estudo, possibilitando uma descrigdo do quadro evolutivo
da infecgdo e do poder de viruléncia do agente.

Experimentos com esta finalidade usando Trypanosoma
vivax sdo relatados na literatura, ndo havendo, porém, uma
padronizacdo quanto ao indculo inicial; outro aspecto ¢ a
variabilidade de resultados em relagdo a morbidade e/ou
mortalidade.

VAN DEN INGH & NEIJS-BAKER (1979) estudaram o
curso de infeccdo em novilhas apds inocular 105 de
Trypanosoma vivax. Destacaram que a parasitemia, a reducéo
no volume globular ¢ a elevagdo da temperatura corporal
foram caracteristicas comuns nos animais; confirmando as
observagdes constatadas em outro experimento realizado
pelos mesmos (VAN DEN INGH et alii, 1976). Em relacdo a
parasitemia, observaram que esta alternou-se com periodos
em que os parasitas nao eram detectados no sangue.

GARDINER et alii (1989) descreveram sindrome hemorragica
em animais infectados artificialmente com 7 vivax, com amostra
populacional do Quénia, que se caracterizou por profunda
anemia e hemorragia nas orelhas, narinas e reto. A necropsia
observaram petéquias hemorragicas no tubo gastrointestinal,
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congestodes, hemorragias, alteragcdes degenerativas em tecidos
e orgdos e eritrofagocitose; concluindo que este quadro deve
ser fatal em condi¢des de campo. Porém, no artigo, ndo consta
o nimero de parasitas inoculados.

ANENE et alii (1991) em estudo comparativo sobre
sintomatologia, hematologia ¢ prevaléncia de Trypanosoma
vivax na Nigéria, reportaram que tanto animais europeus
quanto zebus expostos a infec¢do natural apresentavam-se
em boas condi¢des e boa satde, porém com volume globular
baixo. Entre as altera¢des do quadro hematoldgico, a anemia
foi considerada a de maior destaque e importancia.

A trombocitopenia foi constatada na primeira semana de
infecgdo experimental realizada por ASSOKU & GARDINER
(1989) e iniciou-se simultaneamente a detecgao dos parasitas,
0 que os autores consideraram como um processo nao
imunologico que poderia estar relacionado ao processo de
lise das plaquetas.

FACER et alii (1982) atribuiram a etiologia da anemia nas
tripanosomiases como relacionada a varios fatores, tais como:
hemodilui¢do, hemolise extravascular e redugdo na atividade
hematopoiética. E ainda, consideraram que as imunorreagdes
na superficie dos eritrocitos contribuem para a anemia ao
estimular a opsonizagao por anticorpos anti-7. vivax resultando
na imediata remocao destas células da corrente circulatoria.

Lesdes no musculo cardiaco foram descritas por van den
INGH & NEIJS-BAKER (1979) caracterizadas por infiltrado
mononuclear sem, no entanto, observaram manifestagao
clinica nos animais. WHITELAW, GARDINER & MURRAY
(1988) registraram a presencga extravascular de formas
parasitarias em liquido cefaloraquidiano e humor aquoso do
olho de caprinos inoculados com 104 Trypanosoma vivax.
KIMETO et alii (1990) também, descreveram lesdes
hemorragicas com infiltrado mononuclear atribuindo a reagéo
inflamatoria no miocardio a presenga extravascular da 7. vivax.

CAMUS & MARTRENCHAR (1990) infectaram
experimentalmente 19 bezerros zebus com um ano de idade,
com uma cepa de 7. vivax colhida na Guiana Francesa.
Observaram febre moderada, queda no hematdcrito e perda
de peso, sendo que um animal morreu durante o experimento.
Além destes sintomas verificaram outras manifesta¢des
clinicas, as quais atribuiram ao parasitismo, como: diarréia,
enfartamento ganglionar, lacrimejamento e fraqueza.

SEKONI et alii (1990), estudando comparativamente as
alteragdes hematologicas causadas por 7. vivax e 1. congolense
através de inoculagdo experimental, concluiram que os
resultados por eles encontrados se contradizem com a crenga
geral na Africa ocidental, de que as cepas de 7. vivax sdo mais
patogénicas que as de 7. congolenses.

REYNOLDS & EKWURUKE (1988) comparando o efeito
nutricional sobre a infecgdo por 7. vivax concluiram que animais
submetidos a baixos niveis nutricionais sdo mais susceptiveis a
infec¢do do que aqueles bem nutridos. KATUNGUKA-
RWAKISHAYA, MURRAY & HOLMES (1997) consideraram
que a susceptibilidade dos animais a tripanosomiases esta
associada a varios fatores, tais como: mal nutri¢do, infec¢oes
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intercorrentes, prenhez, lactagdo e trabalho excessivo; destacam,
porém, a nutri¢do como o fator mais importante.

Com os relatos da presenga da Trypanosoma vivax no
rebanho bovino da regido do Pantanal, houve grande celeuma
entre os técnicos quanto a real participagdo deste agente na
satide animal. Para uns uma grande tragédia para a economia
regional e de paises vizinhos, pois o agente, como descrito
em algumas referéncias, teria alta patogenicidade para os
bovinos. No entanto, ndo havia dados conclusivos que
pudessem confirmar tal previsdo, pois na regido algumas
patologias sdo endémicas e os animais convivem com eclas
sem grandes comprometimentos sanitarios ou econdomicos.

Considerando que estudos preliminares em rebanhos
naturalmente infectados nao configuravam o isolado de 7 vivax
com as caracteristicas tragicas como apregoados por alguns
técnicos. Decidimos realizar infec¢do experimental para definir
o perfil patogénico do agente, sob condi¢des controladas.

MATERIAL E METODOS

Iné6culo

De um bovino fémea, raga zebu, com cerca de 8 anos de
idade, naturalmente infectado por 7. vivax, criado em regido
do Pantanal, municipio de Miranda, Estado de Mato Grosso
do Sul, foi colhida amostra de sangue total, usando como
anticoagulante solucdo de EDTA a 10%, na proporgdo de 1
gota para cada 5 ml de sangue. A amostra colhida foi
examinada para constatacdo da parasitemia, usando a técnica
do microhematécrito (Woo, 1970), seguida de identificacao
especifica através de estudos morfométricos em esfregaco
sangiiineo, corado pelo May Grunwald/Giemsa.

Para obtengdo do indéculo com numero suficiente de
T. vivax utilizaram-se dois caprinos machos, castrados, de 18
meses de idade, previamente esplenectomizados, criados em
regido livre de 7. vivax, que foram inoculados com a amostra
de sangue colhida, como descrita acima.

A inoculacdo foi realizada por injecdo subcutanea de 10
ml de sangue na regido dorsolateral direita, sendo que o indculo
foi mantido a temperatura ambiente desde a coleta até a
inoculagdo; totalizando um periodo de 4 horas e 15 minutos.

Durante o periodo experimental os animais foram
mantidos em isolamento no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, alimentados
com forragem verde (Panicum maximum e Leucena sp) ad
libitum. Para aumentar a parasitemia os caprinos foram
medicados com dexametasona durante dez dias consecutivos
usando a dose terapéutica recomendada pelo fabricante.

Animais Experimentais

Foram selecionados, cinco bovinos, trés machos e duas
fémeas, com idade variando entre 16 ¢ 24 meses, obtidos de
cruzamento de racas zebu e européia (Nelore x Hereford), criados
em drea livre de 7 vivax, previamente dosificados com anti-
helminticos e banhados com formulag¢des carrapaticidas, foram
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identificados, pesados, coletadas amostras de sangue e fezes
para exames laboratoriais e alojados em baias de isolamento
protegidas contra insetos e de acesso restrito as equipes de
pesquisa, localizada no Centro Nacional de Pesquisa de Gado
de Corte — CNPGC/ EMBRAPA, em Campo Grande, Estado
de Mato Grosso do Sul.

A alimentag@o dos bovinos no periodo experimental
consistiu de feno de braquiaria (Brachiaria decumbens) ad
libitum, mistura mineral comercial ¢ concentrado proteico
constituido por graos de milho ¢ soja com nivel de proteina
bruta de 18%, fornecido na quantidade de 2,5 kg diarios por
animal. Os primeiros dias tiveram como finalidade adapta-
los as condigdes de estabulamento e regime alimentar antes
da inoculagao.

Inoculagao

No décimo sétimo dia pds-inoculagdo os caprinos
atingiram nivel parasitario em nimero suficiente para infectar
os bovinos. A contagem foi realizada em camara de Neubauer,
utilizando a seguinte solu¢@o como diluente: 1,6 ml de solugdo
fisiologica, 10 pl de Tweem 80 e 10 pl de solugdo de violeta
genciana a 2%. Nesta solugdo era adicionado 20 pl de sangue
total, que apos homogeneizagao procedeu aplicagdo na cadmara
¢ a contagem na area correspondente de eritrocitos. Em cinco
quadrantes eram contados todos os Trypanosoma vivax
presentes ¢ o resultado multiplicado por 10.000.

Todos os bovinos foram inoculados com sangue total do
caprinos contendo como anticoagulante EDTA a 10%,
imediatamente colhido do animal doador e inoculados, cada
um com 2,5x105 Trypanosoma vivax, através de injecdo
subcutanea na regido escapular direita.

Diariamente os animais eram observados de forma geral
e periodicamente realizados exames clinicos com énfase na
temperatura corporal, estado geral e nutricdo; na coleta de
sangue para exames parasitologicos, pela técnica descrita por
WOO (1970) e esfregaco sangliineo corado, ¢ avaliados o
hemograma completo e dosagens de fibrinogénio, proteinas
totais ¢ plasmatica.

Necropsia

Ao final do periodo experimental, ocorrido no dia 65 pos-
infeccdo (PI), os animais foram sacrificados e necropsiados para
exames anatomopatologicos e histopatoldgicos; com exame
cuidadoso de toda a carcaca, em busca de alteragdes patologicas.
Fragmentos de 6rgdos e tecidos foram coletados, fixados em
solugdo de formaldeido a 10% e posteriormente processados por
técnicas histologicas para estudos microscopicos

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento da Infec¢do nos Caprinos

Nos caprinos a parasitemia foi constatada no dia 10 e no dia
17 pés-infecgdo (PI) atingiu o nimero esperado para inoculagdo
nos bovinos. Logo apoés a coleta do sangue, para inoculagao nos

bovinos, os caprinos foram sacrificados e necropsiados. Nao
foram observadas alteracdes anatomopatoldgicas e
histopatologicas dignas de nota.

Desenvolvimento da Infecciio e Aspectos Clinicos nos
Bovinos

Os animais inoculados mantiveram bom estado corporal
durante todo o experimento, ndo sendo possivel, no entanto,
realizar pesagens sucessivas para controle do peso em virtude
das condic¢des de isolamento na qual se encontravam. A
ingestdo de alimentos foi mantida inalterada durante todo o
periodo experimental.

Apos a inoculagdo a temperatura corporal média do lote
apresentou gradativa elevacdo do dia 4 ao 9 PI quando atingiu
39,8°C, mantendo-se acima de 39,0°C até o dia 23 PI; a partir
deste dia, oscilou entre 38,5 ¢ 39,0°C. O volume globular médio,
apesar de ter se mantido dentro dos parametros de normalidade
estabelecidos para categoria animal, apresentou marcada redugao
do dia 1 até o 18 PI, elevando-se gradativamente apos esta data.
Nos resultados, representados na Figura 1, ¢ possivel constatar
arelagdo entre a parasitemia e a hipertermia e, ainda, a agdo dos
parasitas na reducao do volume globular, o que indica rapida
atuacdo destes na destrui¢do extravascular de eritrocitos. Com a
redugao da parasitemia e posterior desaparecimento dos parasitas;
a temperatura corporal retorna aos parametros de normalidade e
o volume globular eleva-se de forma satisfatoria, permitindo
aos animais uma rapida recuperagdo do quadro hematico.

Além da parasitemia, a hipertermia e a redug@o no volume
globular foram os aspectos constatados imediatamente a
infec¢do; a medida em que o numero de parasitas circulantes
decrescia a temperatura corporal diminuia ¢ o quadro
hematico apresentava recuperacdo. O volume globular
apresentou média semelhante aquelas observadas por
SEKONI et alii (1990).

O eritrograma manteve-se dentro dos parametros
considerados normais para a espécie e categoria animal, porém
com reducdo nas contagens dos dias 1 ao 16 PI e subsequente
elevacdo até o dia 47 PI, estabilizando-se apos o dia 51 PL
Observou-se, na média do lote, leucocitose a partir do dia 28
ao 37 PI, ocorrendo outra elevacdo no dia 46, que persistiu até
o final do experimento. Esta leucocitose foi predominantemente
de linfécitos e constatada no dia 28 PI persistindo até o final
do experimento (Figura 2). Ocorreu uma eosinopenia no
periodo compreendido entre os dias 23 e 60 PIL.

As alteragdes verificadas nestes parametros coincidiram
com a detec¢@o da parasitemia em todos os animais a partir
do dia 7 PI, a qual manteve-se presente, em todo o grupo até
o dia 37 PI; no dia 14 foi observada a maior concentragao de
parasitas no sangue. A constatagdo de parasitas no sangue
ocorreu, novamente no dia 42 PI somente em dois animais e
no dia 56 apenas em um. Nao foi constatada parasitemia,
pelas técnicas empregadas, nos animais a partir desta ultima
data até o fim do experimento.

O periodo pré-patente e a curva parasitémica observadas no
experimento coincidiram com aquelas observada por VAN DEN
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Fig. 1 — Temperatura corporal média em °C (-M-), volume globular
médio em % (-s-) e representagdo qualitativa da parasitemia (-®-),
durante infecgdo experimental de bovinos com T. vivax.
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Fig. 2 — Contagens médias de leucdcitos (-M-), hemacias x 1000 (-O-),
linfocitos (-O-) e representacédo qualitativa da parasitemia (-®-) no
lote durante infecgdo experimental de bovinos com T. vivax.
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Fig. 3—Dosagens médias de proteinas plasmaticas totais (g/l) - PPT
(-m-), proteinas plasmaticas (g/l) — PP (-X-), fibrinogénio (g/l) (-O-) e
representagdo qualitativa da parasitemia (-®-) durante infeccédo
experimental de bovinos com T. vivax.

INGH et alii (1976); VAN DEN INGH et alii (1976a); FACER
et alii (1982); ESIEVO & SAROR (1983); BARRY (1986) ¢
ASSOKU & GARDINER (1989).

Nas dosagens das proteinas plasmaticas totais e proteinas
plasmaticas (Figura 3) as médias apresentaram redugao nos dia
7 a 11 PI e elevagdo nos 42 a 46 PI, mantendo-se dentro dos
limites de normalidade estabelecidos para a categoria animal
nos demais dias. As dosagens médias de fibrinogénio
mantiveram-se normais durante todo o experimento, apesar de
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ter sido observada uma redug@o no dia 42 PI, o que pode ser
relacionado a capacidade do agente em promover coagulagido
intravascular.

Considerando a resposta dos animais expressas por:
hipertermia, linfocitose, eosinopenia, elevagdo das proteinas
plasmaticas totais ¢ proteinas plasmaticas sugerem capacidade
de reagdo organica e do sistema imunologico de forma eficientes
contra o agente invasor. Como evidéncias desta capacidade
temos a restauracao do volume globular e elevacao na contagem
de eritrocitos; demostrando a recuperacdo da hematopoiese,
mesmo nao tendo sido caracterizado um quadro anémico. A
linfocitose e eosinopenia observadas, apds a terceira semana
até o final do experimento, coincidiram com o aumento das
proteinas plasmaticas e conseqiiente redugio e eliminagdo da
parasitemia. As quais permitem concluir que as respostas dos
hospedeiros foram satisfatoria no combate ao agente parasitario,
que se expressou pela redug@o e posterior eliminagdo dos
parasitas da circulac@o.

Quando das necropsias foram observados, em trés animais,
aumento de liquido no saco pericardico; em dois, pequeno
aumento no tamanho do bago e, em um, aumento no tamanho
do figado. Os achados anatomopatoldgicos verificados durante
as necropsias tém carater inespecifico e nao significativos sob
aspecto patologico, considerando a magnitude dos mesmos.

Nos exames histopatoldgicos constatou-se miocardite ndo
supurativa multifocal com localiza¢do perivascular, que variou
de discreta a moderada com caracteristicas de evolucdo sub-
aguda a cronica nos cinco animais. Em trés animais evidenciou-
se glomerulonefrite ndo supurativa multifocal sub-aguda.

O quadro de miocardite ndo supurativa multifocal com
localizagd@o perivascular, coincide com os relatos de VALLI
(1993) e de VAN DEN INGH & NEIJS-BAKKER (1979), que
também, como neste experimento, ndo observaram
manifestagoes clinicas compativeis com insuficiéncia cardiaca
pelos animais.

Com relacdo a glomerulonefrite ndo supurativa multifocal
sub-aguda, também ¢ citada por VALLI (1993) e, de acordo
com as caracteristicas histopatoldgicas evidenciadas, a
etiopatogenia pode ser atribuida a complexos de antigenos/
anticorpos produzidos pela infeccao, ja relatado por VAN DEN
INGH et alii (1976) e por CONFER & PANCIERA (1990).

Os resultados obtidos coincidem com os descritos por
ESIEVO et alii (1981) e SEKONI et alii (1990) onde afirmaram
que ainfeccdo por 7. vivax se caracteriza pela alteragdo no quadro
hematologico. E ainda, que esta infec¢ao pode ser controlada pelo
animal através da resposta do sistema imunologico, expressa pela
autocura, o que também foi observado por MURRAY & BLACK
(1985); NANTULYA et al (1986); BARRY (1986); UZOIGWE
(1986); SEKONI et alii (1990) e MELENDEZ et alii (1993).

A inoculacao experimental de 2,5x105 Trypanosoma vivax
em bovinos jovens, ndo provocou manifestagdes clinicas, além
da hipertermia e as alteragdes do quadro hematico foram sub-
clinicas. Assim, na hipotese de um animal estar infectado, nas
condi¢des acima descritas, o criador ndo detectaria qualquer
anormalidade, pois as alteracdes constatadas no experimento
foram verificadas laboratorialmente.
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Frente aos resultados ¢ possivel concluir que bovinos
mantidos em bom estado sanitario e nutricional possuem
capacidade de expressar resposta organica satisfatoria, frente
a infecgdo por Trypanosoma vivax, considerando amostra
populacional isolada na regido do Pantanal do Estado de Mato
Grosso do Sul.

Destaca-se que em condi¢des naturais ¢ impossivel ocorrer
infeccdo em quantidade compativel com aquela utilizada no
experimento. O que confirma a hipdtese de que o agente estudado
ndo ¢, isoladamente, capaz de causar a morte do animal, quando
este ¢ criado em boas condi¢des de manejo sanitario e nutricional.
Pois nestas condi¢des possuem capacidade de expressar reagdo
organica eficiente para suprimir a infecgdo pelo isolado de
T vivax obtido no Pantanal.

Consideramos importante alertar que, frente as caracteristicas
patogénicas observadas nos animais parasitados, este parasita
ndo deve ser subestimado pois podera se expressar quando em
associagdo com outros agentes ou em condigdes de manejos
nutricionais e¢/ou sanitarios precarios. Conferindo-lhe assim,
aspecto de agente secundario para o qual os profissionais médicos
veterinarios ¢ pecuaristas devem estar alertas.
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SUMMARY

An experimental infection with Trrypanosoma vivax, was
carried out using an isolate from animals bred in the southern
region of Pantanal, Mato Grosso do Sul State, Brazil. Five
yearling cattle were inoculated each with 2,5x 10 5 Tirypanosoma
vivax, held in an isolation area throughout the experimental
period. The animals were observed daily for food intake and
general condition, periodically clinical examinations were done,
body temperature measured, blood sampled for parasitological,
haematological, fibrinogen and protein dosage. On the 65" day
the animals were sacrificed and necropsies done followed by
anatomic and histopathological examinations. During the
experimental period the infected animals maintained a good body
condition, the food intake was unchanged, the average
temperature increased on days 4 to 9 stabilizing at 39°C until
day 23" pos-infection (PI), then returning to the normal value.
The packed cell volume remained within the parameters for the
animal category, although showed several decreases from the
first to 18" day PI, when it increased once more. Leucocytosis
was observed with the predominance of lymphocytes after 28"
day PI and eosinopenia around the 23 and 60" day PI. Parasites
were detected in the blood from the 7 to 37" day PI, the highest

parasitemia was observed on day 14. After the 57% day PI no
parasites were detected in the blood. Protein dosages were at
normal values. In the anatomopathological aspects no specific
alteration was observed. In all the animals, a non-suppurative
multifocal myocarditis was seen and in three animals a non-
suppurative multifocal subacute glomerulonefritis. It was
concluded that animals bred under good general conditions of
nutrition and sanitation have the capability of supporting the
infection due to this 7! vivax which was isolated and tested; but
this should not be underestimated as a opportunist agent, when
associated with other pathologies.

KEY WORDS: Trypanosoma vivax, trypanosomiasis, cattle,
experimental infection.
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