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RESUMO

A tripanossomiase € uma doenca causada por protozoarios patogénicos do género
Trypanosoma, sendo T. vivax 0 agente etiol6gico mais importante para bovinos. O objetivo
deste estudo foi descrever as perdas econdmicas associadas a infeccdo por Trypanosoma vivax
em fazendas de diferentes regides de Minas Gerais. Nos anos de 2016 a 2019 foram
acompanhadas 46 fazendas com bovinos suspeitos de infecgdo por T. vivax. Nestas, além do
acompanhamento clinico e tratamento dos animais, foi aplicado um questionario visando
quantificar as perdas econdmicas da propriedade. Quatorze rebanhos foram positivos para T.
vivax, com diagndstico realizado por meio de esfregacos sanguineos, PCR do sangue e
sequenciamento de algumas amostras. Entre elas foram selecionadas oito propriedades para
analise das perdas econdmicas. Foram avaliados os custos referentes as mortes de vacas e
bezerros, queda na produgdo leiteira, custos com veterinarios, custos com tratamentos e
perdas com abortos. Os principais sinais clinicos observados foram apatia, anorexia, queda na
producdo de leite, emagrecimento progressivo e alteracBes reprodutivas. O prejuizo
econdmico nestas propriedades variou de R$ 10.610,00 a 154.130,00. Nestes valores a perda
com a producdo de leite estd demonstrada como valor diério. Se incluido o periodo de
recuperacdo da producdo lactea, com uma média de 120 dias, este valor pode variar de R$
23.700,00 a 242.600,00. A tripanossomiase pode levar a perdas econémicas significativas na
cadeia produtiva leiteira de Minas Gerais. O diagnostico correto aliado a tratamento rapido e

medidas de controle contribuem para a reducdo significativa destes custos.

Palavras-chave: Anemia. Doencas parasitarias. Ruminantes. Tripanossomiase.



ABSTRACT

Trypanosomiasis is a disease caused by a pathogenic protozoa of the genus Trypanosoma, and
T. vivax is the most important etiologic agent for cattle. The aim of this study was to describe
the economic losses associated with T. vivax infection in farms from different mesoregions of
Minas Gerais. In the years 2016 to 2019, 46 farms with cattle suspected of being infected with
T. vivax were monitored. In addition to the clinical monitoring and treatment of the animals, a
questionnaire was applied to quantify the economic losses of the farm. Fourteen herds were
positive for T. vivax, diagnosed by visualization of trypomastigote forms in blood smears,
PCR and DNA sequencing of some samples. Among them, eight farms were selected for
analysis of economic losses. The costs related to the death of cows and calves, drop in milk
production, costs with veterinarians assuiance, treatments and losses with abortions were
evaluated. The main clinical signs observed were apathy, anorexia, drop in milk production,
weight loss and reproductive failures. The economic losses on these properties ranged from
R$ 10,610.00 to 154,130.00. In these values, the loss with milk production is shown as a daily
value. If we amplify it for the period of milk production recovery, with an average of 120
days this value can vary from R$ 23.700,00 to 242.600,00. Trypanosomiasis can lead to
significant economic losses in the milk production chain in Minas Gerais. Correct diagnosis

with rapid treatment and control measures contribute to a significant reduction in these costs.

Keywords: Anemia. Parasitic diseases. Ruminants. Trypanosomiasis.
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1 INTRODUGCAO

As mortes de bovinos associadas as varias espécies de Trypanosoma na Africa podem
chegar a trés milhdes de mortes/ano, com um prejuizo econébmico na pecuaria de
aproximadamente US$ 1,2 bilhdo (CHAMOND et al., 2010). Minas Gerais possui um
rebanho bovino efetivo de 19.575.830 cabecas, bastante significativo na Regido Sudeste,
principalmente no que diz respeito a pecuéaria de leite. O estado é considerado o maior
produtor de leite no Brasil, responsavel pela producdo de 8.746.559 de litros em 2017 (IBGE,
2017), desta forma, o impacto da tripanossomiase para a economia da regido pode ser
consideravel.

Manifestacdes clinicas associadas a tripanossomiase sdo inespecificas, podendo ser
confundidas com outras doencas. A tripanossomiase em ruminantes tem sido relacionada com
sinais clinicos de apatia, anorexia, febre, anemia severa, perda de peso (SILVA et al.,1997;
BATISTA et al., 2007; GALIZA et al., 2011; REIS et al., 2019), altera¢cdes neuroldgicas
como incoordenacgdo, hipermetria, tremores musculares, fasciculag@es, opistétono, cegueira,
estrabismo (SILVA et al., 1997; BATISTA et al., 2007) e presséo da cabeca contra obstaculos
(GALIZA et al.,2011). Também sdo relatados abortos e mortes neonatais (GALIZA et al.,
2011; REIS et al., 2019). Porém, em visitas a propriedades na &area de estudo com
tripanossomiase, a infeccdo foi identificada também em bovinos clinicamente normais,
podendo esses animais estar numa fase inicial da doenca ou mesmo ter infeccdo subclinica,
sugerindo o aparecimento de cepas adaptadas ao hospedeiro vertebrado. A severidade da
doenca depende da cepa parasitaria, se a ocorréncia € endémica e também da espécie
hospedeira, porém aspectos importantes da interacdo de T. vivax e seus hospedeiros
continuam desconhecidos (CHAMOND et al., 2010). Vérias evidéncias fragmentadas
apontam para a importancia de fatores genéticos do hospedeiro vertebrado para determinar a
suscetibilidade individual e/ou resisténcia & infeccdo (CHAMOND et al., 2010).

Lesdes microscopicas podem ser um indicativo da doenca, sendo descritas hiperplasia
da polpa branca do bago e nefrite intersticial. Quando h& acometimento do sistema nervoso
central (SNC), podem ocorrer meningite, meningoencefalite e meningoencefalomielite
(BATISTA et al., 2008; REIS et al., 2019). Por ndo serem lesBes caracteristicas, outras

doengas devem ser incluidas no diagndstico diferencial. Desta forma, para o diagnostico
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conclusivo torna-se necesséria a realizacdo de esfregacos sanguineos, necropsia, avaliacao
histopatoldgica e PCR.

Nos relatos da infecgdo por T. vivax (REIS et al., 2019), ficam evidentes 0s prejuizos
causados pelo parasito na pecudria, no entanto, dados estatisticos sobre as perdas econémicas
provocadas por essa enfermidade no Brasil sdo escassos (SEIDL et al., 1999). Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho € avaliar as perdas econdmicas causadas pela infecgdo por

T. vivax em rebanhos bovinos do estado de Minas Gerais.

1. REFERENCIAL TEORICO
1.1. Etiologia
A tripanossomiase € uma doenca causada por protozoarios patogénicos do género
Trypanosoma (BATISTA et al., 2007), sendo T. vivax considerado o agente mais importante
da tripanossomiase em bovinos (BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008) e ovinos
(GALIZA et al., 2011). T. evansi é considerado bastante patogénico para equinos, causando o
“Mal das cadeiras”. Ja em bovinos, asininos, caprinos e ovinos a doenga causada por T. evansi

ocorre de forma mais branda (CARNEIRO, 2010).

1.2. Taxonomia
Trypanosoma vivax pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Trypanosoma, espécie Trypanosoma vivax, subgénero Duttonellae (SOULSBY, 1982;

CARNEIRO, 2010).

1.3. Morfologia
T. vivax é achatado, tem forma de foice, nicleo grande e central, cinetoplasto grande,
extremidade posterior arredondada e um flagelo livre. Ele deve ser diferenciado de T. evansi,
gue possui 0s mesmos vetores de T. vivax e, na sua forma tripomastigota, apresenta nucleo
bem visivel, cinetoplasto pequeno (praticamente invisivel), membrana ondulante bem visivel
e granulos no citoplasma (CARNEIRO, 2010).

1.4. Ciclo bioldgico
Os tripanossomas sdo classificados com base no modo de transmissdo em Secdo
Stercoraria e Se¢do Salivaria. Na Stercoraria a transmisséo é contaminativa, ou seja, o agente

é transmitido atraves das fezes do hospedeiro invertebrado. Nesta sec¢do estd T. cruzi, agente
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etiologico da doenca de Chagas, que tem como hospedeiro vertebrado humanos e outros
primatas, cdes, gatos e reservatorios silvestres e, como hospedeiros invertebrados, hemipteros
hematofagos conhecidos como “barbeiros” (CARNEIRO, 2010). Na segdo Salivaria a
transmissdo ocorre pela picada do hospedeiro invertebrado ou por inoculacdo direta. Esta
Secdo inclui T. vivax e T. evansi, 0s agentes mais importantes da tripanossomiase na América
do Sul (SILVA et al., 2002).

Durante seu ciclo bioldgico os tripanossomas podem apresentar formas
estruturalmente distintas, denominadas estadios. Os estadios tém a seguinte terminologia:
amastigota - corpo arredondado, sem flagelo livre; promastigota - corpo alongado, com
flagelo na extremidade anterior, sem membrana ondulante; epimastigota - o cinetoplasto é
préximo e anterior ao nucleo e o flagelo sai livremente, com membrana ondulante curta;
tripomastigota metaciclico - nome dado para a forma infectante no hospedeiro vertebrado,
possui as mesmas caracteristicas dos tripomastigotas, porém sdo menores; tripomastigota - o
blefaroplasto (estrutura onde se origina o flagelo) e o cinetoplasto (organela formada por um
segmento de mitocondria que contém um tipo especial de DNA, o KDNA, que nomeia a
ordem Kinetoplastida) sdo posteriores ao nucleo e proximos a extremidade posterior, a
membrana ondulante percorre todo o corpo do parasito e ha flagelo livre na extremidade
anterior (SOULSBY, 1982; CARNEIRO, 2010).

No hospedeiro vertebrado ndo se observa reproducdo sexuada no ciclo de vida de
Trypanosoma spp., todos se multiplicam por fissdo binaria ou multipla. A divisdo comeca no
cinetoplasto, seguido do nudcleo e do citoplasma. Na Secdo Salivaria, a divisdo é

principalmente no estadio tripomastigota e ocorre no sangue (SOULSBY, 1982).

1.5. Epidemiologia

A tripanossomiase por T. vivax € uma doenca que acomete bovinos (BATISTA et al.,
2007), ovinos (GALIZA et al., 2011), caprinos, equinos, camelos, bufalos e antilopes (RIET-
CORREA, 2007). O primeiro relato de infec¢do por T. vivax no Brasil ocorreu em bufalos no
estado do Pard em 1972 (SHAW; LAINSON, 1972). Posteriormente, casos de
tripanossomiase por T. vivax foram diagnosticados em bovinos nos estados do Amapa
(SERRA-FREIRE, 1981), Mato Grosso (SILVA et al., 1996), Mato Grosso do Sul (PAIVA et
al., 1997), Tocantins (LINHARES et al., 2006), Paraiba (BATISTA et al., 2008), Rio Grande
do Sul (SILVA et al., 2009), Maranhdo (MELO et al., 2011), S&o Paulo (CADIOLI et al.,
2012, SALGADO et al., 2011), Goias (BASTOS et al., 2017), Sergipe (VIEIRA et al., 2017),
Rio Grande do Norte (BATISTA et al., 2018), Pernambuco e Alagoas (ANDRADE NETO et
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al., 2019), Rio de Janeiro (COSTA et al., 2020), Espirito Santo (SCHMITH et al., 2020) e
Bahia (GOMES et al., 2021). Também foram identificados caprinos infectados no estado de
Santa Catarina (FAVERO et al., 2016) e equinos no Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2011).
Em Minas Gerais, o primeiro diagnostico ocorreu na regido de lgarapé, regido metropolitana
de Belo Horizonte (CARVALHO et al., 2008). Anos mais tarde, a doenca se alastrou pelo
estado, sendo diagnosticada na Regido Sul e Sudoeste de Minas Gerais (REIS et al., 2019).
Estes achados demonstraram a disseminacdo da infeccdo pelo parasito no estado de Minas
Gerais.

A doenca apresenta alta morbidade, com mortalidade variavel. Em um surto ocorrido
no Semiarido Brasileiro, de 130 vacas da propriedade, 64 (49,2%) tiveram manifestagdes
clinicas e 11 (8,4%) vieram a Obito (BATISTA et al., 2007). No surto ocorrido em Minas

Gerais, a mortalidade chegou a 70 no total de 200 vacas de um rebanho (REIS et al., 2019).

1.6. Transmisséo
1.6.1. Transmissdo por Glossina spp (Tsé-tsé)

No continente africano, T vivax é transmitido ciclicamente pelas moscas Glossina spp.
(Tsé-tsé). Estas moscas sdo os vetores bioldgicos, ocorrendo desenvolvimento do protozoario
no interior dos insetos, que séo considerados seus principais vetores (SILVA et al., 2002).

As moscas tse-tsé se infectam com as formas tripomastigotas sanguineas, que se
transformam em formas epimastigotas no eséfago e na faringe do inseto. Essas formas
migram para o canal alimentar do inseto vetor, onde se multiplicam. Em seguida migram
novamente em dire¢do a hipofaringe para se transformarem em tripomastigotas metaciclicas,
que sdo as formas infectantes (SILVA et al., 2002). As tripomastigotas metaciclicas
acumuladas em partes bucais e glandula salivar do artrépode sdo transmitidas quando este se
alimenta de sangue de animais vertebrados (SOULSBY, 1982).

A mosca tsé-tsé pode transmitir o parasito de forma ciclica por toda sua vida, ja a
habilidade para transmissdo mecanica dos tripanossomas € de curta dura¢do (minutos), o que
depende da sobrevivéncia dos parasitos nas pecas bucais do inseto (SILVA et al., 2002). Essa
transmissao continua do parasito dificulta mecanismos de controle e profilaxia da doenca, que
¢ importante causa de prejuizos econdémicos no continente africano (CHAMOND et al.,
2010). No Brasil, devido a auséncia desse inseto, o ciclo biologico e essa forma de

transmissdo ndo ocorrem.

1.6.2. Transmissdo mecanica por dipteros
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Em é&reas onde ndo hd a mosca tse-tsé, como no Brasil, T. vivax tem como vetores
Stomoxys sp., tabanideos (CARNEIRO, 2010) e Haematobia irritans (mosca dos chifres)
(CADIOLI et al., 2012), nos quais ocorre transmissdo sem crescimento ou multiplicacdo no
interior dos insetos. A adaptacéo a transmissao mecanica permitiu a disseminacgéo da infecgédo
por T. vivax na América Central e do Sul (BATISTA et al., 2008).

Alguns fatores de risco possibilitam que os animais adquiram e transmitam o agente
através de vetores, como o agrupamento de animais de diferentes propriedades em locais de
descanso durante viagens longas, compartilhamento de agulhas (SILVA et al., 1997), alta
parasitemia e disponibilidade de hospedeiros suscetiveis, sendo que o aumento da populacéo
de mutucas (Tabanus sp.) e moscas dos estabulos (Stomoxys calcitrans) pode predispor a
ocorréncia de surtos (BATISTA et al., 2008).

A importancia da transmissdo mecanica é variavel de um lugar para outro, dependendo
do numero de hospedeiros e dos vetores mecanicos. Os tabanideos podem desempenhar papel
significativo na transmissdo, distribuindo e mantendo a infecgdo em rebanhos nos periodos
chuvosos. Existe correlacdo entre o aumento na infeccdo por T. vivax e a estacdo de chuvas,
uma vez que no periodo chuvoso as moscas da familia Tabanidae ocorrem em maior
quantidade (DESQUESNES et al., 2004).

1.6.3. Transmissao transplacentaria

A transmissdo transplacentaria é a forma de transmissdo do parasito da mée ao feto. A
transmissdo pode ocorrer durante o periodo de gestacdo ou quando o feto entra em contato
com o sangue da méde infectada no momento do parto, quando ha ruptura vascular. Esta via de
transmissdo tem importancia principalmente por auxiliar na manutencdo da estabilidade
enzodtica de infecgdes por T. vivax na América do Sul (COUTO, 2019).

Alteracdes reprodutivas sdo frequentes e responsaveis por causar abortamentos, partos
prematuros e repeticdo de cios (REIS et al., 2019). Meléndez et al. (1993) relataram o caso de
um bezerro com esfregago positivo para T. vivax cinco horas apds o nascimento, além da
elevacdo dos niveis de anticorpos testados até 80 dias apds o parto. Um estudo com infecgédo
experimental em ovelhas prenhas demonstrou PCR positiva para T. vivax em 100% dos fetos,
além de lesGes histoldgicas, como encefalite e miocardite, em alguns deles. Houve, ainda,
necrose do epitélio corionico da placenta de algumas ovelhas, o que demonstra que ha
passagem transplacentaria do agente, sendo esta uma importante causa de alteragdes
reprodutivas (SILVA et al., 2013).
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Cabras infectadas experimentalmente, quando comparadas aos animais controle,
apresentaram ovarios reduzidos de tamanho, com superficie lisa, sem foliculos ou corpo lUteo,
demonstrando inatividade ovariana. Na avaliacdo histoldgica houve reducdo significativa no
numero de foliculos primordiais e primarios nas cabras infectadas, enquanto o nimero de
foliculos no grupo controle permaneceu normal, evidenciando desenvolvimento folicular
inicial anormal (RODRIGUES et al., 2013).

Em um estudo com infeccdo experimental de ovinos machos foram observadas
flacidez e palidez testicular. Na avaliacdo histopatoldgica houve degeneracdo testicular,
caracterizada por diminuicdo de células da linhagem germinativa e diminuigdo da altura do
epitélio seminifero (BEZERRA et al., 2008). A patogenia envolvida nas lesdes reprodutivas
ndo estd bem elucidada. Algumas hipdteses séo relacionadas, como a hipertermia, que pode
atuar no processo degenerativo testicular, além da possibilidade do proprio parasito ser
causador direto da les@o nos tecidos, ja que houve deteccdo do seu DNA pela técnica da PCR
nos orgaos reprodutivos (RODRIGUES et al., 2013).

1.6.4. Transmisséo por colostro

A transmissdo de T. cruzi em humanos através de colostro e leite materno é bem
conhecida, no entanto, ndo existem evidéncias da transmisséo de T. vivax através do colostro.
Avaliou-se a possibilidade da transmisséo de T. vivax através do colostro em cabras. Para isso
foram utilizadas doze cabras, das quais seis foram infectadas e seis foram usadas como
controle. Avaliou-se a presenca do DNA do parasito no colostro coletado apds o parto, que
posteriormente foi ministrado aos filhotes recém-nascidos das cabras saudaveis, e entdo, 0s
mesmos foram submetidos a exames parasitoldgicos e moleculares. Algumas amostras de
colostro das cabras infectadas resultaram positivas para o DNA do parasito. Porém o0s
resultados para as possibilidades da transmissdo mostraram-se negativos nos filhotes
amamentados (BEZERRA, 2017).

1.6.5. Transmissdo iatrogénica
A transmissdo iatrogénica ocorre por meio de fémites contaminados com T. vivax. Nos
surtos de T. vivax ocorridos no Brasil houve aumento dos casos relacionados a esse modo de
transmissédo, principalmente em vacas leiteiras. A transmissao pode ocorrer por utilizacdo de
agulhas compartilhadas para administracdo de medicamentos, ocitocina, vacinas e também

reutilizacdo de instrumentos cirurgicos. Nestes casos, as agulhas ou instrumentos utilizados
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em intervalos suficientemente curtos, em que o sangue ndo coagulou e sem procedimento de
desinfeccgéo entre as utilizagbes (COUTO, 2019; REIS et al., 2019; BASTOS et al, 2020a).

Em rebanhos, geralmente de vacas Girolando, para facilitar a ordenha, muitas vezes é
utilizada injecdo de ocitocina exdgena. O hormdnio na corrente sanguinea estimula a ejecao
do leite. Foi verificado que o produto liquido da ocitocina, originalmente transparente, se
torna avermelhado ap6s aplicacdes, devido a mistura constante de sangue com o produto
(COUTO, 2019).

Nos surtos ocorridos em Minas Gerais, a principal via de transmissao foi através do

compartilhamento de agulhas contaminadas na administracdo de ocitocina (REIS et al., 2019).

1.6.6. Transmissdo por carrapatos

Ha diversos relatos sobre a possivel atuacdo dos carrapatos como vetores, bioldgicos
ou mecanicos (KRIGE et al.,, 2019). Esta averiguacdo parte da observacdo de formas
flageladas de diferentes espécies de tripanossoma em diferentes espécies de carrapato
(MORZARIA et al., 1986). Formas tripomastigotas de T. vivax foram encontradas em
ovarios, pecas bucais, glandulas salivares e hemolinfa dos carrapatos de bovinos
(Rhipicephalus microplus) previamente infectados, porém nédo foi atestada a capacidade do
artrépode de atuar como vetor do protozoario (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2003).

A Unica evidéncia da possivel transmissdo bioldgica de tripanossomas pela picada de
carrapato foi em 1986. Este estudo foi realizado a partir de carrapatos infectados com
parasitos semelhantes a tripanossomas, possivelmente T. theileri com base em semelhancas
morfologicas. Foram utilizados trés bezerros, sendo um inoculado com uma suspensdo de
tripanossomas oriundos dos carrapatos infectados por via intravenosa e subcutanea. Nos
outros dois bezerros foram colocados carrapatos adultos infectados nas orelhas. Em um destes
bezerros infestados com os carrapatos foram observados organismos flagelados em linfonodo
aumentado, porém apenas em um dia. Ndo houve deteccdo em esfregacos sanguineos, nem
em outros linfonodos (MORZARIA et al., 1986).

O potencial de transmissdo de T. evansi foi investigado em roedores de laboratdrio,
por via oral. Primeiro, os roedores foram alimentados com sangue infectado, resultando em
70% dos roedores com parasitemia. Para o segundo experimento, ratos ndo infectados foram
alimentados com Rhipicephalus sanguineus adultos ingurgitados, que originalmente se
alimentaram de sangue de ratos parasitémicos. Apesar da ingestdo de até 75 carrapatos
infectados durante trés dias consecutivos, nenhum tripanossoma foi observado em qualquer
um dos ratos (VERGNE et al., 2011).
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A transmissdo transovariana é uma rota alternativa para a manutencdo do parasito na
natureza. Essa possibilidade tem sido proposta e averiguada a partir da observacdo de
organismos flagelados nos ovarios de carrapatos. Apesar do potencial para abrigar
tripanossomas em seus tecidos reprodutivos, a infeccdo dos ovos ndo foi comprovada, sendo
necessarias maiores investigacoes (KRIGE et al., 2019).

Hé& evidéncias da participacdo do carrapato no ciclo de vida do protozoario, porém sua
capacidade de transmissdo em condicOes naturais e sua possivel atuacdo na manutencdo do
parasito na natureza ainda permanecem obscuras. Novos estudos precisam ser realizados para

validacéo das hipoteses.

1.7. Sinais clinicos

Em bovinos infectados sdo observadas apatia, anorexia, febre, anemia severa e perda
de peso. Em alguns casos pode haver alteracbes neuroldgicas, como incoordenacéo,
hipermetria, tremores musculares, fasciculag@es, opistdtono, cegueira e estrabismo (SILVA et
al., 1997; BATISTA et al., 2007; REIS et al., 2019).

Ovinos afetados apresentaram mucosas palidas, perda de apetite, perda de peso, pelos
arrepiados, edema submandibular, diarreia e morte. Em casos de acometimento do SNC pode
haver apatia, tremores musculares e pressdo da cabeca contra obstaculos. Também séo
relatados abortos e mortes neonatais (GALIZA et al., 2011).

No Rio Grande do Sul, cavalos que tinham manifestacdo de mucosas palidas, febre,
perda de peso e edema em regido ventral do corpo incluindo prepucio ou vulva foram

diagnosticados com T. vivax em esfregacos sanguineos e PCR (SILVA et al., 2011).
1.8. Aspectos imunolégicos

Um dado importante para os tripanossomas da secdo Salivaria é a habilidade destes
organismos de evadir (escapar) do sistema imune do hospedeiro vertebrado pela producédo de
cepas com diferentes caracteristicas antigénicas, resultando em sucessivas ondas de
parasitemia em intervalos de poucos dias; cada onda representa a multiplicacdo de uma
populacdo de um novo tipo antigénico. O decréscimo da parasitemia representa a destruicéo
dessa determinada populacéo por anticorpos. Sendo assim, a persisténcia da infec¢do ocorre
por falhas da resposta imune as mudangas repetitivas nas caracteristicas antigénicas do
tripanossoma (SOULSBY, 1982).
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Desta forma, proteinas de superficie foram identificadas em T. vivax, sendo o antigeno
GM6 de Trypanosoma vivax (TvGMG6) associado ao flagelo (PILLAY et al., 2013), e a
ILDat2.1 expressa por tripanossomas da Uganda adaptados a passagens em camundongos.
Essa variacdo antigénica é importante para a resposta imunologica contra 0 agente e para a
cronicidade da infeccdo, possibilitando a transmissdo do agente para outros animais
suscetiveis (GARDINER et al., 1996).

1.9. Diagnéstico
1.9.1. Esfregaco sanguineo

Permite a visualizacdo de estruturas parasitarias na forma de tripomastigotas. As
caracteristicas morfoldgicas desta fase de T. vivax sdo forma de foice e achatado, ndcleo
grande e central, cinetoplasto grande, extremidade posterior arredondada e um flagelo livre
(CARNEIRO, 2010, REIS et al., 2019).

Em um estudo experimental com caprinos foram observados tripanossomas nos
esfregacos sanguineos de todos os animais infectados no 3° dia apds infecgdo. A parasitemia
aumentou progressivamente, atingindo nivel maximo entre 7° e 14° dia apos infecgdo.
Posteriormente, houve diminuicdo rapida para niveis baixos, alternados com periodos em que
0s parasitos ndo eram detectaveis em exame direto de esfregacos de sangue, 0 que evidencia a

caracteristica de intermiténcia desses parasitos no sangue (RODRIGUES et al., 2013).

1.9.2. Achados de necropsia e histopatologia

Os achados de necropsia em bovinos incluem aumento de volume em linfonodos e
baco, com polpa branca proeminente (BATISTA et al., 2007; REIS et al., 2019). Também séo
descritas petéquias e equimoses multifocais em pulmdes, coracdo, baco, figado, rins, vesicula
urinaria, vesicula biliar, trato gastrointestinal e nas superficies serosas das cavidades
pericardica, toracica e abdominal (GARDINER et al., 1989), rins acobreados com pontos
brancacentos na cortical, coracdo com discreta dilatacdo do ventriculo direito e figado com
evidenciacdo do padréo lobular (REIS et al., 2019). No exame histopatoldgico essas lesdes se
caracterizam por hiperplasia da polpa branca do bago, nefrite intersticial (BATISTA et al.,
2007; REIS et al., 2019), congestdo e hemorragia em varios 6rgaos (GARDINER et al., 1989;
REIS et al., 2019), atrofia centrolobular de corddes de hepatocitos com fibrose periportal
associada a infiltrado linfoplasmocitico, além de miocardite linfoplasmocitica (REIS et al.,
2019).
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Em ovinos séo relatados perda da condi¢do corporal, mucosas palidas, sangue mais
aquoso, linfonodos e baco discretamente aumentados de volume, atrofia da gordura
pericardica, liquido translicido em cavidades toracica e abdominal e no saco pericardico
(GALIZA et al., 2011). Camundongos experimentalmente inoculados tiveram lesbes
semelhantes as dos ruminantes, com esplenomegalia acentuada por aumento de polpa branca.
O figado apresentava focos brancacentos discretos, variando de 0,05 a 0,2 cm (CHAMOND et
al., 2010).

Em casos de acometimento do SNC em bovinos pode haver espessamento e
amarelamento das meninges (BATISTA et al., 2007). Microscopicamente podem ser
observadas meningite, meningoencefalite (BATISTA et al., 2007; REIS et al., 2019),
meningoencefalomielite, com infiltrado de linfécitos, plasmdcitos, células Mott e macrofagos,
assim como areas de maléacia com vacuolizacdo do neurdpilo, células Gitter e linfocitos, além
de esferoides axonais (BATISTA et al., 2007) e manguitos perivasculares linfoplasmociticos,
principalmente em vasos da meninge (REIS et al., 2019).

19.3. PCR
A PCR tem sido descrita como uma técnica bastante sensivel para a deteccdo de T.
vivax, sendo utilizadas algumas sequéncias de genes que codificam proteases de cisteina
(Cathepsina L) e utilizam como primers 0s oligonucleotideos Tvi2 (forward: 5> GCC ATC
GCC AAG TAC C(CTC GCC GA 3) e DTOI56  (reverse: 5’
TTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA 3°), que amplificam 177 pares de base
(CORTEZ et al., 2009, SILVA et al., 2013, CADIOLI et al., 2015, REIS et al., 2019).

1.10. Tratamento

Para o tratamento eficaz & necesséario levar em conta varios pardmetros, como a
gravidade da doenca, os vetores associados, a severidade da anemia, o estado nutricional do
animal e a prescri¢do de um farmaco apropriado (CHAMOND et al., 2010). Em Minas Gerais
o0 tratamento de escolha foi um tripanocida injetavel a base de cloreto de isometamidium
(REIS et al., 2019).

Bastos et al. (2020b) avaliaram a eficacia terapéutica de diaceturato de diminazene,
dipropionato de imidocarb e cloridrato de isometamidium em bovinos experimentalmente
infectados com T. vivax. Concluiram que o tratamento a base de diminazene (7mg/kg) ou

isometamidium (0,5 e 1,0mg/kg), foram 100% eficazes contra o parasito. Os bovinos que
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receberam tratamento com imidocarb (4,8mg/kg) apresentaram recidivas parasitologicas 10 a
14 dias apo6s o tratamento, demonstrando ndo ser eficaz no tratamento da tripanossomiase. Os
mesmos animais foram desafiados novamente 50 dias apds o tratamento, sendo que 0sS
tratados com isometamidium (1,0mg/kg) ndo apresentaram reinfeccdo. Porém reinfeccéo foi
observada com o diminazene, o que ocorreu provavelmente devido ao periodo residual mais

baixo.

1.11. Avaliacao econdmica

As analises econdémicas visam compreender a doenca no sistema de producdo em que
ocorre e quantificar as perdas econémicas relacionadas (RUSHTON, 2009). A avaliacdo do
impacto econdmico pode ser relacionada a uma doenca especifica, como o realizado por
Mostert et al. (2017), que avaliaram o prejuizo decorrente da cetose subclinica em rebanhos
leiteiros; a viabilidade financeira da adesdo a um determinado programa, como o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT), simulado
através da anélise de custo-beneficio (LOBO, 2008); avaliacdo do custo-beneficio de
diferentes tratamentos no rebanho (SALAH et al., 2015), entre outros.

As mortes associadas as varias espécies de Trypanosoma (T. vivax, T. congolense e,
em menor escala, a T. brucei brucei) na Africa podem chegar a 3 milhdes de mortes anuais,
levando a um prejuizo econdmico na pecuaria de aproximadamente US$ 1,2 bilhdo
(CHAMOND et al.,, 2010), sendo T. vivax considerada a espécie mais importante na
tripanossomiase em bovinos (BATISTA et al., 2008). Apesar dos diversos relatos da doenca

no Brasil, é escassa a avaliacdo do impacto econdémico (SEIDL et al., 1999).

2. CONSIDERACOES FINAIS

Infeccdo por T. vivax € descrita em bovinos em varios estados brasileiros, demonstrando
sua expansdo pelo pais e causando perdas econémicas em varios sistemas de producdo. O
diagndstico pode ser realizado rapidamente, na maioria dos casos, por esfregaco sanguineo,
podendo ser confirmado em tecidos e sangue, quando necessario, pela técnica da PCR. As
perdas econdmicas associadas a infecdo por T. vivax em bovinos sdo escassas no Brasil,

sendo a contribuicdo deste trabalho.
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Resumo
A tripanossomiase é uma doenca causada por protozoarios patogénicos do género
Trypanosoma, sendo T. vivax 0 agente etiolégico mais importante para bovinos. O objetivo
deste estudo foi descrever as perdas econémicas associadas a infec¢do por Trypanosoma vivax
em fazendas de diferentes regides de Minas Gerais, visto ser a regido de maior producéo
leiteira do Brasil. Nos anos de 2016 a 2019 foram acompanhadas 46 fazendas com bovinos
suspeitos de infeccdo por T. vivax. Nestas foi aplicado um questionario visando quantificar as
perdas econdmicas da propriedade. Quatorze rebanhos foram positivos para T. vivax, com
diagnostico realizado por meio de esfregacos sanguineos, PCR do sangue e sequenciamento.
Foram selecionadas oito propriedades para analise das perdas econémicas, das quais foram
avaliados os custos referentes as mortes de vacas e bezerros, queda na producdo leiteira,
custos com veterinarios, custos com tratamentos e perdas com abortos. Os principais sinais
clinicos observados foram apatia, anorexia, queda na producdo de leite, emagrecimento
progressivo e alteracdes reprodutivas. O prejuizo econdémico nestas propriedades variou de R$
10.610,00 a 154.130,00. Nestes valores a perda com a producdo de leite estd demonstrada
como valor diario. Se incluido para o periodo de recuperacéo da producdo, com uma média de
120 dias, este valor varia de R$ 23.700,00 a 242.600,00. A tripanossomiase pode levar a
perdas econdmicas significativas na cadeia produtiva leiteira de Minas Gerais. O diagndstico
correto, com tratamento rapido e medidas de controle contribuem para a reducéo significativa

destes custos.

Palavras-chave: gado de leite, perdas econémicas, doencas parasitarias, PCR, Trypanosoma

vivax
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Abstract

Trypanosomiasis is a disease caused by a pathogenic protozoa of the genus
Trypanosoma, and T. vivax is the most important etiologic agent for cattle. The aim of this
study was to describe the economic losses associated with T. vivax infection in farms from
different mesoregions of Minas Gerais, as it is the region with the largest milk production in
Brazil. In the 2016-2019 period, 46 farms with cattle suspected of being infected with T. vivax
were monitored. In these, a questionnaire was applied to quantify the economic losses of the
farm. Fourteen herds were positive for T. vivax, diagnosed by visualization of trypomastigote
forms in blood smears, PCR and DNA sequencing. Eight farms were selected for analysis of
economic losses related to the death of cows and calves, drop in milk production, costs with
veterinarian assistance, treatments and losses with abortions. The main clinical signs in
affected cattle were apathy, anorexia, drop in milk production, weight loss and reproductive
failures. The economic losses on these properties ranged from R$ 10,610.00 to 154,130.00. In
these values, the loss with milk production is shown as daily values. If the values were
amplified for the production recovery period, with an average of 120 days this value vary
from R$ 23.700,00 to 242.600,00. Trypanosomiasis can lead to significant economic losses in
the milk production chain in Minas Gerais. Correct diagnosis of the disease with rapid

treatment and control measures contribute to a significant reduction in these costs.

Key words: dairy cattle, economic looses, parasitic disease, PCR, Trypanosoma vivax
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Introducéo

A tripanossomiase € uma doenca causada por protozoarios do género Trypanosoma,
sendo T. vivax o principal agente etioldgico em ruminantes (Fetene et al., 2021). Em bovinos,
a doenca € responsavel por grande reducdo na producdo leiteira, emagrecimento,
abortamentos, anemia severa e morte de animais (Silva et al., 2013; Reis et al., 2019).

A tripanossomiase tem ampla distribuicdo e importancia econdmica em paises
africanos, associados a ocorréncia do vetor bioldgico, a mosca do género Glossina, conhecida
popularmente por tsé-tsé (Gardiner et al., 1989; Fetene et al., 2021). No continente africano, a
infeccdo por diversas espécies de tripanossomas ocorre em uma area superior a 10 milhdes de
km2, aproximadamente um terco do continente, 0 que pode colocar em risco mais de 50
milhGes de pessoas e pelo menos 50 milhGes de cabecas de gado (FAO, 2019). As mortes de
bovinos associadas as varias espécies de Trypanosoma na Africa podem chegar a trés milhdes
de mortes/ano, com um prejuizo econémico de aproximadamente US$ 1,2 bilhads (Chamond
et al., 2010). Estima-se que 35 milhGes de doses de medicamentos tripanocidas sdo
administradas, enquanto as perdas econdmicas diretas e indiretas podem ultrapassar quatro
bilhGes de dolares por ano (FAO, 2019).

A adaptacdo a transmissdo mecanica, principalmente por tabanideos e Stomoxys sp.,
permitiu a ocorréncia do parasitismo em locais livres do vetor bioldgico, como na América
Central e do Sul (Batista et al., 2008), sendo a infeccdo natural por T. vivax registrada em 39
paises da Africa e da América Latina (Fetene et al., 2021). Apesar dos diversos relatos da
doenca no Brasil, avaliacdo do impacto econdmico é escassa (Seidl et al., 1999). Em Minas
Gerais a tripanossomiase era uma doenca restrita e pouco relatada (Carvalho et al., 2008), no
entanto, a partir de 2015 houve expansdo da doenca em diversas regides do estado, o que

gerou morbidade e mortalidade elevadas, com importante reducdo na producdo leiteira (Reis



31
et al., 2019). Considerando que o estado de Minas Gerais € o maior produtor de leite do
Brasil, com producdo de 8.746.559 litros em 2017 (IBGE, 2017), o impacto da doenca na
economia é considerdvel. Sendo assim, o objetivo deste estudo é quantificar as perdas

econdmicas associadas a tripanossomiase em bovinos de Minas Gerais.

Material e métodos

Selecdo de propriedades

No periodo de 2016 a 2019 foram visitadas 46 propriedades leiteiras com suspeita de
tripanossomiase, com aplicacdo de um questionario relacionado as perdas econémicas aos
veterinarios e/ou proprietarios. Dessas propriedades, 14 rebanhos foram confirmados com
infeccdo por T. vivax, sendo selecionadas oito propriedades com maior nimero de dados e
informacBes para a analise sobre perdas econdmicas. As propriedades pertenciam aos
municipios de Andradas, Bom Jesus da Penha, Bom Sucesso, Carmo da Mata, Lavras, Maria
da Fé, Monsenhor Paulo e Passos, que sdo regides situadas no sul, sudoeste e oeste do estado
de Minas Gerais. Todas as propriedades tinham como atividade econdomica principal a
producdo leiteira, com criacdo de vacas predominantemente das racas holandesa e girolando.

Diagnostico da doenca

Para o diagndstico da tripanossomiase, foi coletado sangue da veia caudal mediana,
jugular ou epigastrica cranial superficial para a confeccdo de esfregacos sanguineos e sangue
em EDTA para a caracterizagcdo molecular.

A extracdo do DNA celular foi realizada pela técnica de lise por proteinase K (Wizard
SV Genomic Purification System, Promega, Madison, 59 USA). As concentracfes (ng/uL) e a
qualidade do DNA extraido foram determinadas em espectrofotdmetro NanoVue™ Plus e
eletroforese em gel de agarose a 1%. Amostras de sangue de animais livres de T. vivax foram

usadas como controle negativo, e agua ultra-pura Milli-Q como controle branco. O controle
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positivo foi obtido de amostras de vacas com alta carga parasitaria nos esfregacos sanguineos
e comprovadas pelo sequenciamento. Foram utilizados como primers os oligonucleotideos
Tvi2 (forward: 5° GCC ATC GCC AAG TAC CTC GCC GA 3’) e DTO156 (reverse: 5’
TTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA 3’), que amplifica 177 pares de base
(pb), como descrito por Cortez et al. (2009). A PCR foi realizada utilizando GoTaq® Flexi
DNA Polymerase e um set de dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Promega, Madison, USA). O
volume final de cada reacdo foi ajustado para 20 pL com &gua ultrapura Milli-Q®. As
condicdes definidas para a PCR em cada reacdo foram: 1 x Tampdo da Tag-polymerase
(GoTag DNA Polymerase-Promega), 1.5mM MgCl,, 200uM de cada dNTP, 2,5U Taq DNA
Polymerase, 100p molde de cada iniciador e 100ng da amostra de DNA. As reac6es foram
realizadas em um termociclador (Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler) de
acordo com o seguinte protocolo: desnaturacdo a 94°C por 5 min; 35 ciclos a 94°C por 1 min,
anelamento a 56°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min e extensdo final a 72°C por 10 min.
O produto da PCR foi separado utilizando um gel de agarose a 2% de alta resolucdo
misturado com Gel RedTM 1X em cuba de eletroforese horizontal contendo TBE (Tris-borato
0.09M e EDTA 0.002M) em voltagem de 100 V. O tamanho da banda de amplificagdo foi
identificada com um marcador de peso molecular padréo (Ladder, Sigma® 50pb 500ul).

O sequenciamento foi realizado pelo método enzimético descrito por Sanger, Nicklen
e Coulson (1977), por meio do equipamento ABI 3730, com capilar de 50 cm.

Anélise das perdas econbmicas

Para analise dos custos relacionados a doenca foram considerados valores econdmicos
referentes as mortes de vacas e de bezerros, queda da producdo leiteira, gastos com
atendimentos veterinarios, custos com tratamento da doenga mais tratamento suporte, e perdas

por abortamentos.
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As perdas relacionadas as mortes dos animais (CM) foram calculadas pelas mortes das

vacas (mv), considerando o nimero de vacas mortas (nv) e o preco estimado da vaca leiteira
na época do diagndstico mais a morte dos bezerros (mb), através do numero de bezerros
mortos (nb) e o preco estimado do bezerro na época do diagnostico. Estes valores foram
obtidos através da pesquisa em sindicato rural, empresa de desenvolvimento relacionado ao
agronegocio e baseados nas informacgdes publicadas por Nicolino2015), j4 que ndo ha bases
de valores para vacas leiteiras como ha para o preco da arroba em gado de corte. O valor

médio foi obtido com a seguinte férmula:

cM Z{:fl[mv (nv x pv) + mb(nb x pb)]

n

Os custos com a reducdo da producdo de leite/dia (CL4) foram obtidos através dos
valores da producdo de leite (plt), queda na producao de leite (gl) e preco do leite no momento
do diagnostico (pl). O preco do leite foi obtido pela tabela publicada em
https://cepea.esalq.usp.br/br. A média dos custos referentes a producéo leiteira foi obtida com

a seguinte formula, sendo (n) o nimero total de fazendas:

X e x qlx pl)
n

CLd

Os gastos com atendimento veterinario (CV) foram obtidos pelos valores do custo do
tratamento da tripanossomiase (Tt), custo com tratamento suporte (Ts) e valores pagos ao
veterinario (Vvet). Esses valores foram obtidos através dos questionarios respondidos pelos

veterinarios/proprietarios. O valor médio foi obtido com a formula seguinte:



34

_ Z{:fl(Tt + Ts + Vvet)

n

cv

Para estimar o preco da fémea abortada, foi considerado o valor de mercado da bezerra
desmamada de até 12 meses, valor i obtido da mesma forma como descrito para o calculo do
preco da vaca leiteira. Devido a probabilidade genética de 50% de o aborto ser fémea e 50%
de ser macho, considerou-se metade do valor nos célculos para evitar superestimacao, ja que
0s bezerros machos de rebanhos leiteiros ndo possuem bom valor comercial (Nicolino 2015).
Para os calculos foi utilizado o nimero total de abortos (na) e 50% do seu valor de mercado

(bl), sendo a média das fazendas obtidas com a seguinte formula:

_ Z{:fl(bl x na)
n

CA

Resultados

Os sinais clinicos predominantes nos animais infectados rebanhos foram apatia,
anorexia, emagrecimento (Figura 1), edema submandibular (Figura 2), mucosas palidas,
gueda na producdo de leite e abortamentos. Nos esfregacos sanguineos foram visualizadas
formas tripomastigotas de T. vivax, que eram achatados, com forma de foice, nucleo grande e
central, cinetoplasto grande, extremidade posterior arredondada e um flagelo livre (Figura 3).
As amostras sequenciadas apresentaram até 100% de homologia com T. vivax.

Os resultados dos custos individuais de cada propriedade avaliada, assim como 0s
custos totais, estdo apresentados na Tabela 1. O prejuizo econdémico nestas propriedades
variou de R$ 10.610,00 a 154.130,00. Porém, nestes valores a perda com a producao de leite

estd demonstrada como valor diario. Considerando o periodo médio de recuperacdo da
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producdo de leite, o valor pode ser multiplicado por 120 dias, variando entdo de R$ 23.700,00
a 242.600,00.

Os valores meédios das andlises realizadas foram 0s seguintes: custos referentes a

queda na producdo de leite por dia R$ 360,58; custos com atendimento veterindrio R$

6.187,50; custos com morte de animais R$ 43.854,38 e custos com abortos R$ 1.141,88.

Discusséo e conclusdo

O diagnostico da infeccdo por T. vivax foi baseado nos sinais clinicos associados ao
achado do parasito nos esfregacos sanguineos, positividade na PCR e sequenciamento
genético de algumas amostras; enquanto a determinacdo das perdas econdmicas foi obtida
através dos dados obtidos na aplicacdo de questionario.

Houve diferencas importantes nas perdas econdmicas avaliadas, como a mortalidade,
que variou de ausente a 50 animais/propriedade, com prejuizo de até 150.000,00 reais. Essa
variacdo ocorreu principalmente devido ao atraso no diagndstico, ja que a ocorréncia da
doenca em Minas Gerais até 2015 era infrequente (Carvalho et al., 2008) e desconhecida por
muitos veterinarios. Com isso foram feitos controle e profilaxia inadequados, além de
tratamentos inespecificos para as doengas mais comuns, que tém sinais clinicos semelhantes,
como a tristeza parasitaria bovina. Portanto, o desconhecimento, a falta de diagndstico e a
evolucdo rapida da doenca resultaram em grande mortalidade (Reis et al., 2019). Em
contrapartida, a medida que a doenca se expandia pelo estado, veterinarios de campo e
proprietéarios, sabendo da sua ocorréncia e seus prejuizos, buscavam por diagndstico
laboratorial, resultando em tratamento eficaz, manejo adequado e reducdo da mortalidade.

Os prejuizos com a queda abrupta da producéo leiteira foram calculados por dia.
Porém, em contatos posteriores com responsaveis pelas fazendas, foi relatado um periodo de

quatro a oito meses para normalizacdo da producdo, ou que ndo normalizou mais. A producéo
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leiteira sofre interferéncia direta da doenca, ja que sua reducdo € abrupta e significativa
(Batista et al., 2008; Reis et al., 2019), porém deve ser considerado o impacto posterior em
decorréncia da infertilidade e do maior intervalo de partos (Batista et al., 2008), além da nédo
reposicdo das vacas que morreram, principalmente animais com alto padrdo genético para
aptidao leiteira.

O custo total com tratamentos variou de 3.000 reais a 10.000 reais, sendo que algumas
propriedades com menor nimero de bovinos tiveram gasto maior do que outras com maior
namero. A variacdo foi devido a quantidade total de cabecas do rebanho, quantos animais
foram tratados e quantas doses de medicamento foram realizadas. Nas fazendas positivas foi
recomendado o tratamento de todo o rebanho, independente do diagndstico individual, ja que
0s bovinos podem ter doenca subclinica e por isso serem fonte de infeccdo do rebanho, visto
que o parasito é facilmente transmitido, inclusive por moscas (Batista et al., 2008). Foram
recomendadas duas doses de cloridrato de isometamidium em dose e intervalos de aplicacéo
indicadas na bula, com elevada eficacia no tratamento da doenca (Bastos et al., 2020). Porém,
em algumas propriedades foi feita dose Unica e em outras foram medicados somente alguns
animais, com base nos sinais clinicos.

As perdas associadas aos abortos variaram de ausentes a 3.480,00 reais. Alteragdes
reprodutivas sdo frequentes e responsaveis por causar abortamentos, partos prematuros e
repeticdo de cio (Reis et al., 2019). Diversos estudos foram conduzidos para demonstrar a
passagem transplacentaria do agente, como PCR e histopatologia de amostras fetais e placenta
(Silva et al., 2013), anélise de 6rgaos reprodutivos das fémeas (Rodrigues et al., 2013) e de
machos infectados (Bezerra et al., 2008). Considerou-se que 0s prejuizos relacionados a
alteracdes reprodutivas podem ser ainda maiores, ja que, dependendo da fase gestacional e do

controle reprodutivo da fazenda, o abortamento pode passar despercebido. Alem disso, a
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mortalidade de vacas prenhas determina a morte de seus fetos, aumentando ainda mais 0s
prejuizos relacionados a morte de vaca prenha, que tem melhor valor de mercado.

Neste estudo, um dos produtores abandonou a atividade leiteira em decorréncia dos
desafios da producdo, refletindo um impacto importante na agropecuaria e que deve ser
considerado. Além dos impactos econémicos evidenciados neste artigo, outras despesas
também podem ser consideradas nos custos relacionados a doenga, como gastos relacionados
ao controle de moscas e impacto futuro na reposicdo do rebanho em decorréncia dos
abortamentos, morte embrionaria e morte de bezerras. Sendo assim, mais estudos devem ser
realizados para determinacdo mais ampla dos impactos diretos e indiretos da tripanossomiase
nos rebanhos brasileiros.

Concluséao

A tripanossomiase causa perdas econdmicas significativas na cadeia produtiva de leite
de Minas Gerais. O diagnostico correto com tratamento rapido e medidas de controle

contribuem para a reducao significativa destes custos.
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Tabela 1- Tripanossomiase em bovinos de Minas Gerais.

Propriedade Rebanho Morte vacas Morte Prejuizo Producgdo Quedada Perdasda  Custocom Custocom  Abortos  Custos por  Perdas
Total (mv) bezerros (mv+mb) leiteira™ producdo producdo  veterindrio  tratamento*** abortos Totais
(mb) leiteira  leiteira**
A 81 16 11 R$ 650 450 R$ R$2.500,00 R$ 8 R$ R$
52.785,00 742,50 4.000,00 3.480,00 63.507,50
B 115 20 0 R$ 600 300 R$ R$1.000,00 R$ 5 R$ R$
60.000,00 381,00 3.000,00 2.175,00  66.556,00
Cc 80 50 0 R$ 1.800 450 R$ R$ R$ 0 R$ R$
150.000,00 630,00 500,00 3.000,00 - 154.130,00
D 200 18 30 R$ 800 200 R$ R$ R$ 5 R$ R$
67.050,00 232,00 500,00 6.000,00 2.175,00  75.957,00
E 71 0 0 - 700 250 R$ R$ R$ 0 R$ R$
287,50 500,00 7.000,00 - 7.787,50
F 30 5 0 R$ 230 130 R$ R$ R$ 2 R$ R$
15.000,00 171,60 1.000,00 3.000,00 870,00 20.041,60
G 124 1 0 R$ 1.200 250 R$ R$ R$ 1 R$ R$
3.000,00 330,00 - 10.000,00 435,00 13.765,00
H 350 1 0 R$ 2.500 100 R$ R$ R$ 0 R$ R$
3.000,00 110,00 - 7.500,00 - 10.610,00

*Antes da ocorréncia da infeccdo;** Valores diarios;*** Tratamento especifico visando a cura da doenca e tratamento suporte



Figura 1- Tripanossomiase em bovinos de Minas Gerais. Vaca com emagrecimento.
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Figura 3- Tripanossomiase em bovinos de Minas Gerais. Trypanosoma vivax na forma
tripomastigota em esfregago sanguineo. Panotico R&pido. 100x.
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Anexo 1 — Questionario referente as perdas econdémicas associadas a tripanossomiase

Proprietéario:

Propriedade:

Endereco:

Telefone:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Producdo diaria de leite .Queda na producdo leiteira dos animais;

Gastos com veterinarios;

Gastos com remédios visando a melhora do quadro clinico;

Gastos com o tratamento da doenca (tripanossomiase);

Perdas associadas a abortos e natimortos;

NUmero de morte e/ou descarte de animais;

Custo com reposic¢do de animais;

Gastos com alimentagéo;

Venda de bezerrros;

10) Outros gastos.
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Trabalho 2- Introdugéo ao artigo

A tripanossomiase em bovinos apresenta sinais clinicos diversos e variados, sendo
que, com 0 aumento do nimero de casos no estado, o diagndstico diferencial de varias
doencas com sinais clinicos semelhantes foi de extrema importancia. Casos individuais ou
surtos nas propriedades foram acompanhados e diagnosticados, como parte do trabalho de
extensdo realizado pelo Setor de Patologia Veterindria da UFLA e para execugdo deste
trabalho. Foram dignosticados casos de tristeza parasitaria bovina, febre catarral maligna,
raiva, tuberculose, salmonelose, dentre outros. Um caso de infeccdo neuroldgica por
Sarcocystis hirsuta foi diagnosticado em uma vaca, de uma fazenda com suspeita infeccao por

Trypanosoma vivax. Este sera relatado na forma de artigo.
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Resumo

Descreve-se, pela primeira vez, a infeccdo por Sarcocystis hirsuta associada a
meningoencefalite necrosante nao supurativa fatal em um bovino. A avaliacdo microscopica
revelou infiltrado inflamatorio de linfocitos, plasmocitos e células gitter em regido
perivascular e no neurdpilo de cerebelo, tAlamo e hipocampo, assim como extensas areas de
necrose em substancia branca e cinzenta associadas a numerosos protozoarios
morfologicamente compativeis com Sarcocystis sp. Foram visualizados esquizontes em
células endoteliais e livres no neurdpilo, contendo no seu interior merozoitos elipticos e
basofilicos, que muitas vezes se dispunham em forma de rosetas, berm como merozoitos
livres e no citoplasma de neurdniso. O diagnostico de infeccdo por S. hirsuta foi realizado a
partir do material genético sequenciado, utilizando a técnica de polimorfismo no comprimento
do fragmento de restri¢do de PCR, clivado pelas enzimas Bcll e Rsal.

Palavras-chave: encefalite por protozoario, enzimas de restricdo, ruminantes, sarcocistose.

Introducéo

Cistos de Sarcocystis spp. sao frequentemente observados na avaliacdo histopatologica
da musculatura cardiaca e esquelética de bovinos (Carrigan, 1986). Apesar da alta frequéncia
da infeccdo, manifestacdes clinicas e lesdes e associadas a sarcocistose sao raras (Nourani et
al., 2010). Em bovinos € descrita, principalmente, infeccdo por S. cruzi, S. hirsuta e S.
hominis, espécies que tém como hospedeiros definitivos canideos domésticos e selvagens,
gatos domésticos e humanos, respectivamente. S. cruzi € considerado a espécie mais
patogénica, capaz de causar sarcocistose clinica, com lesbes significativas em bovinos
(Cooper & Valentine, 2016). Doenca neurologica por Sarcocystis foi descrita em bovinos

somente na Africa do Sul (Van der Lugt et al., 1994), Canada (Dubey et al., 1987), Inglaterra
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(Gunning et al., 2000) e Alemanha (Takla, 1984), porém a espécie de Sarcocystis ndo foi
determinada.

O ciclo biologico de Sarcocystis spp. envolve dois hospedeiros e a infeccdo ocorre
qguando hospedeiros intermediarios (H.l.) herbivoros e onivoros, ingerem alimentos
contaminados por esporocistos eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (HD). J& os
HD se infectam por meio da ingestdo de formas maduras de Sarcocystis spp. encistadas em
tecidos de um HI (Savini et al., 1994).

O polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo de PCR (PCR-RFLP) com
base em regides varidveis das sequéncias de subunidades de RNA é considerado um teste
molecular preciso para a identificacdo de Sarcocystis sp. (Heckeroth and Tenter, 1999; Yang
et al., 2002, Motamedi et al., 2011).

Este artigo descreve, pela primeira vez, a infeccdo por S. hirsuta associada a
meningoencefalite necrotizante ndo supurativa fatal em um bovino, diagnosticada por

achados patoldgicos e ensaios moleculares.

Material e métodos

Um bovino, adulto, fémea, foi necropsiado em uma propriedade localizada no municipio
de Candeias, Minas Gerais, regido de ocorréncia de Trypanosoma vivax e raiva em bovinos.
Dados clinicos e epidemiolégicos foram obtidos com o proprietario. Fragmentos de 6rgaos e
tecidos foram coletados e fixados em formalina 10% tamponada, processados rotineiramente
para histopatologia, incluidos em parafina, cortados a 3 um e corados com hematoxilina e
eosina (HE). Foi também realizado o exame microscopico de esfregacos sanguineos para
pesquisa de Trypanosoma sp. Amostras de encéfalo, rim, figado, bago, coracdo e pulmao
foram congeladas e submetidas a extracdo de DNA com o kit comercial (Wizard Genomic

DNA Purification Kit-Promega) de acordo com as recomendacbes do fabricante. A
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concentracdo (ng/uL) e a qualidade do DNA extraido foram determinadas por eletroforese em
gel de agarose a 1% e pelo NanoVue™ Plus (GE Healthcare, EUA). Todos esses tecidos
foram avaliados para a presenca de DNA de Trypanosoma vivax, utilizando a técnica de PCR
descrita por Reis et al. (2019). Como controle positivo foram utilizadas amostras de encéfalo
e sangue de bovinos sabidamente positivos para T. vivax (Reis et al., 2019).

Amostras do encéfalo também foram submetidas a PCR para deteccdo de Sarcocystis sp.
por meio da amplificacdo parcial do gene 18S rRNA. Neste ensaio foram utilizados os
iniciadores Sarco F- CGCAAATTACCCAATCCTGA e Sarco R-
ATTTCTCATAAGGTGCAGGAG, conforme descrito por Alves et al. (2018). Como
controle positivo foi utilizado material genético extraido do miocardio de um bovino que tinha
multiplas estruturas de Sarcocystis sp. no exame histopatologico. Todos os reagentes da PCR
sem 0 DNA molde foram usados rotineiramente em todos os ensaios, como controle negativo.

A PCR para o gene 18S rRNA de Sarcocystis spp. foi seguida do sequenciamento pelo
método enzimaético descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977), utilizando o equipamento
ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA), com capilar de 50 cm. A partir do material genético
sequenciado foram utilizadas as enzimas de restricdo Bcl | e Rsa | para diferenciacdo das
espécies S. cruzi e S. hirsuta, utilizando a técnica de polimorfismo no comprimento do
fragmento de restricdo (RFLP) (Alves et al., 2018).

Adicionalmente, fragmentos de encéfalo foram submetidos ao exame de imuno-
histoquimica (IHQ) para pesquisa de antigenos rabicos (Abreu et al., 2014), de Toxoplasma

gondii e de Neospora caninum (Mesquita et al., 2013).

Resultados
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O proprietario relatou manifestacbes de queda na producdo de leite, emagrecimento
progressivo e apatia. Como a vaca foi encontrada morta, ndo foi possivel uma avalicéo clinica
mais detalhada.

No exame macroscopico foram observados somente mucosas externamente visiveis
palidas e mau estado corporal. A avaliacdo microscopica revelou meningoencefalite
necrotizante nao supurativa multifocal a coalescente acentuada em cerebelo, tdlamo e,
principalmente, em hipocampo, caracterizada por infiltrado inflamatério composto
predominantemente por linfdcitos, plasmdcitos e células gitter em regido perivascular e no
neurdpilo (Figura 1). Havia extensas areas de necrose em substancia branca e cinzenta.
Proximo as areas de necrose foram observados numerosos protozoarios morfologicamente
compativeis com Sarcocystis sp. (Figura 2), caraterizados por esquizontes arredondados com
merozoitos elipticos e basofilicos no seu interior, que muitas vezes se dispunham em forma de
rosetas ao redor de um corpo residual central (Figuras 3 e 4). Os esquizontes foram
visualizados nas células endoteliais e livres no neurdpilo. Merozoitos livres e no citoplasma
de neur6nio também foram observados. Ndo foram observadas lesbes e/ou parasitos nos
demais 6rgéos.

Apesar da morfologia do parasito ser compativel com Sarcocystis sp., devido ao
grande nimero de casos de tripanossomiase na regido, associado ao histérico de queda de
producdo de leite e emagrecimento progressivo, esfregacos sanguineos e PCR para detec¢do
de Trypanosoma sp. foram realizados, porém resultaram negativos. Os exames de IHQ para
raiva, N. caninum e T. gondii também resultaram negativos.

A PCR para deteccdo de Sarcocystis sp. resultou positiva e o resultado foi confirmado
pelo sequenciamento. A sequéncia de DNA do bovino controle foi clivado apenas pela

enzima Rsal, mostrando um perfil compativel com DNA de S. cruzi, enquanto a amostra de
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DNA obtida do bovino com encefalite foi clivada pelas enzimas Bcll e Rsal, caracterizando

infeccdo por S. hirsuta.

Discusséo e concluséo

Sarcocystis spp. geralmente ndo sdo patogénicos para os HD e HI.. Ndo foram
observadas alteracGes clinicas neste caso, uma vez que o bovino foi encontrado morto, porém
0 emagrecimento progressivo e as mucosas palidas podem ser decorrentes de dificuldade de
alimentacdo devido ao quadro de meningoencefalite parasitaria grave. Sdo relatadas
convulsdes, ataxia, cegueira, nistagmo, opistotono e decubito em casos de doenca neuroldgica
por Sarcocystis em bovinos (Dubey et al., 1987; Van der Lugt et al., 1994; Gunning et al.,
2000). Também ndo foram observadas alteraces macroscopicas nos tecidos avaliados,
incluindo o encéfalo, mas é relatado que as lesBes nos bovinos sdo predominantemente
histologicas (Van der Lugt et al., 1994). Na fase aguda da doenca por S. cruzi em bovinos
podem ocorrer hemorragias nas serosas das visceras, nos muasculos cardiaco e esquelético e na
esclera e, na fase cronica, miosite ndo supurativa e destruigdo das estruturas de Sarcocystis sp.
(Dubey & Lindsay, 2006).

Os raros casos descritos de meningoencefalite sarcoporidial em bovinos foram
associados somente a infeccbes por S. cruzi-like (Dubey et al., 2016), ndo havendo até entdo
associacdao com S. hirsuta. O diagnostico de meningoencefalite necrotizante por S. hirsuta em
uma vaca foi baseado nas lesGes microscopicas, morfologia do parasito, associadas a
positividade em PCR, sequenciamento e utilizacdo de enzimas de restricdo para determinar a
especie de Sarcocystis envolvida. Outras formas de diagnostico envolvem microscopia
eletronica, caracteristicas histologicas do parasito e imuno-histoquimica, consideradas um
auxilio na identificacdo do parasito na lesdo (Nourani et al., 2010; Dubey et al., 2016). A

técnica utilizada foi baseada em RFLP, com amplificagdo do gene 18S rRNA, que tem se
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mostrado eficaz na diferenciacdo de espécies morfologicamente semelhantes de Sarcocystis
spp. (Yang et al., 2002).

Os achados microscépicos principais foram meningoencefalite com necrose em
substancia branca e cinzenta. Outros trabalhos descrevem meningoencefalite, vasculite e
gliose como as principais lesdes observadas (Dubey et al., 1987; Dubey et al., 2016; Gunning
et al., 2000). Em casos de infeccdo natural e experimental por S. cruzi, a necrose ndo foi uma
lesdo predominante (Dubey et al., 2016), porém sarcocistose com lesbes encefalicas
associadas a necrose ja foram descritas (Carrigan 1986; Van der Lugt et al., 1994).

Foram consideradas no diagnéstico diferencial doencgas que cursam com meningoencefalite
e que sdo importantes para a regido estudada, como a raiva bovina. No bovino necropsiado
ndo foram visualizados corpusculo de Negri em neurdnios e a marcacdo IHQ (Abreu et al.,
2014) foi negativa para o virus da raiva. Outra doenca considerada foi a tripanossomiase
bovina, uma vez que o estado de Minas Gerais enfrentou uma epizootia por Trypanosoma
vivax em bovinos, e os principais sinais clinicos observados foram queda na producéo de leite,
anemia e emagrecimento progressivo (Reis et al., 2019), semelhante as manifesta¢des clinicas
do bovino deste relato, porém os exames citol6gico e molecular resultaram negativos para T.
vivax.

Humanos podem servir com definitivos para S. hominis e S. suihominis e como
intermediario acidental para varias espécies ndo identificadas de Sarcocystis (Dubey &
Lindsay, 2006), porém ndo ha evidéncias da infeccdo por S. hirsuta em humanos. Apesar
disso, medidas preventivas, como evitar o contato de gatos com pastagens e alimentos
destinados a bovinos, devem ser adotadas na propriedade acometida, com o objetivo de evitar

0 aparecimento de novos casos no rebanho.
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Os achados deste artigo demonstram, pela primeira vez, meningoencefalite necrosante
relacionada a infeccdo por S. hirsuta em bovino. Essa infeccdo deve ser considerada no

diagnostico diferencial para animais com manifestacoes clinicas neuroldgicas.

Declaracao de conflito de interesse — Os autores declaram que nédo ha conflito de interesses

com respeito ao artigo, autores e publicacéo.
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Figura 1- Meningoencefalite necrotizante fatal por Sarcocystis hirsuta em bovino. Infiltrado
de linfécitos, plasmacitos e macr6fagos em cérebro. HE. 20x.
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Figura 2-Meningoencefalite necrotizante fatal por Sarcocystis hirsuta em bovino. Protozoario

com morfologia de Sarcocystis sp. HE. 100x.
SETAYS -

Figura 3-Meningoencefalite necrotizante por Sarcocystis hirsuta em bovino. Protozoarios
dispostos em roseta, morfologicamente compativeis com Sarcocystis spp. HE. 40x.
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Figura 4-Meningoencefalite necrotizante por Sarcocystis hirsuta em bovino. Protozoarios em

dispostos em roseta, morfologicamente compativeis com Sarcocystis spp. HE. 100x.
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