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delineado e grande numero de células em mitose (Flechas)

(HE, 40X). ANIMal 03 (525 DAI) cve.veveoeeeeeeeeeereeeseeeeeeeeeseeseeeeneee.
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ESTUDO CLIiNICO, HEMATOLOGICO, BIOQUIMICO SERICO, PARASITOLOGICO,
IMUNOLOGICO E PATOLOGICO DE BOVINOS EXPERIMENTALMENTE
INFECTADOS COM Trypanosoma evansi STEEL, 1885 (SARCOMASTIGOPHORA:
TRYPANOSOMATIDAE).

RESUMO - Trypanosoma evansi € patogénico para a maioria dos animais, acometendo
bovinos, bubalinos, caprinos, ovinos, suinos, caes, quatis, capivaras, camelos e outras
espécies animais em areas tropicais e subtropicais do globo terrestre sendo, no Brasil,
a doenca endémica no pantanal mato-grossense. O presente estudo teve como fito
principal estudar a evolucgéo clinica, as alteracbes hematologicas, bioquimicas sérica,
imunologicas e anatomopatolégicas de bovinos infectados experimentalmente com T.
evansi. Para tal, foram utilizados oito bovinos, clinicamente sadios e sorologicamente
negativos para T. evansi. Trés foram mantidos como testemunhos e cinco inoculados
com T. evansi. Exames fisicos, parasitolégicos, hematimétricos e bioquimicos séricos
(proteinograma, indice ictérico e glicose) e do liquido cefalorraquidiano foram
realizados. Nos exames fisicos realizados nos bovinos até 525° DAl n&o foi notada
nenhuma anormalidade clinica com relagcéo a temperatura retal, batimentos cardiacos,
frequéncia respiratéria, movimentos ruminais, aspectos de membranas mucosas (nasal,
conjuntival, oral, vaginal e/ou prepucial) e dos linfonodos externos (mandibulares,
maxilares, parotideos, cervicais superficiais, subliacos e mamarios). A presenca de
tripomastigotas foi demonstrada através da prova bioldégica nos bovinos 01, 06 e 08
no15° DAI, bovinos 06 e 07 no 30° DAI, bovinos 01 e 06 no 45° DAI, bovino 06 no 60°
DAI, bovino 01 no 75° DAI. As contagens de hemacias, os teores de hemoglobina e os
volumes globulares dos bovinos, experimentalmente infectados, variaram dentro dos
limites de normalidade para a espécie bovina. O VGM, HGM e CHGM, apresentam
alteragbes pontuais. No exame fisico do liquido cefalorraquidiano ndo se notou
alteracbes do aspecto e coloracdo, e ainda, a pesquisa do T. evansi realizada em
esfregacgos corados pelo May-Gruenwald e Giemsa, gota espessa e prova bioldgica ndo
se verificou a presenga do parasita. O proteinograma permitiu identificar 26 proteinas

com pesos moleculares que variaram de 20 a 245 KD. Destas, oito foram identificadas,
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nominalmente, sendo imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina, albumina,
imunoglobulinas G (IgG) de cadeia pesada e de cadeia leve, haptoglobina e
glicoproteina acida. A resposta imune humoral iniciou se a partir do 5° DAI no ELISA-
teste e 14° DAI pela RIFI alcangando titulos maximos apds a 3* semana de evolugao.
Observou-se hiperplasia linféide de linfonodo e hiperplasia de nédulo hemolinfatico. Os
resultados alcangados permite inferir que a cepa empregada € de baixa patogenicidade
para bovinos, podendo esta espécie animal comportar-se como reservatério do

hemoflagelado.

Palavras-chaves: bovino, tripanossomiases, Trypanosoma evansi.
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CLINICAL, HEMATOLOGY, SERUM BIOCHEMISTRY, PARASITOLOGY,
IMMUNOLOGY AND PATHOLOGY OF EXPERIMENTALLY INFECTED CATTLE
WITH TRYPANOSOMA EVANSI STEEL, 1885 (SARCOMASTIGOPHORA:
TRYPANOSOMATIDAE).

SUMMARY - Trypanosoma evansi are pathogenic to most of animals, affecting cattle,
buffaloes, goats, sheep, pigs, dogs, coatis, capybaras, camels and other animals in
tropical and subtropical areas of the globe, and, in Brazil, it causes an endemic disease
in the Pantanal Mato Grosso. This study primarily aimed to study the clinical,
hematological, biochemical, immunological and pathological alterations in cattle
experimentally infected with T. evansi. For this purpose, we used eight animals, clinically
healthy and serologically negative for T. evansi. Three animas were kept as evidence
and five were inoculated with T. evansi. Physical, parasitological, hematological and
serum biochemical (proteins, icteric index and glucose) and cerebrospinal fluid
examination were performed. In the physical examination conducted in cattle up to 525"
DAl were not observated any clinical abnormality in concerning rectal temperature, heart
rate, respiratory rate, ruminal movements, aspects of the mucous membranes (nasal,
conjunctival, oral, vaginal and / or specimen) and external nodes (mandibular, maxillary,
parotid, superficial cervical, breast and subliacos). The presence of trypomastigotes was
demonstrated by bioassay in cattle 01, 06 and 08 no 15" DAI, cattle 06 and 07 at 30°
DAI, cattle 01 and 06 on the 45™ DAI, cattle 06 in 60 " DAI, cattle 01 in 75" DAI. Red
blood cells counts, hemoglobin content and volume cell of experimentally infected cattle
were within normal limits for the bovine species. The MCV, MHC and MCHC, showed
specific changes. Physical examination of the cerebrospinal fluid did not show
alterations in appearance and coloration. Morever, using the Giensa-stained blood
smears, buffy coat technique (BCT) and mouse inoculation procedure were negative for
T. evansi tripomastigote. Serum protein concentrations, identified 26 proteins with
molecular weights ranging from 20 to 245 KD. Among these, eight were identified by
name, and immunoglobulin A (IgA), ceruloplasmin, transferrin, albumin, immunoglobulin

G (IgG) heavy chain and light chain, haptoglobin and acid glycoprotein. The humoral
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immune response was initiated at the 5 ™ DAI by ELISA test and 14 ™ DAI by IFAT. The
highest titles after 3 weeks of evolution. It was observed lymphoid hyperplasia in lymph
node hyperplasia and hemolymphatic nodes. The results infer that the strain used

shows of low pathogenicity for cattle. May act as a reservoi of this flagellate.

Keywords: cattle, trypanosomiasis, Trypanosoma evansi



1. INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

As tripanossomiases sao causadas por espécies do género Trypanosoma, que
pertencem ao filo Euglenozoa, da classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida,
subordem Trypanosomatina. A caracteristica principal desses protozoarios € a presenca
de cinetoplasto localizado na base do flagelo que contém o DNA mitocondrial
(VICKERMAN, 1978). A subordem Trypanosomatina contém uma uUnica familia,
Trypanosomatidae, que, por sua vez, contém oito géneros (Trypanosoma, Leishmania,
Endotrypanum, Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas, Herpetomonas e Phytomonas).
Os tripanossomas patogénicos de importancia na pecuaria estao classificados na secgéo
Salivaria, dos quais apenas Trypanosoma vivax, T. equiperdum e T. evansi ocorrem na
América do Sul (SILVA et al., 2002).

T. evansi e T. vivax estdo amplamente distribuidas na Africa, Asia e América
Latina, representando um risco potencial para 500 milhées de bovinos, 100 milhdes de
bubalinos e 12 milhdes de camelos (PEREGRINE, 1994). Para DAVILA & SILVA (2000)
0 risco potencial destes hemoparasitas na América do Sul é para 300 milhbdes de
bovinos, 1,8 milhdes de bubalinos e 16 milhdes de eqiinos. Na Africa, as
tripanossomiases animais afetam 38 paises, estimando-se que cerca de 30% dos 147
milhdes dos bovinos dos paises afetados pela mosca tsé-tsé (Glossina spp.) estejam
infectados (MURRAY & GRAY, 1984).

O primeiro relato, descrevendo e identificando T. evansi como agente causal
patogénico das tripanossomiases em mamiferos, ocorreu no ano de 1881 por Grifft
Evans, que isolou este protozoario em sangue de equinos e camelos da regido de
Punjab, na india. Em 1885, Jonh Henry Steel, fez similar observacdo durante um surto
da doengca em mulas que realizavam transporte em Burna. Entretanto, somente sete
anos apo6s, em 1888, Balbiani o classificou como pertencente ao género Trypanosoma
(WOOQO, 1977).

Uma multiplicidade taxonémica de nomes tem sido determinada para T. evansi,

assim, € denominado de T. brucei evansi ou T. evansi brucei (TOURATIER, 1990). Este
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possui, ainda, outras 16 denominagbes (HOARE, 1956), porém trés s&o
frequentemente mencionadas na literatura americana: T. equinum (VOGES, 1901) T.
hippicum (DARLING, 1910) e T. venezuelense (MENSIL, 1910). Também, conhecido
em outros paises como T. annamense (LAVERAN, 1911), T. cameli (PRICOLO &
FERRARO, 1914), T. marocanum (SERGENT et al.,, 1915), T. ninae kohlyakimov
(YAKIMOFF, 1921); T. aegyptum (NATTAN-LARRIER & NOYER, 1932). Apos
criteriosos estudos de cepas de diferentes origens, HOARE (1972) concluiu que todas
as denominagbes dessas supostas espécies de tripanossomas sdo sindbnimas de T.
evansi. Tais diversidades, também atribuiram a esta doenca um vasto numero de

” [ ” ““

vernaculos populares regionais como: “salef’, “tahaga”, “su-auru”, “mbori el debad”,
” “murrina”, “
(LEVINE, 1973; WOO, 1977; STEPHEN, 1986). Na india, a enfermidade causada pelo
T. evansi, acomete principalmente bovinos e bubalinos, e € denominada de “surra”, cujo
significado é “apodrecido” (HOARE, 1972).

Na América do Sul, quatro espécies de tripanossomas tém importancia social e

”» @

“surra mal das cadeiras”, “derrangadeira”, “quebra bunda” e “peste boba”

econdmica. A principal delas é T. cruzi, que causa a “doenca de Chagas” em humanos
(WELLS, 1984). Duas delas, T. vivax (ZIEMAMN, 1905) e T. evansi (STEEL, 1885), sao
responsaveis por significativos impactos econdmicos em bovinos e equinos (MOREIRA
& MACHADO, 1985; DAVILA et al., 1999), enquanto, T. equiperdum (DOFLEIN, 1901)
causa nos equideos, doenga cronica sexualmente transmitida, mas, no entanto, s6 tem
sido esporadicamente referida na América do Sul a partir de 1975 na Bolivia
(FAO/WHO/OIE, 1982).

Dentre as espécies patogénicas de tripanossomas, T. evansi é conhecido por ser
amplamente distribuido entre os diferentes hospedeiros mamiferos e é o mais
importante agente causador de doencas em toda area tropical e subtropical do mundo.
A principal diferenca entre os outros tripanossomas é a falta de maxicirculos, e a forma
de transmissdo (HOARE, 1972; LUN & DESSER, 1995; HERRERA et al., 2004). Este
parasita é adaptado para transmissdo mecéanica através de dipteros hematofagos
(BRUN et al., 1998).



Cerca de 50 espécies de tabanideos s&o incriminadas na transmissdo do T.
evansi (KRINSKY, 1976). Tabanus importunus e T. trilineatus foram os vetores
responsaveis pelo surto de “mal das cadeiras” ocorrido na ilha de Marajé, Para - Brasil
(BARRETO, 1949). No pantanal mato-grossense, T. ftrilineatus € apontado como o
principal transmissor de T. evansi em fung&o de sua alta incidéncia o ano todo (DAVILA,
et al., 1999; SILVA et al., 1995a).

T. evansi sobrevive no sangue contido na proboéscide dos dipteros. Entretanto, a
eficiéncia da transmissédo depende do intervalo entre as succgbes e da intensidade de
mosca presente na regido (HOARE, 1972).

Na América do Sul, T. evansi, também, é transmitido pelo morcego hemato6fago
Desmodus rotundus. O hemoflagelado penetra na corrente sanglinea do morcego
hemato6fago e se multiplica, permanecendo infectado por até um més. Desta forma o
quiréptero atua como vetor e reservatorio do parasita. Estes, também, sdo encontrados
desde o México até o Sul da Argentina coincidindo com a distribuicdo do T. evansi no
Continente Americano (HOARE, 1965; HOARE, 1972).

NGERANWA & KILALO (1994) relatam que a mosca Stomoxys sp pode
transmitir o tripomastigota, mas em menor escala, sendo considerada de importancia
secundaria, embora, SUMBA et al. (1998) demonstraram que T. evansi sobrevive no
aparelho bucal desta espécie por 480 minutos. A transmissao oral do T. evansi pode
ocorrer em carnivoros que se alimentam da carcaca de animais infectados
(WIESENHUTTER, 1975; RAMIREZ et al., 1979). Experimentalmente foi demonstrada a
infeccao de caes pela ingestdo de sangue e de tecidos infectados (RAINA et al., 1985;
BAZOLLI et al., 1999). Ainda, LOSOS (1980) relata a transmissé&o transplacentaria do T.
evansi.

As doencas causadas pelo T. evansi durante anos ficou restrita ao territorio
indiano, mas acredita-se que a disseminagdo da doenca para outras regides ocorreu
mediante a exportacdo de animais infectados (HOARE, 1972). A melhor informacgao a
respeito da introdugdo de T. evansi na América do Sul foi descrita na Colémbia
(WELLS, 1984). Muitos dos cavalos importados pelos conquistadores espanhoéis

escaparam e regressaram ao estado selvagem, supde-se que alguns desses eqlinos
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poderiam ser portadores de T. evansi, haja vista que estes animais eram descendentes
de cavalos introduzidos na Espanha, provenientes da Costa da Africa, regido da
Berbéria, area considerada enzoética (PLATA, 1931).

No Brasil, o primeiro diagnéstico do hemoflagelo, foi em eqiinos da llha de
Marajé entre 1827 e 1830 (LACERDA, 1885). No Pantanal mato-grossense o
tripomastigota foi isolado em 1850, mas foi relatado somente em 1894 na sub-regido de
Nhecolandia (SILVA et al., 1995 b).

O Pantanal mato-grossense esta situado no centro da América do Sul, possui
clima tropical e area de 138.000 Km? e 1.100 propriedades de exploragao pecuaria,
local em que vivem cerca de trés milhdes de bovinos, 49 mil eqlinos e uma
biodiversidade unica de animais selvagens (SEIDL et al., 1998). Com alta densidade de
amimais por hectare, a regido possui 20% de sua area destinada a criagdes extensiva
de gado (SILVA et al.,, 1995a), que ¢€ considerada a mais importante atividade
econOmica da regido, gerando divisas de US$ 60 milhdes/ano (EMBRAPA, 1993).
Estudos realizados por SEIDL et al. (1998) estimam que somente a acdo do T. evansi
no Pantanal gera gastos da ordem de US$ 2,4 milhdes anuais, afetando 6.462 eqliinos
em uma populacao de 49.000.

O periodo pré-patente, ou seja, o tempo entre a infec¢ao natural ou experimental
e o0 aparecimento da parasitemia tém duracdo de aproximadamente duas semanas
(BOERO, 1974). VERMA & GAUTAM (1978) e SINGLA et al., (1996) em infecgbes
experimentais com T. evansi em bovinos realizadas na india, relatam periodo pré
patente de oito dias, enquanto JOHN et al. (1995) demonstraram em bovinos, periodo
pré-patente de 14 dias. Na Indonésia PAYNE et al. (1992), inocularam T. evansi via
intravenosa em bovinos com idade variando entre cinco e sete meses e constataram
apos dois dias da inoculacdo, a presenca de tripanossoma em todos os bovinos
inoculados e que 0s maiores picos parasitémicos ocorreram no 7° dia apdés a
inoculagdo coincidente com pico de hipertermia. KATHIRA & AVSATTHI (1985),
inocularam bubalinos com T. evansi, via subcutanea, e detectaram parasitemia no 5°
dia, com presenca de hipertermia no 6° e 15° dias apds as inoculagbes, enquanto que

AUDU et al. (1999) em ovinos, utilizando a via intravenosa, observaram parasitemia



entre 3° e 6° dia apos inoculagdo, coincidindo com a pirexia. Na literatura consultada
os periodos pré-patente médios em infecgdes experimentais em eqiinos (MARQUES,
1996), cdes (AQUINO, 1997), jumentos (CADIOLI, 2001), ratos (CADIOLI, 2005), ovinos
(PASSOS, 2004) e caprinos (PATELLI et al., 2008), utilizando a mesma cepa de T.
evansi foram 4; 11; 6; 2; 2 a 6 e 7 dias respectivamente. Entretanto, POCHINI (2000),
trabalhando com a mesma cepa em bovinos néo estabeleceu o periodo pré-patente da
infeccao, haja vista a baixa sensibilidade das técnicas empregadas até o 56° dias apos
inoculacéo.

O curso da doencga causada por T. evansi pode ser, subagudo, agudo e crdnico
(SINGH & CHAUDHRI, 2002). A infeccao é caracterizada pelo aparecimento de febre,
anemia, seguidos por edema e caquexia (HOARE, 1972). A doenga que
invariavelmente conduz a morte, salvo casos excepcionais de recuperagao espontanea,
apresenta maior prevaléncia em equinos velhos (ATARHOUCH et al., 2003). BOERO
(1974) relatou que poucos sao os casos em que a enfermidade tem duracgéo inferior a
10 dias ou superior a 120 dias, em média 30 a 60 dias. Em equinos experimentalmente
infectados, o curso da enfermidade teve duragcdo média de 77 dias e em jumentos de
140 dias (MARQUES, 1996; CADIOLI, 2001). Os bovinos acometidos pela surra
apresentam hipertermia, hipertrofia de linfonodos, descargas nasais e oculares
mucoide, conjuntivite, fraqueza, perda de peso, andar cambaleante, lacrimejamento,
salivacédo, membranas conjuntivas congestas, abortamentos, orquites e diminuicédo da
producdo lactea (SINGH & GAUR, 1983; MURALEEDHARAN & SRINIVAS, 1985;
ABDULLAH & BAGGOT, 1986; BIDYANTA et al., 1990; NGERANWA et al., 1991;
OKECH et al., 1996). Embora o envolvimento do sistema nervoso central (SNC) pelo T.
evansi ainda necessite de maiores estudos, SINGH & MISRA (1988) demonstraram que
bovinos e bufalos com tripanossomiase aguda ou subaguda apresentaram depressao
ou excitagdo, apoio da cabeca contra obstaculos, prostracdo, andar em circulos, coma
e morte.

O parasita multiplica-se nos linfonodos, na medula éssea e no sangue periférico
(BOERO, 1974; MURALEEDHARAN & SRINIVAS, 1985). No sangue periférico, seu

numero é variavel no decorrer da doencga, podendo desaparecer da corrente sangiinea
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em algumas fases evolutivas da enfermidade (MARQUES et al., 2000; CADIOLI, 2001).
Durante a progressao da doenga ha picos de febre intermitente, que podem ou néo
estar relacionados com a parasitemia (MONZON et al., 1984; MARQUES et al., 2000;
CADIOLI, 2001; CADIOLI, 2005). Durante a evolugdo do quadro morbido, sé&o
evidenciados edemas dos membros, na regido submandibular e na parte baixa do
abdémen (MARQUES et al., 2000; CADIOLI, 2001; CADIOLI, 2005), além de palidez ou
ictericia das membranas mucosas aparentes, hipertrofia de linfonodos, taquipnéia e
taquicardia (BOERO, 1974; MONZON et al., 1984; ATARHOUCH et al., 2003; CADIOLI,
2005). Alguns animais podem apresentar transtornos oculares, como hemorragia nas
camaras anteriores dos olhos e ceratite. Em estagios mais avancados da doenca,
surgem problemas locomotores com paresia gradual dos membros pélvicos, que se
traduz por dificuldade de locomogao, andar cambaleante com vacilagdo lateral das
garupas, evoluindo para paraplegia (MONZON et al.,, 1984; MARQUES, 1996). O
animal torna-se anémico (CADIOLI, 2001; ATARHOUCH et al., 2003; MENEZES et al.,
2004; CADIOLI, 2005). Para MURRAY & DEXTER (1988) a severidade da anemia
correlaciona-se com a intensidade e duragéo da parasitemia.

A medida que a enfermidade evolui notam-se periodos de hipertermia e de
remissbes da temperatura corporal. Hipertermia é originada pelos produtos do
metabolismo do parasita, que atuam sobre o sistema regulador neurocentral. Este
mecanismo promove hipertermia nos primeiros dois dias apds a infecgdo, variando a
temperatura retal entre 40°C e 40,6°C, estando estritamente relacionada com altas
parasitemias (BOERO, 1974; PAYNE et al., 1993; DAMAYANTI et al., 1994). SINGH &
GAUR (1983) e MARQUES (1996) demonstraram, respectivamente, em bubalinos e
equinos, que a hipertermia nem sempre coincide com o0s picos parasitémicos,
particularmente nos estagios cronicos da doenca.

T. evansi causa em animais susceptiveis complexa série de alteracdes clinicas e
patologicas, envolvendo varios sistemas, particularmente os hematopoético, linfatico,
muscular, respiratorio, circulatorio, urinario e nervoso. O curso da doencga, salvo em
casos excepcionais de recuperagao espontanea, evolui para a emaciacgéo total e morte
(BOERO, 1974; MARQUES, 1996). De acordo com HOARE (1972) a evolugado, os
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aspectos clinicos, hematolégicos e patolégicos nas diferentes espécies animais, variam
de acordo com a viruléncia da cepa, a suscetibilidade do hospedeiro e as condigdes
epizodticas. QUEIROZ et al. (2001) concluiram que a despeito da homogeneidade das
cepas, ha significativa diferenga no padréo de viruléncia dos isolados de T. evansi.

Do ponto de vista clinico e patolégico, a anemia € um consistente achado das
infecgbes naturais por T. evansi (AQUINO, 2007). De acordo com LOSOS (1980),
ovinos, caprinos, bubalinos e bovinos tem demonstrado similaridades de alteracdes
clinicas e patolégicas. Os tripanossomas causam alteragdes significativas no quadro
hematologico do hospedeiro, causando a reducédo do volume globular, da contagem de
hemacias e da taxa de hemoglobina (BOERO, 1974, SILVA et al., 1995b e POCHINI,
2000). Em bovinos e cées, a anemia é classificada morfologicamente como sendo do
tipo microcitica hipocrémica (MOREIRA & MACHADO, 1985; SINGH & MISRA, 1988)
Em caprinos, a anemia foi classificada como normocitica hipocrémica por NGERANWA
et al. (1993) e macrocitica por SHARMA et al. (2000) e em ovinos e bubalinos do tipo
macrocitica normocrémica (SINGH & JOSHI, 1991). HILALI et al. (2006) observaram
em bufalos anemia do tipo macrocitica hipocromica. Em eqiinos, MARQUES (1996)
diagnosticou anemia do tipo normocitica normocrémica. Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar a origem ainda nao completamente elucidada das anemias nas
tripanossomiases, entre eles, supressédo da atividade eritropoiética por depresséo da
medula 6ssea, hemodiluicdo, hemolise resultante de fatores imunolégicos ou acao
direta dos parasitas ou produtos por eles liberados (AQUINO, 2007). O grau de anemia
parece estar diretamente relacionado aos indices de destruicdo das células vermelhas
(TRAIL et al.,, 1992). Estudo experimental com bovinos infectados com T. evansi,
demonstrou alteragdes hematimétricas apenas pontuais, durante as duas primeiras
semanas de observagdo, concluindo que a cepa utilizada nao foi capaz de provocar
anemia (POCHINI, 2000). Em ovinos experimentalmente infectados com T. evansi,
ONAH et al. (1996) verificaram anemia branda, evidenciada pela redugdo no
hematécrito e na contagem de eritrocitos e AUDU et al. (1999) encontraram nesta
mesma espécie animal, decréscimo tanto no volume globular quanto nos teores de

hemoglobina.



AQUINO (2007) relata o aumento da contagem global de leucécitos nas
infeccdes por T. evansi e a inexisténcia de um perfil definido para contagem diferencial,
a qual pode variar durante o curso de uma infecgdo. Em bovinos infectados com T.
evansi, POCHINI (2000) observou neutropenia com linfocitose relativa nas primeiras
semanas apos a inoculagao e neutrofilia com linfocitopenia ao redor do 112° dia apds a
inoculacdo e VERMA & GAUTMAN (1978) verificaram leucocitose com neutrofilia e
linfocitopenia relativa na fase inicial da infecgéo.

No curso da enfermidade algumas alteragdes bioquimicas dos componentes
sanguineos podem ocorrer. A hipoglicemia tém sido apontada como um importante
achado clinico-laboratorial em animais infectados sendo a glicemia inversamente
proporcional a contagem de tripanossomas no sangue (MARQUES, 1996). Em céao,
MOREIRA & MACHADO (1985) constataram taxa de glicose reduzida, sendo o estado
hipoglicémico, também, reportado por SANDOVAL et al. (1994). Hipoglicemia tém sido
observada em animais com infecgdo por T. evansi, podendo estar associada com a
severidade da doenca (MOREIRA & MACHADO, 1985; SINGH e JOSHI, 1991; JAIN,
1993).

As proteinas de fase aguda aumentam em resposta a produgdo de mediadores
quimicos liberados pelos macréfagos e leucocitos durante os processos inflamatérios e
infecciosos (KENT, 1992). Assim, essas proteinas refletem a gravidade da reacao
inflamatéria, podendo auxiliar no diagnéstico, prognéstico, bem como no entendimento
de mecanismos patogénicos de doengas (GODSON et al.,, 1996). Proteinas de fase
aguda podem ser classificadas como positivas ou negativas (KANEKO et al., 1997). No
primeiro grupo, enquadram-se, dentre outras, o fibrinogénio, a glicoproteina acida e a
haptoglobina (TAKIGUCHI et al., 1990; TRUMEL et al., 1996, PASSOS, 2004), as quais
se elevam imediatamente apds a instalacéo do processo inflamatério (GODSON et al.,
1996), decrescendo rapidamente com a regressao da lesao (KENT, 1992). No segundo
grupo destacam-se a albumina e a transferrina, cujas concentracbes séricas tendem a
decrescer na presencga de condi¢des inflamatérias (KANEKO et al., 1997). Nos animais,
as proteinas de fase aguda de maior importancia variam de uma espécie para outra.

Segundo GONZALES et al. (2007) a haptoglobina e soro amiloide A s&o consideradas
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as proteinas de fase aguda de maior importancia em ruminantes, podendo aumentar
em até 100 vezes sua concentracéo dependendo do estimulo. A glicoproteina acida e o
fibrinogénio sédo proteinas de fase aguda moderada, aumentado duas a trés vezes em
resposta a estimulos (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). PINEIRO et al. (2004) relatam
aumento de até 12 vezes de uma proteina de fase aguda em bovinos conhecida como
ITIH4, dependendo do agente bacteriano. A concentracdo de proteina C-reativa de
acordo com ECKERSALL & CONNER (1993) nao sofre alteragdes durante a resposta
de fase aguda, entretanto LEE et al. (2003) detectaram aumento desta proteina em
vacas com processos inflamatorios, estresse e redugéo da condig&do corporal

Fracionamento eletroforético € um dos mais confiaveis métodos de identificacao
e quantificacdo de proteinas dos fluidos corporais (KANEKO, et al., 1997). GODSON et
al., (1996) relatou que a técnica de eletroforese em “gel de acrilamida” contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) é relativamente simples e de baixo custo, possibilitando a
visualizag&o de concentragdes protéicas extremamente baixas e a identificacédo de 20 a
30 proteinas, necessitando micro-quantidades de amostras. Alteracdes em diferentes
fragbes protéicas do soro foram observadas em camelos (BOID et al., 1980), bezerros
(VERMA & GAUTAM, 1979) e em equinos (BREM et al., 1984) infectados com T.
evansi. Em um cao infectado com este hematozoario, SANDOVAL et al. (1994)
encontraram variagdes nos teores séricos das proteinas totais e na albumina e
oscilagbes nos teores séricos da transferrina, haptoglobina e albumina foram obtidos
por PASSOS (2004) em ovinos experimentalmente infectados. Em ratos Wistar
experimentalmente infectados com T. evansi, TEIXEIRA et al. (2008) identificaram
nominalmente 12 proteinas de fase aguda, com variados graus de oscilagdes durante o
periodo de observacdo e PATELLI et al. (2008) trabalhando com caprinos
experimentalmente infectados com a mesma cepa identificou 21 proteinas com pesos
moleculares que variaram entre 16 e 165 kD. Destas, 6 foram identificadas
nominalmente, sendo a transferrina, a albumina, a antitripsina, a haptoglobina, a
glicoproteina acida e a IgG de cadeia leve.

As proteinas de fase aguda tém atividades que contribuem para a defesa do

hospedeiro, podendo paralisar diretamente o agente inflamatorio, ajudando a minimizar



10

o dano local, bem como participar da reparagdo e regeneragdo tecidual. Sua
concentragcdo no plasma é aumentada rapidamente e muitos constituintes da ativacao
da cascata do complemento o qual resulta em acumulo local de neutréfilos, macréfagos
e proteinas plasmaticas. Estas participam da exterminagdo do agente infeccioso,
expulsdo do agente e fragmentos celulares e reparagédo do tecido afetado (STELL &
WHITEHEAD, 1994).

Na clinica, os métodos de deteccao de proteinas de fase aguda tém auxiliado o
diagnéstico de processos inflamatérios. Em humanos, a dosagem de proteina C-reativa
e soro amiloide A, tém sido empregada como método auxiliar de diagnostico nos casos
de danos teciduais e inflamagbes e ainda, para determinar o progndéstico e a resposta
ao tratamento. Estudos para identificacdo destas proteinas tém sido conduzidos em
animais domeésticos, entretanto, as variagdes entre individuos e espécies séo notaveis
(GRUYS et al.,, 1994; ECKERSALL, 1995; HORADAGODA et al.,, 1999). Estudos
comparativos sugerem que as proteinas de fase aguda sdo mais sensiveis para
deteccao de inflamag&o do que a analise hematoldégica (HORADAGODA et al., 1999).
SKINNER & ROBERTS (1994), em estudo com ovinos, demonstraram que a
haptoglobina foi melhor indicador de infec¢gdo bacteriana do que os exames
hematolégicos. SOLTER et al. (1991) demonstraram que a ceruloplasmina e a
haptoglobina foram mais sensiveis para detec¢do de doencas inflamat6rias em caes.
Mudancas em diferentes fracbes protéicas do soro foram encontradas em camelos
(BOID et al., 1980), bezerros (VERMA & GAUTAN, 1979) e equinos (RAZA et al., 1981;
BREM et al., 1984) infectados com T. evansi, cujo fator comum foi o aumento de
fracbes de gama-globulina e diminuicdo dos niveis de albumina. MONZON &
VILLAVICENCIO (1990) trabalhando com hamster infectados com T. evansi e
comparando os resultados encontrados com eqlinos naturalmente e
experimentalmente infectados, relataram em ambas as espécies decréscimo
significativo das fragbes de albumina e aumento de gama-globulinas. SANDOVAL et al.
(1994) relataram em caes infectados com T. evansi diminuicdo das proteinas totais e
albumina. HEBERT & LUMSDEN (1976) relataram aumento dos niveis de proteinas C-
reativas e haptoglobina em camundongos e SHAPIRO & BLACK (1992) em ratos,



11

afirmam que o T. brucei é um parasita invasor de tecidos e provoca extensivos danos
nesta espécie.

Em bovinos infectados pelo T. evansi, SINGLA et al., (1996) encontraram
hipertrofia de linfonodos e de testiculos. Lesbes no sistema nervosos central foram
observadas por SINGH & MISRA (1988), que consistiam principalmente de infiltrados
perivasculares em meninges, cérebro e medula espinhal. Segundo SINGH & MISRA
(1988) ocorre significativo aumento do numero de linfécitos quando ha invasdo do
liqguido cefalorraquidiano pelo T. evansi, acarretando aumento da reacéo inflamatéria
nas meninges e na medula espinhal.

Em bufalos DAMAYANTI et al. (1994) encontraram petéquias no coragdo e
presenca de hidropericardio, congestdo hepatica, baco com superficies irregulares e
necrose multifocal, degeneracao tubular renal, e nefrite intersticial ndo supurativa,
miosite intersticial, hiperplasia de medula éssea com aumento de células eritrocitarias e
megacariocitos, cérebro com nédulos gliais e manguitos perivasculares com infiltrados
linfociticos, hemossiderose pulmonar, pneumonia intersticial caracterizada por
infiltracdo mononuclear, congestdo capilar e edema intersticial. PORCHINI (2000) em
bovinos experimentalmente infectados com T. evansi, evidenciou linfonodos com
intensa hiperplasia folicular, presenca de figuras de mitose e diversas areas
hemorragicas, figado com congestdo, esteatose e areas com extenso processo
inflamatério peri-portal e proliferacao fibroblastica, presenca de infiltrado de neutréfilos e
eosinofilos nas mucosas do intestino delgado e de microabcessos em placas de Peyer.
Ainda, no tronco encefalico visualizou discreto processo inflamatério perivascular e
lesbes com aspectos de nddulos gliais, € no coértex cerebral foram identificados
manguitos perivasculares e glioses.

O diagnostico do T. evansi depende da presenga do parasita no sangue
periférico, da sintomatologia clinica, da situagao epidemioldgica local e da presenca de
um hospedeiro (LOSOS, 1986). E sabido que a demonstracdo do parasito no sangue é
a melhor forma de diagnosticar a tripanossomiase, mas a confiabilidade de técnicas
parasitolégicas frequentemente € questionada devido a insuficiéncia e flutuagdes
ciclicas da parasitemia. (KASHIWAZAKI et al., 1998). A deteccao direta do T. evansi é
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usualmente realizada por meio de exame microscopico de amostras de sangue recém
colhidas entre lamina e laminula, esfregago sanglineo ou ainda utilizando centrifugacéo
onde os parasitas sdo concentrados para posterior visualizag&o. Tais técnicas incluem
pesquisa de parasita na papa leucocitaria, técnica de microhematécrito (MHCT) e
método de concentracdo de Strout (WOO, 1970). A prova biolégica, também, é o
método parasitologico indireto muito eficaz, que pode ser utilizado na detecg¢do do T.
evansi (MONZON & VILLAVICENCIO, 1990; POCHINI, 2000). Outros métodos que
propiciém evidéncia indireta da infec¢do por T. evansi, como as técnicas de deteccao
de anticorpos e de antigeno tém sido desenvolvidos e tem apresentado grande
importancia no diagnéstico das tripanossomiase (AQUINO, 2007). Varias técnicas para
deteccao de anticorpos tém sido estudadas para diagnédstico de T evansi nos diferentes
hospedeiros, como a hemaglutinagdo (JAKTAR & SINGH, 1971; VERMA & GAUTMAN,
1978), aglutinacao direta (MONZON et al., 1994), fixagdo de complemento (BAJYANA
et al., 1987). No entanto, a reagédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ELISA-teste
(Ac- ELISA) teem se mostrado mais sensiveis e de maior valor diagndstico quando
comparadas a todas as anteriores. A RIFI apresentou sensibilidade variando de 92,3%
a 100% quando empregada em equinos (BAKOS & BUSTAMANTE, 1982; MONZON,
1987; MARQUES et al., 2001), enquanto no ELISA-teste a sensibilidade variou de 95%
a 100% (PAYNE et al., 1991). Em cées experimentalmente infectados, ambos os testes
apresentaram 100% de sensibilidade (AQUINO et al.,, 2002). Entretanto, com a
introdugédo de técnicas moleculares de diagnostico, varios ensaios baseados na
deteccao do DNA pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido desenvolvidos
e a técnica tém se mostrado mais sensivel que os métodos parasitologicos
convencionais no diagnostico de varias espécies de tripanossomos em diferentes
hospedeiros (WUYTS et al., 1995; MASAKE et al., 1997).

A surra em bovinos tém sido descrita como infec¢gdo subclinica, com
sintomatologia inespecifica e de dificil diagnostico. No Brasil, sdo praticamente
desconhecidos dados sobre a incidéncia e prevaléncia do T. evansi, causando doenga
em animais domésticos e selvagens. Particularmente em bovinos, pouco se sabe a

respeito da patogenicidade das cepas de T. evansi isoladas. Grande numero de
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bovinos s&o criados em regides sabidamente endémicas, entretanto, apenas FRANKE
et al. (1994) relatam infecgbes assintomaticas em bovinos no Pantanal Mato-grossense.

A cepa de T. evansi isolada no Brasil (MOREIRA & MACHADO, 1985) mostrou-
se ser altamente patogénica para equideos (MARQUES, 1996; CADIOLI, 2001;
LEMOS, 2003), cdes (AQUINO, 1997) e ratos (TEIXEIRA, 2006), e moderadamente
patogénica para quatis (HERRERA, 1998), bovinos (POCHINI, 2000), ovinos (PASSOS,
2004) e caprinos (PATELLI, 2006). Nos bovinos infectados com T. evansi estudados
por POCHINI (2000) ficou evidente que os animais albergaram o tripomastigota por pelo
menos seis meses, época em que as observagdes foram interrompidas. Pelo menos
dois bovinos inoculados apresentaram nos exames histopatol6gicos, meningoencefalite
e meningomielite ndo supurativa, embora ndo tenha sido possivel verificar
sintomatologia nervosa sob o ponto de vista clinico, provavelmente devido a interrupgéo
das observagbes numa fase ainda precoce da evolugéo da enfermidade. Sabe-se que
T. evansi penetra prematuramente no liquido cefalorraquidiano, mas nao causa
sintomatologia nervosa imediata (ROSENBUCH, 1925; KRANEVELD & DJAENOEDIN,
1949). O Brasil possui um rebanho bovino com cerca de 176 milhdes de cabecas e

grande biodiversidade, incluindo reservatérios e vetores das tripanossomiases.
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2. OBJETIVOS

2.1 Reavaliar em bovinos a viruléncia de uma cepa criopreservada de T. evansi que foi
isolada de um céao por MOREIRA & MACHADO (1985).

2.2 Verificar o tempo de evolugdo e as alteragcbes clinicas de bovinos infectados

experimentalmente com T. evansi.

2.3 Estudar as alteragdes celulares e parasitolodgicas do liquido cefalorraquidiano.

2.4 Estudar alteragcbes hematologicas, bioquimicas e parasitologicas durante a

evolugéo da doenga.

2.5 Avaliar a resposta imunitaria humoral, pela Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA-teste), correlacionando os resultados com os

sintomas clinicos, os achados laboratoriais e os anatomopatologicos.

2.6 Observar as lesbes macroscopicas encontradas por ocasido das necropsias € as
alteragdes histopatoldgicas de diversos érgaos e tecidos (linfonodos, figado, bago, rins,
pulmdes, coragdo, cérebro, cerebelo, medula espinhal, tirebides e musculos

esqueléticos).



15

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Grupos experimentais

Foram utilizados oito bovinos, fémeas (n=7) e macho (n=1) com idade
aproximada de 08 meses, com variados graus de mesticagens, clinicamente sadios e
sorologicamente negativos (RIFI) para a pesquisa de anticorpos anti-T. evansi. Os
animais foram mantidos em baias devidamente teladas, junto ao Laboratério de
Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria — Campus de Jaboticabal -
UNESP. Estes foram alimentados “ad libitum” com agua, sal mineralizado, silagem de
milho (Zea mays), feno de “Tifton” e ainda, suplementados com ragcdo composta por
milho (70%) e soja (30%), na propor¢ao de 2 kg/animal/dia.

Antes do inicio do experimento, os animais foram vermifugados e submetidos a
exames fisicos e laboratoriais, cujos resultados foram confrontados com os da fase
experimental. Destes oito animais, trés foram mantidos como testemunhos (02, 04, 05)
e os cinco restantes (01, 03, 06, 07, 08) foram inoculados com T. evansi.

Trabalho aprovado pela Comissdo de ética e bem estar animal (CEBEA),
protocolo n°® 006882-06.

3.2 Preparo do in6culo

A cepa de T. evansi isolada de um céo naturalmente infectado junto ao Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel da FCAV/UNESP (MOREIRA & MACHADO, 1985)
encontra-se criopreservada em nitrogénio a -196° C. Ap6s descongelamento em banho
Maria a 37° C, a cepa foi inoculada em ratos Wistar, visando a replicagdo do agente, e
obtengdo de sangue parasitado, que serviu de inoculo para os bovinos. O sangue dos
roedores parasitados, foram colhidos por pungdo cardiaca em recipientes contendo

20uL de heparina sodica/mL de sangue. Apés a colheita, 1 yL de sangue foi diluido em
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80 pL de &acido acético, e a contagem dos parasitas foi realizada em camara de
Neubauer. O sangue contendo os tripomastigotas de T. evansi foi diluido em igual
quantidade de Alsever, e 10 mL de sangue/conservante foi inoculado nos bovinos. O
sangue dos ratos infectados foi utilizado na preparacao do substrato antigénico para a

reacao de inunofluorescéncia indireta (RIFI).

3.3 Infecgao experimental

O inoculo foi padronizado, de maneira a se obter cerca de 2,2 x 10’
tripomastigotas de T. evansi por mL de sangue.

Cinco bovinos do grupo G1 (01, 03, 06, 07 e 08) foram inoculados, via
endovenosa, com 10 mL de sangue de rato parasitado de modo que cada animal

recebeu cerca de 2,2 x 10’ tripomastigotas.

3.4 Exames fisicos

Os animais foram submetidos a exames fisicos (temperatura retal, movimentos
ruminais, frequéncia cardiaca e respiratéria, aspecto das membranas mucosas nasais,
conjuntivais, oral, vaginal e/ou prepucial e dos linfonodos mandibulares, maxilares,
parotideos, cervicais superficiais, subiliacos, mamarios e outras observagdes clinicas
quando necessarias) duas vezes ao dia, pela manha e a tarde, durante 60 dias
consecutivos e semanalmente até 165° DAI, apds este periodo os exames foram
realizados uma vez ao dia até 207° DAI, de quatorze em quatorze dias até 375° DAl e
de 30 em 30 dias até 525° DAI.
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3.5 Exames hematimétricos e bioquimicos

Foram realizados antes das inoculgbes, diariamente, até o 15° DAI, e
posteriormente a intervalos semanais até 204° DAI, de 14 em 14 dias até 372° DAl e de
30 em 30 dias até 522° DAI, os hemogramas, os indices ictéricos, os niveis séricos de
glicose e os proteinogramas. Para os hemogramas e determinacbes das parasitemias
foram obtidos 5 mL de sangue venoso de cada animal, através da pung¢do da veia
jugular externa, com agulhas hipodérmicas 40 x 12 mm, segundo a técnica
recomendada por et al. (1993). As amostras foram acondicionadas em tubos
esterilizados, contendo acido etilenodiaminotetrascético di-sédico (EDTA), na proporgéo
de 1 mg/mL de sangue, conforme indicacdes de ROSENFELD (1955). Para as
dosagens de glicose sangilinea, 2 mL de sangue, colhidos como descrito
anteriormente, foram acondicionados, também, em tubos esterilizados contendo
fluoreto de sodio na proporcédo de 3,5 mg/mL de sangue conforme indicacdo de
FERREIRA NETO et al. (1981).

Para realizagcdo das demais provas bioquimicas e determinacdo da resposta
imunitaria humoral (RIFI e ELISA-teste), cerca de 20 mL de sangue venoso de cada
animal, foram colhidos em tubos esterilizados, para obtengdo do soro. O mesmo foi
fracionado e parte envasado em aliquotas de 1mL e armazenado a -20°C. Estas
aliquotas foram empregadas no fracionamento de proteinas e no estudo da resposta
imunitaria humoral.

As contagens de hemacias e de leucécitos e a determinagcdo dos teores de
hemoglobina foram realizadas em contador automatico (CC-510-Celm, Barueri, SP) de
células acoplado a um hemoglobinémetro (HB-520-Celm, Barueri, SP).

As contagens diferenciais de leucécitos e as determinagbes das parasitemias
foram realizadas em esfregagos sangiiineos corados pela técnica de May-Gruenwald e
Giemsa. A contagem do numero de parasitas foi realizada de acordo com a técnica
preconizada por MARQUES (1996).

O volume globular foi determinado pelo método do microhematocrito e as provas

bioquimicas (indice ictérico e concentragdo plasmatica de glicose, proteina total,



18

albumina e globulinas) de acordo com as técnicas do bicromato de potassio, Folin-wu,
Lowry e Verde de bromocresol, respectivamente (FERREIRA NETO et al.,1981;
MATOS & MATOS, 1988).

Os indices hematimétricos volume globular médio (VGM) e a concentragdo de
globular média (CHGM), foram calculados a partir dos resultados obtidos nas contagens
de hemacias, nas dosagens de hemoglobina e nas determinacdes dos volumes
globulares, de acordo com as formulas preconizadas por WINTROBE (1932).

Para a determinacéo da proteina total (biureto), albumina (verde de bromocresol)
- métodos colorimétricos; a glicemia foi determinada por método cinético, utilizando kits
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG) e leitura em espectrofotometro (Labtquest-
Labtest, Lagoa Santa, MG) em comprimento de onda especifico para cada constituinte.

O fracionamento das proteinas séricas foi realizado em gel de “acrilamida”
contendo dodecil sulfato de sbédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por
LAEMMLI (1970). Apos o fracionamento o gel foi corado durante duas horas em
solugdo de comassie blue, em seguida foi feito a descoloragdo em solugéo
descolorante a base de metanol (250 mL de metanol, 100 mL de acido acético e 650
mL de agua) até a total transparéncia do gel. Apds a leitura (escaneamento) os géis
foram conservados colocando-os em de acido acético a 7%. As concentragcbes dessas
fragcbes foram determinadas em densitdbmetro computadorizado (Shimadzu CS-9301,
Toquio, Japao) e como referéncia foi utilizada solugdo marcadora com pesos
moleculares 205, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20 quilodaltons (KD), além de
proteinas purificadas — haptoglobina, a1-antitripsina, transferrina e ceruloplasmina
(Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA).

3.6 Parasitemia e prova biolégica

A pesquisa de tripomastigotas no sangue periférico dos animais foi relizada

diariamente até 15° DAI, em seguida semanalmente até 204° DAI e posteriormente de
14 em 14 dias até 372° DAl e de 30 em 30 dias até 522° DAI. Para a pesquisa direta,
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empregou-se 0 exame da gota espessa e técnica de WOO (1970), método de
Concentragao de Strout e a contagem de parasitas em esfregagos sanglineos corados
pela técnica de May-Grunwald e Giemsa. A pesquisa indireta foi realizada através da
prova bioldgica, inoculando-se, via intraperitoneal, em dois ratos, para cada amostra de
sangue dos bovinos, 0,5 mL sangue diluido em igual volume de Alsever, no 15°, 30°,
45°, 60°, 75°, 90°, 120°, 150°, 180°, 210°, 240°, 270°, 300°, 330°, 360°, 390°, 420°,
450°, 480°, 510° e 520° DAI. Apos a inoculagdo uma gota de sangue da ponta da cauda
de cada roedor foi colhida de trés em trés dias totalizando 10 colheitas, ou seja, durante

30 dias. A pesquisa do T. evansi foi realizada através da gota espessa.

3.7 Exames do liquido cefalorraquidiano

Cerca de 3 mL de liquido cefaloraquidiano de cada bovino, foram colhidos
imediatamente antes das inoculagdes, no 15° DAI e posteriormente de 30 em 30 dias
até o final do periodo de observagdo. A técnica de colheita empregada foi a
preconizada por ROSEMBERGER et al., (1993).

Realizou-se nestas amostras, exames fisico, citoldgico, bioquimico (proteina
total) de acordo com as técnicas descritas por FERREIRA NETTO et al. (1981). A

pesquisa de T. evansi foi realizada pelas mesmas técnicas descritas no item 3.6.

3.8 Exames sorologicos

Amostras de sangue para obtencdo de soros sanglineos foram obtidos
diariamente até o 15° DAI e posteriormente a intervalos semanais, de 14 em 14 dias e
de 30 em 30 dias até o final do periodo de observacgéo. Estas aliquotas de soros foram
acondicionadas em “ependorf” e congeladas a —20°C. A pesquisa de anticorpos da

classe IgG anti-T. evansi foi relizada pela RIFI e ELISA — teste.
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3.8.1 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

3.8.1.1 Preparo do substrato antigénico

Tripomastigotas foram separados do sangue dos roedores experimentalmente
infectados com T. evansi, por cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE
celulose, segundo técnica preconizada por LANGHAN & GODFREY (1970). Os
tripomastigotas separados foram lavados trés vezes em solucdo salina tamponada com
fosfato 0,1 M (PBS) de pH 7,4, e posteriormente, distribuidos em I|aminas de
microscopia, dentro de cavidades previamente delimitadas. As laminas contendo o
substrato antigénico foram secadas a temperatura ambiente, embrulhadas em papel
higiénico extrafino, acondicionadas em recipiente hermeticamente fechado, e

congeladas a -20°C até serem utilizadas.

3.8.1.2 Conjugado

O conjugado empregado foi a gamaglobulina de coelho anti-lgG de bovino,
acoplado ao isotiocianato de fluoresceina [IgG de coelho anti-IgG de bovino-molécula
total (Sigma FITC — Catalogo - F7887- 2 mL)

3.8.1.3 Reacao

Utilizou-se a técnica descrita por AQUINO et al. (1999) resumida a seguir: as
laminas preparadas para as provas de Imunofluorescéncia Indireta, conforme descrito
no item 2.8.1.1, foram descongeladas a temperatura ambiente e em cada cavidade
foram pipetadas diluicdes sucessivas de cada soro (1/40, 1/80 até 1/1280) a partir da

mais diluida para a mais concentrada. As laminas foram incubadas em cadmara umida a
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37°C por 35 minutos, a seguir, submetidas a trés lavagens por imersao de cinco
minutos cada em solugédo salina tamponada (PBS) de pH 7,2. Apds secagem, as
cavidades das laminas foram recobertas com anticorpo de coelho anti-lgG bovino
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina diluido 1:32 em solucado de PBS, contendo
Azul de Evans 1 mg%. Apo6s adicdo do conjugado, as laminas foram novamente
incubadas a 37° C por 35 minutos e submetidas a tres lavagens por imersao de cinco
minutos cada em PBS e a uma terceira lavagem de 30 segundos em agua tridestilada.
Apds secagem, as laminas foram recobertas com glicerina tamponada na propor¢ao 9:1
de glicerina/tampéo carbonato-bicarbomato 0,5 M pH 9,6, seguida da aplicagcdo da
laminula e posteriormente observadas em microscépio equipado para fluorescéncia
(Olympus BX-FLA).

3.8.2 Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA-teste)

3.8.2.1 Preparo do substrato antigénico

Os tripomastigotas foram isolados conforme descrito no item 3.8.1.1. Apos trés
lavagens com solugdo salina tamponada com fosfato 0,1 M (PBS) de pH 7,4, os
parasitas foram submetidos a cinco ciclos de congelamento a -70°C, seguidos de
descongelamento a temperatura ambiente. A suspensdo de parasitas lisada foi
centrifugada a 10.000g durante 20 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C, e aliquotas
de 200 pL do sobrenadante foram congeladas a - 20°C até o uso. O conteudo protéico
do antigeno soluvel foi determinado pelo método do acido bicincéninico utilizando “kit”
de reagentes BCA (BCA Reagents Kit- Pierce Chemical Company). As determinacdes
foram realizadas em duplicatas com base na leitura de valores padrdo e a
concentragdes de proteinas (ug/mL) calculada a partir de regressao linear de valores

padrdes.
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3.8.2.2 Dose de reatividade 6tima de antigeno, soro e conjugado

As diluicbes 6timas do antigeno e dos soros controle positivo e negativo foram
determinadas por titulacdo em bloco, utilizando-se o antigeno nas concentracdes de 5,
10, 15 e 20 pg/mL em tampéao carbonato- bicarbonato (0,05 M pH 9,6) e, os soros de
referéncia positivo e negativo nas diluicées 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 e 1/3200
em tampao PBS 0,01M pH7,4, contendo 0,05 de Tween 20 (PBS-Tween), acrescido de
5% de soro normal de coelho. O conjugado usado, constituiu de IgG de coelho anti IgG
de bovino acoplado a fosfatase alcalina (Sigma - A0793- 1 mL), sendo diluido em PBS-
Tween 20 acrescido de 5% de soro normal de coelho. Soros de referéncia positivo
foram obtidos de animais experimentalmente infectados, colhidos aleatoriamente em
varias datas e os soros de referéncia negativos foram obtido dos bovinos antes das

inoculagoes.

3.8.2.3 Descricao da reagao

A cada cavidade das microplacas de fundo plano (Nunclon Surface-polishop -
Catalogo N° 167008), foram adicionados 100 pyL do antigeno soluvel diluido, em sua
concentracao 6tima de reatividade em tampé&o carbonato-bicarbonato de s6dio 0,05 M
pH 9,6, ajustando-se sua concentragdo protéica para 5 pg/mL. As placas foram
incubadas durante 12-14 horas a temperatura de geladeira em camera umida e apés
lavadas por trés vezes consecutivas em PBS-Tween 20. As placas foram bloqueadas
em tampdo de carbonato-bicarbonato de sodio adicionado de 5% de leite em pé
desnatado e colocadas em camera umida a 37°C por 90 minutos e, a seguir, lavadas
conforme descrito anteriormente. Os soros testes e os referéncias positivo e negativo
foram ensaiados em duplicatas e diluidos em PBS-Tween 20, adicionados de 5% de
soro normal de coelho, seguindo-se nova incubacao e lavagem, como na etapa
anterior. A cada cavidade adicionou-se 100 pL de conjugado diluido (1:30.000) em

PBS-Tween 20 acrescido de 5% de soro normal de coelho, seguindo-se nova
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incubacao e lavagem, apés esta etapa, a cada depresséo foi adicionado 100 yL do
substrato de enzima fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1 mg/mL em
tampé&o dietanolamina pH 9,8), incubando-se a reacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente. Decorrido este prazo a reacao foi bloqueada pela adigdo de 25 yL de NaOH
3,0 M.

A leitura da reacédo foi realizada em um leitor de microplacas de ELISA
(Microplate Reader MRX, Dynex), em comprimento de onda de 405 nm, adotando-se
como “branco” da reacao a cavidade da microplaca que continha todos os elementos da

reagao com excecgdo do soro bovino.

3.8.2.4 Tratamento dos dados

Os valores da densidade 6tica (D.O) média dos soros foram agrupados em nivel
de ELISA (NE), os quais variaram de 0 (zero) a 9. O limite maximo do nivel zero foi
determinado pela média dos valores de densidade Optica de soros de animais néo
imunes ao T. evansi, acrescido de dois desvios padrdao. A partir desse limite os
intervalos entre os outros niveis de ELISA, foram definidos por acréscimo de 35%
conforme preconizado por MACHADO et al. (1997).

O ponto de corte do teste de ELISA empregado correspondeu a 2,5 o valor

médio das densidades 6ticas dos soros de animais ndo imunes.

3.9 Exames anatomopatologicos

Ao final do periodo de observacgéo (525° DAI) a eutanasia foi realizada utilizando-
se 0,1mg/kg de xilazina por via intramuscular e 10 mL de lidocaina a 2% por via
subaracnéide. Os animais foram necropsiados e minuciosamente examinados,
seguindo-se as técnicas usuais, com separacao de oOrgdos em conjunto. Estudos

histopatologicos foram realizados em fragmentos de tiredide, linfonodos, pulmdes,
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figado, coragdo, bacgo, rins, intestino, musculo esquelético, medula espinhal, cérebro e
cerebelo, conservados em formalina tamponada a 10%. A técnica histopatoldgica
utilizada foi a preconizada por MICHALANY (1980).

3.10 Analise estatistica dos dados

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com parcelas subdivididas

dentro de cada dia de observacgao, utilizando-se o teste t de Student para comparacdes

multiplas das médias ao nivel de 1 e 5% de probabilidade.
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1. RESULTADOS

4.1 Infecgado experimental

A cepa de T. evansi criopreservada demonstrou apos descongelamento e
avaliagdo pelo método da gota espessa, motilidade vigorosa dos tripomastigotas. Os
cinco ratos Wistar inoculados, via intraperitoneal, com a cepa criopreservada de T.
evansi apresentaram parasitemias a partir do 3° DAI.

A observagdo dos bovinos durante 60 minutos apds as inoculagbes, nada

revelou que pudesse ser decorrente do procedimento realizado.

4.2 Parasitemia e prova biolégica

Durante todo periodo experimental, nos esfregacos corados pelo método May-
Gruenwald, gota espessa e técnica de WOO (1970), ndo foi possivel identificar T.
evansi. Entretanto, o parasita foi reisolado através da prova biolégica nos bovinos 01,
06 e 08 no 15° DAI, bovinos 06 e 07 no 30° DAI, bovinos 01 e 06 no 45° DAI, bovino 06
no 60° DAI, bovino 01 no 75° DAl Nao se verificou parasitemia no bovino 03

(inoculado com T. evansi) e 02, 04 e 05 (testemunhos) até o 520° DAL

4.3 Achados clinicos

Nos exames clinicos realizados nos bovinos antes das inoculagbes nenhuma

anormalidade clinica foi notada com relagédo a temperatura retal, batimentos cardiacos,

frequéncia respiratéria, movimentos ruminais, aspectos de membranas mucosas
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(nasais, conjuntivais, oral, vaginal e/ou prepucial) e dos linfonodos externos
(mandibulares, maxilares, parotideos, cervicais superficiais, subliacos e mamarios).

Os bovinos 01 e 08 (G1) apresentaram aumentos de volume dos linfonodos
subliaco direito e cervicais, respectivamente, durante quase todo periodo experimental.
Apenas o bovino 08 apresentou edema de palpebras do 134° ao 136° DAL

Na Tabela 1 e Figuras 1, 2, 3 e 4 encontram-se as média e niveis de significancia
relativos a temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e movimentos
rumenais, respectivamente. Certifica-se que o grupo inoculado (G1) apresentou em
meédia temperatura mais elevada no 29°, 30°, 33°, 35°, 36°, 42°, 44°, 54°, 67°, 74°, 81°,
109° e 200° DAI.

Com relacédo a frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdéria e movimentos
ruminais notaram-se apenas pequenas oscilagbes pontuais ao longo do periodo de
observagao, entretanto, sempre dentro dos limites de normalidade considerados para a

espécie bovina.
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Tabela 1. Médias e significancias do teste t da temperatura retal (C°), frequéncia
cardiaca (batimentos/minuto), frequéncia respiratoria (movimentos/minuto)
e movimentos ruminais (movimentos/5 minutos), em bovinos inoculados
com T. evansi (G1) e no grupo testemunho (G2).

Temperatura Frequéncia cardiaca  Frequéncia respiratéria  Movimentos ruminais
DAI Médias Médias Médias Médias
Teste Teste
G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 t G1 G2 t
0 M 39,00 38,80 0,56™ 76,80 78,00 0,77" 27,40 2570 0,64"™ 6,00 6,00 1,00™
T 39,90 39,80 0,88™ 90,80 90,70 0,98™ 38,00 37,00 0,84™ 6,20 5,30 0,05*
1 M 38,80 38,70 0,66™ 5560 62,70 0,41™ 26,00 25,00 0,81"™ 4,80 500 0,81™
T 39,90 39,70 0,57™ 97,60 78,30 0,14™ 38,70 37,20 0,77"™ 6,40 7,00 0,30
2 M 38,80 38,40 0,16™ 8560 7530 0,40™ 27,20 24,30 0,44™ 6,60 7,00 058"
T 39,40 39,20 0,18™ 9440 93,30 0,93™ 36,00 28,20 0,16™ 6,20 700 0,16"
3 M 38,50 38,20 0,56™ 81,20 81,30 0,99™ 2400 2270 0,62™ 6,60 7,00 0,27™
T 39,40 39,40 0,93™ 8520 90,70 0,56™ 37,30 32,00 0,22™ 7,00 7,00 1,00™
4 M 38,50 38,20 0,33™ 86,40 86,00 096™ 32,80 31,30 0,41™ 7,40 8,00 0,30™
T 39,30 39,10 0,75™ 79,20 80,70 0,65™ 28,00 28,00 1,00 7,00 7,00 1,00™
5 M 38,00 38,30 0,49™ 7440 74,70 0,96™ 24,00 2530 0,84™ 7,00 7,00 1,00™
T 39,10 40,00 0,25™ 81,20 82,00 0,85™ 34,70 28,00 0,24™ 7,00 6,70 0,22™
6 M 38,20 38,60 0,50™ 76,80 78,00 0,77" 24,00 26,70 0,48™ 6,80 7,00 0,77™
T 39,70 40,00 0,68™ 83,20 81,30 0,63™ 34,00 27,20 0,32™ 6,60 6,70 0,88™
7 M 38,20 39,50 0,04™ 7440 84,70 0,26™ 20,40 30,00 0,13"™ 6,20 700 027"
T 39,10 40,00 0,09™ 7320 72,00 091™ 2400 2440 0,95™ 6,80 7,00 048"
8 M 37,90 38,30 0,18™ 72,80 54,70 0,04™ 23,20 20,00 0,46™ 7,00 6,70 0,62™
T 39,50 39,30 0,59™ 76,80 78,00 0,88"™ 24,00 23,20 081" 6,60 6,70 0,88™
9 M 38,50 38,40 0,38™ 69,20 68,00 0,88"™ 2240 24,00 0,58™ 7,40 7,00 048"
T 39,60 38,90 0,08™ 7760 73,30 0,58™ 30,70 24,80 0,08™ 7,40 8,00 0,12™
10 M 38,50 38,20 0,50™ 71,20 69,30 0,80™ 26,40 22,70 0,31™ 6,60 700 027"
T 39,70 39,30 0,19™ 73,60 80,00 0,29™ 32,00 26,40 0,13"™ 7,40 8,00 041™
11 M 38,40 38,10 0,37™ 77,20 76,00 0,86™ 2440 24,00 0,96"™ 6,80 6,70 0,72™
T 39,40 39,30 0,60™ 80,80 80,70 0,98™ 3930 24,00 0,01** 6,40 6,70 0,54™
12 M 38,20 38,10 0,80™ 8240 79,30 0,53"™ 20,00 28,00 0,08"™ 580 6,00 0,77™
T 39,60 39,20 0,15™ 90,80 8530 0,21™ 34,70 2960 0,49™ 6,00 6,70 042"
13 M 38,30 37,90 0,10™ 89,60 79,30 0,12"™ 2320 2530 0,62™ 6,60 6,30 0,54™
T 39,70 39,00 0,08™ 90,80 90,70 0,98"™ 26,70 24,40 0,76™ 6,20 6,30 0,85™
14 M 38,20 37,60 0,04™ 88,00 81,30 0,38™ 20,80 21,30 0,89™ 6,00 6,00 1,00™
T 39,20 39,00 0,50™ 92,80 89,30 0,49™ 92,80 89,30 0,49™ 5,60 6,70 0,25™
15 M 38,20 37,90 0,21™ 9160 84,00 027" 2320 22,70 0,85™ 5,80 6,70 0,33™
T 39,40 39,20 0,68™ 89,60 84,00 0,42"™ 2533 32,00 0,24™ 580 6,30 0,54™
16 M 38,50 38,20 0,23™ 88,00 73,30 0,08 20,80 24,00 0,34™ 5,80 6,70 0,33™
T 39,50 39,00 0,10™ 90,40 92,00 0,79™ 33,33 28,80 0,16™ 6,00 6,30 0,62™
17 M 38,50 38,30 0,28™ 90,00 76,70 0,0™ 27,20 29,30 0,80™ 6,00 6,30 0,62™
T 39,20 39,00 0,49™ 90,40 89,30 0,76™ 3867 3440 0,65™ 6,20 6,00 0,77™
18 M 38,40 38,10 0,36™ 78,00 68,70 0,31™ 24,00 19,00 0,49™ 520 6,00 0,34™
T 39,40 39,00 0,28™ 91,20 84,00 0,36™ 36,67 33,60 0,79™ 6,00 6,70 0,34™
19 M 38,30 38,00 0,22™ 9520 84,00 0,21™ 2480 24,70 0,98™ 6,20 570 047™
T 39,10 38,80 0,27™ 92,80 90,70 0,77" 40,00 36,80 0,68"™ 5,80 6,70 0,26™
20 M 38,80 38,80 0,95™ 90,40 84,00 0,36™ 2160 26,70 0,18™ 5,60 530 0,72™
T 39,60 39,60 0,89™ 9880 94,70 0,64™ 4267 32,80 0,28™ 5,80 6,30 0,47™
21 M 38,70 38,70 0,88™ 88,00 78,70 0,25"™ 27,20 30,70 0,69™ 6,00 570 0,22™
T 39,50 39,40 0,76™ 9360 93,30 0,94"™ 3867 36,40 0,78™ 6,00 6,30 0,22™
29 M 38,60 38,30 0,61™ 8560 82,70 066" 2800 21,30 0,34™ 5,80 6,30 0,37™
T 39,40 39,30 0,90™ 86,40 94,70 0,03* 29,33 37,60 0,46™ 6,20 570 0,37™
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18,70
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5,40
6,00
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6,00
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5,60
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5,00
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5,00
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235 M 38,10 38,20 0,66™ 77,60 84,00 0,19™ 2320 20,00 0,02* 5,40 6,00 0,12
249 M 38,20 38,10 0,42™ 82,40 80,00 0,57™ 24,00 22,70 0,72"™ 5,60 570 091™
263 M 38,30 38,20 0,30™ 83,20 82,70 0,82™ 23,60 22,70 0,73"™ 6,00 570 0,52™
277 M 38,10 38,00 0,47™ 83,20 81,30 0,63"™ 24,80 20,70 0,13" 6,00 530 0,22
291 M 38,20 38,00 0,19™ 84,80 86,70 0,68™ 21,60 20,00 0,58™ 6,00 530 0,03*
305 M 38,30 38,10 0,39™ 84,80 82,70 0,67"™ 23,20 20,00 027" 6,00 530 0,22
319 M 38,20 38,30 0,68™ 84,00 82,70 0,72"™ 21,60 18,70 0,12"™ 6,20 6,00 0,70
333 M 38,40 38,20 0,48™ 84,80 84,00 0,85™ 19,20 20,00 0,70™ 6,20 6,00 0,70™
347 M 38,30 38,10 0,26™ 84,40 80,00 0,33™ 21,80 22,70 0,78™ 6,20 570 037"
361 M 38,20 38,20 0,56™ 8520 82,70 0,43"™ 21,60 22,70 0,54™ 5,60 570 0,88
375 M 38,26 38,23 0,93™ 81,60 81,33 0,97™ 21,60 20,00 0,63"™ 5,80 533 0,24"™
405 M 38,18 38,10 0,56™ 87,20 88,00 0,94™ 24,80 2533 091" 6,00 533 0,34"™
435 M 37,96 38,07 0,55™ 8520 80,00 041™ 27,20 26,67 0,94™ 5,60 533 0,54™
465 M 38,36 38,00 0,06™ 8560 82,00 0,21™ 24,40 24,00 0,93™ 5,40 500 048"
495 M 38,32 38,10 0,16™ 83,60 82,67 0,78™ 24,80 22,67 037" 6,20 6,33 0,72
525 M 38,10 38,20 0,85™ 84,80 84,00 0,86™ 26,40 24,00 066" 6,20 567 0,19™
DAI — dias apo6s a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 1. Médias da temperatura retal (C°), em bovinos experimentalmente inoculados

com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 2. Médias da frequéncia cardiaca (movimentos/minuto), em bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo
testemunho (G2).
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Figura 3. Médias da frequéncia respiratéria (movimentos/minuto), em bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo
testemunho (G2).
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4.4 Patologia clinica

4.4.1 Analise do liquido cefalorraquidiano

Os exames fisicos do liquido cefalorraquidiano, revelaram apectos perfeitamente
limpidos e coloragéo transparente. As contagens de hemacias, leucocitos totais e
diferenciais (polimorfonucleares e mononucleares) e dosagens de proteinas totais ndo
revelaram alteracdes significativas, portanto, todos os parametros analizados estao
dentro dos limites fisiolégicos considerados para a espécie bovina. Ainda, pelos
métodos diretos e indiretos de pesquisa de T. evansi ndo se evidenciou em nenhum

momento a presenca do parasita.

4.4.2 Hemograma

Médias e niveis de significancia das contagens de hemacias, leucécitos, teores
de hemoglobina, volumes globulares, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, concentragcdo de hemoglobina corpuscular média, contagem de
leucécitos, linfécitos, baséfilos, eosindfilos, mondcitos, neutréfilos segmentados,
neutréfilos bastonetes, estao representadas nas Tabelas 2, 3, 4 e 5 e Figuras 5 a 17
respectivamente.

Os eritrogramas dos bovinos experimentalmente inoculados com T. evansi
revelam que a cepa empregada nao foi capaz de provocar anemia.

O numero de leucdcitos do grupo inoculado apresentou reducao significativa ao
260° DAIl. As contagens de linfocitos e basofilos ndo apresentaram variagdes
sigificativas entre os grupos. As contagens de neutréfilos segmentados e bastonetes,

nos animais inoculados com T. evansi diminuiram sinificativamente no 5° DAI.
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Tabela 2. Médias e significancias do teste t das contagens de hemacias (x10°/pL),
hemoglobina (g / dL), volume globular (%) em bovinos inoculados com T.

evansi (G1) e no grupo testemunho ( G2).

Hemacia Hemoglobina Volume globular
DAl Médias Médias Médias

G1 G2 Teste t G1 G2 Teste t G1 G2 Teste t
0 47 5,0 0,2946 " 10,6 10,8 0,7907 ™ 32,8 33,0 0,9399 "™
1 4,6 49 0,3255"™ 10,4 10,9 0,6553" 31,8 34,0 0,5020 "
2 4,7 53 0,1789"™ 10,9 12,3 0,1629" 31,4 34,7 0,3013™
3 4,8 53 0,3662" 10,5 11,7 0,1181" 29,6 33,0 0,1888 "
4 50 54 0,5136 ™ 10,0 11,4 0,2003 " 29,4 33,0 0,2338"™
5 47 49 0,6847"™ 10,7 11,8 0,2545" 30,2 32,0 0,4536 "
6 53 5,2 0,7668 " 10,6 11,4 0,4833" 30,6 32,3 0,5743"
7 5,3 5,5 0,6313" 10,8 10,9 0,9337"™ 31,6 31,3 0,9302"
8 5,1 5,1 0,9985" 10,5 11,3 0,5126 " 30,4 31,7 0,6591"
9 4,6 4,8 0,8232" 10,3 10,5 0,8303 ”f 30,2 29,7 0,8437"
10 4.8 4,5 0,4746" 9,40 11,2 0,01770 29,2 29,7 0,8629 "
11 4,8 4,7 0,9712"™ 10,4 10,6 0,8490" 30,0 29,3 0,8202"
12 4.4 49 0,5189" 10,2 10,6 0,6612" 29,8 30,0 0,9407 "
13 4.4 53 0,1042" 10,2 10,5 0,8254 "™ 29,4 30,0 0,8383"
14 4,5 51 0,2161™ 9,40 10,7 0,1293 " 27,4 30,7 0,2552"
15 45 54 0,2169 ™ 9,30 10,6 0,1391" 27,6 31,0 0,1888 "
22 4,8 52 0,3721™ 10,3 10,6 0,6093 " 30,6 31,0 0,8286 "
29 4,8 49 0,8437"™ 10,9 10,6 0,5752" 32,0 31,3 0,7091"™
36 5,1 5,1 0,9928 ™ 11,4 11,9 0,4996 " 31,8 31,3 0,8015™
43 5,8 5,9 0,7337" 11,1 11,5 0,5208 ™ 32,2 32,0 0,9234"
50 4,8 51 0,3142"™ 11,0 11,7 0,1933" 32,4 33,0 0,7310™
57 5,5 5,0 0,5792" 11,1 11,2 0,9134" 32,2 32,3 0,9441™
64 49 5,2 0,7229" 10,4 11,1 0,3420"™ 31,8 32,0 0,9217"
71 6,3 5,8 0,6720" 11,4 11,7 0,7338" 32,6 33,7 0,6836 "™
78 5,6 57 0,8507 ™ 11,8 11,6 0,8195" 33,6 31,3 0,4276 "™
85 5,8 6,4 0,3083" 11,8 12,5 0,5756 "™ 34,6 36,3 0,5490 "
92 55 51 0,3507 ™ 11,5 12,0 0,5364 " 33,6 34,7 0,6547"
99 5,6 5,8 0,5555" 11,9 11,7 0,8315" 34,0 33,7 0,8971™
106 6,3 53 0,1258 ™ 12,3 11,5 0,3900" 35,8 33,0 0,3308 ™
113 6,3 57 0,4414 ™ 12,3 11,7 0,5644 " 35,2 34,0 0,6906 "
120 59 5,6 0,5367"™ 13,1 121 0,2713" 36,4 34,0 0,3891"™
127 5,6 5,6 0,9535"™ 12,5 12,7 0,8325" 34,4 34,7 0,9271™
134 5,1 5,0 0,7823" 12,5 12,1 0,5263"™ 34,6 33,0 0,4243"
141 55 57 0,5482" 12,5 12,4 0,9499 " 35,8 34,0 0,3699 "
148 5,9 5,9 0,9015" 12,7 12,5 0,6072" 354 34,0 0,5820"
155 5,8 5,6 0,4774" 12,9 12,4 0,4995 "™ 35,8 34,7 0,6280"
162 6,0 5,9 0,7940" 12,9 12,5 0,5751"™ 36,2 35,7 0,8182"
169 5,6 5,4 0,4483" 13,0 12,3 0,3801" 36,0 34,0 0,3794 "
176 6,1 5,8 0,4159" 13,9 12,4 0,2256 "™ 36,4 33,3 0,3684 "™
183 6,0 6,0 0,9242"™ 12,9 12,5 0,5551" 36,0 34,0 0,4046 "
190 59 57 0,5959 ™ 13,1 12,2 0,0971" 34,8 33,7 0,5469 "
197 6,0 5,2 0,0741" 13,0 12,5 0,6923 "™ 36,8 34,3 0,4512"
204 58 5,6 0,5950 ™ 13,2 12,7 0,4527" 38,0 36,0 0,2026 "
218 6,3 6,0 0,4180"™ 12,8 12,2 0,5841" 40,8 36,3 0,1683 "™
232 6,3 6,4 0,7361"™ 14,2 13,0 0,3528 " 38,6 33,3 0,0342*
246 7,0 6,1 0,1800"™ 13,6 12,3 0,2214" 38,0 33,0 0,0314*
260 5,9 5,6 0,4892" 12,9 12,4 0,4900"° 37,2 34,7 0,3201™
274 7,8 5,9 0,0094** 14,2 12,5 0,0930"™ 40,4 35,7 0,0535"

Continua...
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Continuagéo
288 6,1 5,4 0,0970™ 13,2 12,3 0,3432" 37,0 34,0 0,2416 "
302 59 5,8 0,7508 ™ 13,3 12,4 0,2052" 38,2 33,3 0,0594 "
316 6,7 6,0 0,3249"™ 13,1 12,5 0,5684 " 38,4 34,0 0,2837"™
330 6,8 5,2 0,0030** 13,7 12,5 0,1307 " 39,0 34,3 0,1160"
344 71 5,6 0,0238 "™ 14,2 12,7 0,1749" 40,0 36,0 0,1445"
358 6,8 6,0 0,2664 " 13,7 12,2 0,2914" 37,6 36,3 0,7221"
372 6,9 6,4 0,4159 " 13,9 13,0 0,3644 " 40,6 33,3 0,0343*
402 6,5 6,1 0,5928 ™ 14,0 12,3 0,2295" 37,0 33,0 0,0338*
432 8,2 6,4 0,2338"™ 14,3 13,1 0,4322" 39,8 35,3 0,2454 "
462 8,1 6,0 0,0003" 14,8 12,2 0,0282" 40,6 34,3 0,0327*
492 7,2 6,0 0,0161" 13,9 12,5 0,1768"™ 31,8 32,0 0,9217"™
522 8,2 8,9 0,3732" 14,3 13,9 0,7216" 38,4 35,0 0,3579"™
DAI — dias apo6s a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 5. Médias da contagem de hemacias (x10%uL), em bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e nos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 6. Médias dos teores de hemoglobina (g / dL) de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 7. Médias do volume globular (%) de bovinos experimentalmente inoculados
com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Tabela 3. Médias e significancias do teste t dos volumes corpuscular médio -VGM (fl),
hemoglobina corpuscular média-HGM (uug) e concentracédo de
hemoglobina corpuscular media -CHGM (g / dL) em bovinos inoculados
com T. evansi (G1) e no grupo testemunho (G2).

VGM HGM CHGM
DAI Médias Médias Médias
G1 G2 Teste t G1 G2 Teste t G1 G2 Teste t

0 70,0 66,0 0,5438™ 22,5 21,6 0,6260™ 32,3 32,7 0,8156™
1 69,8 69,2  0,9260™ 22,7 221  08126™ 32,5 32,0 0,6368™
2 677 66,0 0,8241™ 23,5 235  0,9940™ 34,7 357 0,120
3 61,8 62,9 0,8675"™ 22,0 224  0,8563"™ 35,5 357 0,8762™
4 588 62,0  0,5140™ 20,0 216  04276™ 34,0 347  0,4665™
5 644 65,9  0,7933" 22,7 243  0,4773™ 35,3 36,9 0,1600™
6 575 61,8  0,4019"™ 19,9 21,7 0,3331™ 34,6 353  0,6297™
7 607 57,9  0,7213™ 20,7 20,0 0,7749™ 34,1 34,8  0,6543™
8 60,0 63,0 0,6860" 20,7 224  0,4893"™ 34,5 356  0,1175™
9 656 62,9  0,5961" 22,5 224  0,9934" 34,2 355 0,3689"™
10 61,3 67,7  0,2495" 19,9 25,8  0,0966" 32,6 38,0 0,2060™
11 632 62,7  0,9269™ 22,0 227  0,7739™ 34,8 36,2  0,2728"™
12 67,6 64,4  0,7447™ 232 229  0,9385"™ 34,3 359 0,6175™
13 67,6 58,2  0,2186™ 23,3 20,3  0,2882™ 34,5 349  0,7058"™
14 61,0 60,8  0,9647"™ 20,8 21,3 0,7807™ 34,2 349 0,5115™
15 61,1 59,2  0,7319™ 20,5 20,4  0,9454" 33,5 34,3  0,1458™
22 64,2 60,2  0,5257™ 21,6 20,6  0,6369™ 33,6 343  0,4133"™
29 67,3 66,0  0,8401™ 23,0 224  0,8035™ 34,2 340 0,7196"™
36 62,3 61,5 0,8824" 22,2 232  0,4694" 35,8 37,9 0,3473™
43 56,0 544  0,7112"™ 19,2 19,6  0,7628"™ 34,5 36,0 0,3649™
50 68,1 65,5  0,6204" 232 232  0,9952" 34,1 355 0,2131™
57 60,4 64,2  0,6032" 20,7 222  0,4869"™ 34,5 34,6  0,9947™
64 66,0 62,7 0,6489"™ 214 21,8  0,8543"™ 32,8 34,7  0,2408™
71 5372 59,7  0,3410™ 18,6 20,9  0,3774™ 34,9 34,9  0,9246™
78 59,9 549  0,3152™ 21,1 20,3  0,5911™ 35,2 37,3 0,2118"™
85 59,9 57,7 0,6415" 20,5 19,8  0,6928" 34,2 34,3 0,8871™
92 61,4 67,8  0,1943™ 20,9 234  0,1340™ 34,1 345  0,5045™
99 60,7 58,0  0,5074"™ 21,3 20,3  05141™ 35,0 349 09171
106 57,4 62,1  0,2916" 19,7 21,7  0,1028" 34,5 34,9 0,5636™
113 56,9 60,2  0,4002™ 19,9 20,8  0,5368™ 35,1 345  0,6081"™
120 62,0 60,9  0,7174™ 22,4 21,7  0,6062"™ 36,1 356  0,4591"™
127 61,9 62,2  0,9609" 22,5 229  0,8425"™ 36,4 36,8 0,7104™
134 67,7 65,5 0,5312" 24,5 240  0,6892"™ 36,2 36,7 0,6897™
141 65,5 60,1  0,2733"™ 22,8 220 0,6084" 34,9 36,6 0,0378™
148 60,0 58,0 0,6703"™ 21,6 21,3  0,8475™ 36,2 36,8 0,7575™
155 61,7 62,1  0,8887" 22,3 221 0,8750"™ 36,1 357 0,6525™
162 60,2 60,9  0,8566"™ 21,6 21,4  0,9007™ 35,8 352  0,5132"™
169 63,9 63,2  0,7698" 232 228  0,7299"™ 36,2 36,1 0,8512™
176 59,6 58,0 0,7921"™ 22,8 21,4 05640 38,2 375 0,8350™
183 60,4 57,1  0,5470™ 21,6 20,9 0,7327™ 35,8 36,7  0,3400"™
190 60,3 59,6  0,8678" 22,2 221  0,9170™ 35,5 36,0 0,5908"™
197 61,5 66,1  0,1890™ 21,8 241  0,1611™ 35,4 36,4  0,2580"™
204 66,0 64,3  0,5418™ 22,9 228  08762™ 34,8 354  0,7342"
218 63,5 61,0 0,2801" 20,4 20,5 0,8942" 32,2 33,7 0,1982™
232 60,6 52,2  0,0246* 22,7 20,3  0,0695" 374 39,0 0,0772™
246 55,2 54,1  0,8018™ 19,7 20,2  0,5899™ 36,0 37,4  0,6042"™
260 63,4 62,1  0,6752"™ 22,0 221 0,9422"™ 34,8 357 0,3194™
274 52,0 60,9  0,0221* 18,3 21,4  0,0242"™ 35,1 352  0,9815™

Continua...
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288 60,3 63,2 0,2732" 21,5 22,8 0,2436" 35,6 36,1 0,5366 "
302 541 58,0 0,7927"™ 22,6 21,4 0,4468 " 34,9 37,5 0,3333"™
316 57,7 57,1 0,9112™ 19,7 20,9 0,4321"™ 34,4 36,7 0,3081"™
330 57,1 66,1 0,0206 * 20,1 241 0,0138" 35,3 36,4 0,1918"
344 56,2 64,3 0,0103* 19,9 22,8 0,0090 " 35,4 35,4 0,9926 "
358 57,3 61,0 0,6866 " 20,5 20,5 0,9930" 36,7 33,7 0,4020"
372 59,1 52,2 0,0354 " 20,2 20,3 0,9101" 34,2 39,0 0,0014*
402 57,8 541 0,5387" 21,8 20,2 0,5894 " 37,6 37,4 0,9187"
432 50,1 54,9 0,3703™ 18,2 20,4 0,4169" 36,2 36,9 0,7871"
462 50,0 57,4 0,0391" 18,3 20,4 0,1070" 36,6 35,6 0,4719"
492 444 53,3 0,0001** 19,4 20,8 0,2622" 43,8 39,0 0,0909 "
522 470 39,4 0,1187 "™ 17,4 15,8 0,3051" 37,2 40,3 0,3751"
DAI — dias apo6s a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 8. Médias do volume corpuscular médio (fl), de bovinos experimentalmente

inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 9. Meédias da hemoglobina corpuscular média (upg), de bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do
grupo testemunho (G2).
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Figura 10. Médias da concentracao de hemoglobina corpuscular media (g / dL), de
bovinos experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais
do grupo testemunho (G2).
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Tabela 4. Médias e significancias do teste t das contagens de leucécitos (x10°/pL,
linfécitos ( uL), basofios ( uL) e eosinofilos ( uL) em bovinos inoculados

com T. evansi (G1) e no grupo testemunho (G2).

Leucocitos Linfocitos Basofilo Eosindfilo

DAI Médias Médias Médias Médias
G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet
0 7,42 8,67 0,3310™ 5451,60 6251,67 0,4880" 0,00 0,00 - 306,60 539,67 0,1721"
1 6,28 7,70 0,1450" 4999,80 6048,33 0,1986"™ 0,00 0,00 - 73,60 154,00 0,2396"™
2 6,20 8,50 0,1403" 4610,80 5941,33 0,1796"™ 0,00 0,00 - 101,60 347,33 0,0060**
3 6,88 9,00 0,2253™ 5469,40 7145,67 0,2514"™ 0,00 0,00 - 13,20 124,67 0,0021**
4 8,06 9,40 0,3716™ 6600,80 7788,00 0,4260" 0,00 0,00 - 129,20 97,00 0,7693"
5 9,56 12,23 0,1180"™ 7440,80 8321,67 0,4575" 0,00 0,00 - 243,40 274,67 0,7487™
6 9,34 11,53 0,1172"™ 7111,80 8244,33 0,1553"° 0,00 0,00 - 247,00 215,00 0,8031"™
7 8,16 9,57 0,3059™ 5960,20 6022,00 0,9452" 0,00 0,00 - 236,60 195,00 0,8168"™
8 9,94 11,67 0,0996" 8002,80 9405,00 0,0338* 0,00 0,00 - 9480 116,00 0,7916"
9 7,12 8,20 0,1005™ 5358,80 7074,00 0,0039** 0,00 0,00 - 220,40 86,33 0,1698"
10 11,32 9,90 0,1855" 8670,00 7860,00 0,2355™ 0,00 0,00 - 97,60 167,00 0,3500™
11 6,18 8,07 0,0418™ 4760,20 5721,00 0,0801" 0,00 0,00 - 5920 112,33 0,4753"™
12 8,76 10,57 0,1616™ 6091,80 7656,00 0,1322" 0,00 0,00 - 40,40 221,00 0,0883"
13 8,30 11,70 0,0875" 594540 7763,00 0,0750" 0,00 0,00 - 104,40 204,33 0,4680"™
14 6,50 7,87 0,3706" 4438,40 4838,33 0,5230™ 0,00 0,00 - 78,20 199,67 0,1599™
15 7,46 10,37 0,0429" 544580 6761,00 0,0470* 0,00 0,00 - 26,80 108,00 0,1960"
22 8,48 10,17 0,0926™ 6636,40 7467,00 0,3094" 0,00 0,00 - 118,80 305,00 0,0187*
29 8,44 9,90 0,1866"™ 6365,80 6485,00 0,9114" 0,00 0,00 - 0,00 200,00 0,0058**
36 8,16 9,13 0,5152" 6252,60 6977,33 0,5573™ 0,00 0,00 - 131,60 157,67 0,8338™
43 11,88 12,33 0,7861"™ 8448,40 8855,67 0,7934"™ 31,00 0,00 0,4816™ 102,80 361,33 0,0939"
50 7,98 9,87 0,2343™ 5721,00 7072,67 0,3076" 0,00 0,00 - 267,20 390,33 0,4835"™
57 8,22 9,03 0,5578™ 6468,00 7007,00 0,6813" 0,00 0,00 - 162,00 242,33 0,6749™
64 6,68 7,67 0,3964" 521520 5779,33 0,5092™ 0,00 0,00 - 91,80 362,33 0,0726™
71 6,44 8,40 0,0666" 4906,00 6070,00 0,2022"™ 0,00 0,00 - 126,20 153,00 0,8200"™
78 7,56 7,87 0,7935™ 527240 5341,33 0,9498" 0,00 0,00 - 128,20 208,00 0,4304"
85 8,00 9,47 0,1636™ 5675,20 6470,33 0,3275™ 31,40 0,00 0,2785™ 53,00 252,67 0,1550"
92 7,36 8,47 0,4179™ 5307,20 5837,67 0,5357" 0,00 0,00 - 156,60 428,67 0,1859"
99 6,96 9,10 0,2562" 5184,60 5799,00 0,6607 "™ 0,00 0,00 - 124,80 481,00 0,2598"™
106 5,94 7,43 0,3831"™ 445480 4849,33 0,7531"™ 0,00 0,00 - 40,20 181,00 0,0421*
113 7,16 9,10 0,1792™ 5325,00 6710,67 0,1132" 12,00 0,00 0,4816™ 115,20 278,33 0,1600"
120 6,20 7,20 0,3829™ 4858,40 5480,00 0,4806" 0,00 0,00 - 100,60 212,67 0,1156"
127 7,24 8,70 0,2858" 5627,00 5617,67 0,9923™ 0,00 33,33 0,2199™ 74,80 274,00 0,2334"™
134 5,84 7,13 0,1695"™ 4354,60 5562,67 0,0473* 11,20 0,00 0,4816™ 28,00 359,67 0,1358"

Continua...
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141 7,06
148 7,74
155 8,24
162 7,86
169 5,36
176 6,28
183 6,40
190 6,32
197 7,34
204 7,80
218 6,90
232 6,86
246 4,98
260 4,58
274 7,34
288 7,24
302 10,24
316 7,54
330 9,54
344 9,36
358 9,66
372 8,18
402 9,22
432 7,82
462 8,04
492 7,62
522 9,80

9,00
8,50
9,57
9,30
7,30
7,10
6,90
7,10
8,07
8,67
8,23
10,30
6,77
9,567
9,30
7,30
7,10
6,90
8,07
8,67
8,23
10,30
6,77
7,17
8,50
7,60
9,77

0,1966 ™
0,5493 "™
0,3970"™
0,3171"
0,1147"
0,4228"™
0,7248"™
0,5871"
0,6861"™
0,5691"™
0,2896 "™
0,0701"
0,1509 ™
0,0009**
0,1758"
0,9592 "
0,0453 "™
0,6877"
0,4286 "™
0,6984 "™
0,4096 "
0,2003™
0,0322"
0,5701™
0,6529 "™
0,9780™
0,9873"™

5015,60
5473,80
6036,20
5674,20
4169,60
4828,20
4791,20
4816,20
6285,60
4843,20
4396,20
4764,72
3308,40
3057,60
5181,40
4711,00
5782,80
5204,40
5740,20
6705,20
6490,40
5676,60
6773,80
5361,00
5083,40
4746,80
6291,20

6451,33
5982,00
6657,00
6228,67
5720,00
4799,00
4556,67
4739,00
6574,67
3706,67
5143,33
6277,67
4632,33
6657,00
6228,67
5720,00
4799,00
4556,67
6574,67
3706,67
5143,33
6277,67
4632,33
5457,33
5159,43
5237,33
6242,33

0,1468 ™
0,4840™
0,5058 "
0,5382"
0,1562"™
0,9689 ™
0,8663 ™
0,9509 "™
0,8218"™
0,2518™
0,2022"™
0,2892"
0,0995"™
0,0006**
0,3616 "™
0,2916"™
0,2826"™
0,5184 "™
0,3512"
0,0858 "™
0,2562 "
0,5227"™
0,0565"™
0,9122"
0,9242"
0,3808"™
0,9690 ™

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
37,20
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

61,60
156,20

59,40
127,40

19,60

75,40
230,80
209,80

96,40

84,80
119,60
191,40

73,60

92,80
240,20
562,60
128,60
244,00
179,60
423,60
129,80
332,20
159,60
250,80
305,20
250,60
162,60

223,67
335,33
324,33
432,33
141,33

90,33

95,33
120,00
169,00
155,67
132,00
754,00
156,00
324,33
432,33
141,33

90,33

95,33
169,00
155,67
132,00
754,00
156,00
146,67
356,93
298,00
160,33

41

0,0757"
0,0661"

0,0179
0,1259 "™
0,0676"
0,8656 "
0,4710"
0,5373"™
0,5776"
0,5804v
0,9014"
0,0919"
0,5493"
0,0997 "
0,4543"
0,0157*
0,5967 "
0,0922"
0,9587"
0,3409™
0,9839"™
0,2965"
0,9794"
0,5288"
0,6665 "™
0,7533"
0,9874"

DAl — dias apds a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 11. Médias da contagem de leucdcitos (x10°/uL), de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 12. Médias da contagem de linfécitos (uL), de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 13. Médias da contagem de basoéfilos (uL), de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 14. Médias da contagem de eosindfilos (uL), de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Tabela 5. Médias e significancias do teste t das contagens de mondcitos (L),
neutréfilos segmentados (PL) e neutrofilos bastonetes (L), em bovinos
inoculados com T. evansi (G1) e no grupo testemunho (G2).

Monocito Neutréfilos segmentados Neutréfilos bastonetes
Média Teste t Média Teste t Média Teste t
G1 G2 G1 G2 G1 G2
0 67,20 32,33 0,3402" 1594,60 1843,00 0,3760"™ 0,00 0,00 -
1 52,40 28,67 0,6439"™ 1154,20 1469,00 0,3356 "™ 0,00 0,00 -
2 15,00 21,33 0,8111" 1437,60  2168,67 0,2591" 35,00 21,33 0,6097 "™
3 12,20 0,00 0,4816 " 1385,20 1729,67 0,3693 ™ 0,00 0,00 -
4 0,00 0,00 - 1330,00 1515,00 0,6352"™ 0,00 0,00 -
5 60,40 46,67 0,7842" 181540  3590,33 0,0080** 0,00 0,00 -
6 93,40 146,67 0,0234"™ 1887,80  2927,33 0,0881"™ 0,00 0,00 -
7 38,60 84,67 0,3711" 1924,60  3265,00 0,0498* 0,00 0,00 -
8 0,00 32,67 0,2199 " 1767,40  2005,33 0,7652"™ 75,00 107,67 0,6140"™
9 27,80 82,00 0,0561"™ 1484,60 957,67 0,2345" 13,80 0,00 0,4816"
10 0,00 71,33 0,2199™  2552,40 1766,00 0,1723"™ 0,00 35,67 0,2199 "™
11 14,00 29,00 0,6143™ 1346,60  2204,33 0,0729"™ 0,00 0,00 -
12 31,60 32,00 0,9913™  2256,20  2212,00 0,9606 " 0,00 32,33 0,2199 "™
13 0,00 43,33 0,2199™  2250,20  3615,67 0,1825" 0,00 42,67 0,2196 "
14 10,80 57,67 0,1211™ 1972,60  2746,00 0,4457 " 0,00 0,00 -
15 13,40 74,33 0,1125" 1974,00  3394,00 0,0848 "™ 0,00 29,33 0,2198"™
22 37,20 36,67 0,9900 "™ 1576,40  2291,00 0,4124™ 111,20 67,00 0,5825"
29 49,00 195,00 0,1082" 1957,60  2790,00 0,4022" 67,60 230,00 0,1138"
36 34,00 0,00 0,4816 " 1668,60 1788,00 0,8322" 73,20 210,33 0,0937 "
43 54,00 87,33 0,7408™  3163,20  2869,67 0,7017" 80,60 159,33 0,3248"™
50 0,00 0,00 - 1914,60  2365,33 0,4530"™ 77,20 38,33 0,5867 "
57 14,40 33,33 0,5638 " 1528,80 1662,33 0,6723"™ 46,80 88,33 0,5951"™
64 11,80 27,67 0,5583 "™ 1323,40 1364,33 0,9211" 37,80 133,00 0,2632"
71 47,20 26,33 0,4362" 1320,60 2150,67 0,0251* 40,00 0,00 0,1320"
78 116,40 0,00 0,1883™  2043,00 2317,33 0,6284 "™ 0,00 0,00 -
85 34,40 33,33 0,9783"™  2160,40  2677,00 0,3892" 45,60 33,33 0,7404 "™
92 57,60 27,33 0,5770"™ 1838,60 2148,67 0,6104" 0,00 24,33 0,2199"
99 33,20 81,33 0,3119™ 1617,40  2738,67 0,0454 " 0,00 0,00 -
106 33,80 21,67 0,7282" 1411,20  2381,33 0,1063 " 0,00 0,00 -
113 0,00 0,00 - 1647,40  2086,67 0,6287" 60,40 24,33 0,4107 "
120 37,40 43,00 0,8765" 1203,60 1464,33 0,4468 "™ 0,00 0,00 -
127 20,40 0,00 0,4816" 1396,00 2683,67 0,0414™ 101,40 91,33 0,8831"
134 46,80 69,67 0,6907 ™ 1319,00 1141,33 0,6072" 80,40 0,00 0,1824 "
141 0,00 36,33 0,2199 " 1963,20 225233 0,6474 " 19,60 36,33 0,6690 ™
148 60,60 90,33 0,5836™  2049,40  2092,33 0,9347" 0,00 0,00 -
155 70,60 0,00 0,0356"  2073,80 2585,33 0,4871" 0,00 0,00 -
162 34,60 36,67 0,9604"™  2023,80 2602,33 0,3479" 0,00 0,00 -
169 34,00 0,00 0,1293" 1136,80 1419,33 0,4018"™ 0,00 19,33 0,2199 "™
176 0,00 23,67 0,2199 " 1350,60 2210,67 0,3456 "™ 16,20 0,00 0,4816 "™
183 10,60 21,33 0,6281" 1313,00 2226,67 0,1170" 54,40 0,00 0,1445"
190 0,00 0,00 - 1182,00 1929,67 0,1480"™ 0,00 0,00 -
197 21,80 0,00 0,4816 "™ 903,60 1275,00 0,4992 "™ 32,60 48,00 0,6475"™
204 11,60 0,00 0,4816"  2778,40  4672,33 0,2379"™ 82,00 132,00 0,7194 "
218 11,60 0,00 0,4816"  2361,00 2958,00 0,4814 " 11,60 0,00 0,4816 "™
232 33,24 41,33 0,8517 " 1789,00  3053,33 0,3340" 85,64 173,67 0,2518"

Continua...
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246 19,20 22,33 0,9211™ 1290,00 1933,67 0,4100" 84,80 22,33 0,3084 "™
260 30,80 0,00 0,1167" 1398,80 2585,33 0,0213" 0,00 0,00 -
274 25,40 36,67 0,7562" 1783,00 2602,33 0,2748™ 110,00 0,00 0,1230"™
288 59,80 0,00 0,0294* 1906,60 1419,33 0,3572"™ 0,00 19,33 0,2199"
302 25,80 23,67 0,9576 ™ 4242,40 2210,67 0,2784" 60,40 0,00 0,1324"
316 0,00 21,33 0,2199 ™ 2091,60 2226,67 0,8512" 0,00 0,00 -
330 65,20 0,00 0,1260"™ 3555,00 1275,00 0,0850 "™ 0,00 48,00 0,0341"™
344 21,20 0,00 0,4816 "™ 2174,40 4672,33 0,0723" 35,60 132,00 0,3801"
358 10,80 0,00 0,4816 "™ 3007,80 2958,00 0,9448 ™ 21,20 0,00 0,4816"™
372 0,00 41,33 0,2199 " 3266,60 3053,33 0,8620 "™ 0,00 173,67 0,0016**
402 91,80 22,33 0,1112" 2179,40 1933,67 0,5917 "™ 15,40 22,33 0,8003 "™
432 67,20 23,67 0,3374"™ 2103,80 2131,67 0,9558 " 37,20 0,00 0,2666 "™
462 83,20 64,67 0,7624 " 2651,60 3039,40 0,5299 "™ 0,00 0,00 -
492 32,40 29,33 0,9312" 1798,40 1826,00 0,9602 "™ 77,00 23,33 0,4285"
522 83,60 97,67 0,6871" 244420 2774,33 0,6540 "™ 0,00 0,00 -
DAl — dias apds a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Figura 15. Médias da contagem de mondcitos (L), de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo testemunho (G2).
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Figura 16. Médias da contagem de neutrofilos segmentados (uL), de bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do grupo
testemunho (G2).
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Figura 17. Médias da contagem de neutréfilos bastonetes (uL), de bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do
grupo testemunho (G2).
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4.4.3. Anadlises bioquimicas

Os resultados médios e niveis de significancia dos exames bioquimicos do soro
sanguineo/plasma encontram-se nas Tabelas 6 e 7 e Figuras 18 a 22.

Os niveis séricos de proteina total apresentaram aumentos significativos no 260°,
274°, 344°, 358° e 372° DAI, coincidentes com o aumento dos teores de globulinas.

Os teores plasmaticos de glicose, revelaram aumento e reducéo significativas no
113° DAl e 344° DAI, respectivamente.

Na Tabela 7 observa-se que o indice ictérico foi significativamente mais elevado

no 372° DAI no grupo de bovinos inoculados com T. evansi.
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Tabela 6. Médias e significancias do teste t dos niveis séricos de proteina total (g / dL),
albumina (g / dL) e globulinas (g/dL) em bovinos inoculados com T. evansi
(G1) e no grupo testemunho (G2).

Proteina total Albumina Globulinas
DAl —G:\/Iedlast Teste T —G:\/Iedlast Teste T —G:\/Iedlazz Teste T
0 6,96 6,82 0,6214™ 2,16 2,14 0,8802"™ 4,81 4,68 0,6545™
1 6,93 7,02 0,7520™ 242 2,51 0,6902 "™ 450 4,51 0,9760 ™
2 6,73 6,71 0,9074 "™ 2,31 2,30 0,9309™ 4,42 4,41 0,9545"
3 6,59 6,57 0,9259™ 2,32 2,21 0,3984 "™ 4,28 4,36 0,7445"™
4 6,55 6,66 0,7335™ 229 229 0,9823"™ 4,26 4,37 0,7277"™
5 6,81 6,80 0,9619™ 2,30 2,31 0,8930™ 4,51 4,48 0,9330"™
6 6,71 6,71 0,9908 "™ 227 224 08151™ 4,44 447 0,9325"™
7 6,55 6,45 0,7014"™ 2,37 2,18 0,3432™ 4,18 4,27 0,7972"™
8 6,90 6,89 0,9723™ 225 215 0,5166™ 464 4,74 0,7003 "™
9 6,75 6,24 0,1559"™ 2,32 230 0,8529™ 4,42 3,95 0,1880™
10 7,03 6,94 0,8098"™ 2,30 2,14 0,1998"™ 4,73 4,80 0,8803 "™
1 6,67 6,78 0,7626"™ 2,20 2,09 0,3970™ 4,47 4,69 0,5373"™
12 6,68 6,63 0,8637" 2,06 1,95 0,4382™ 462 4,68 0,7998 "
13 6,48 6,75 0,5156"™ 2,07 2,02 0,6312" 4,41 4,72 0,3986 "™
14 6,61 6,79 0,5606 "™ 2,18 2,08 0,5305™ 443 4,71 0,3194 "™
15 6,78 720 0,3414" 220 226 0,6789"™ 4,58 4,93 0,4274"
22 6,66 6,81 0,5050 "™ 220 216 0,8386" 447 465 0,5502"
29 6,84 6,69 0,5639™ 2,13 197 0,2749" 4,71 4,72 0,9708"™
36 7,07 6,78 0,3670™ 2,34 225 0,4659" 4,73 4,53 0,5933 "™
43 6,84 6,62 0,4657™ 244 236 0,6087" 4,40 4,26 0,6346 "™
50 6,80 6,83 0,9213™ 2,30 2,31 0,9893 "™ 4,50 4,53 0,9139™
57 7,02 7,00 0,9610™ 2,21 2,25 0,7546"™ 480 4,75 0,8679™
64 6,76 6,81 0,8455"™ 2,27 2,36 0,5458"™ 449 445 0,8634"
71 7,75 7,33 0,2499" 2,70 2,74 0,7508™ 5,05 4,59 0,2389"™
78 6,74 6,82 0,7544"™ 2,38 249 04736"™ 4,36 4,34 0,9252 "™
85 6,88 6,98 0,7521" 2,41 254  0,4529"™ 4,47 4,44 0,9335"™
92 7,13 717 0,8745™ 2,58 2,64 0,4656™ 4,55 4,53 0,9592 "
929 7,19 7,19  0,9984 "™ 2,61 2,60 0,9815™ 4,59 459 0,9950 "™
106 7,35 7,46  0,7637"™ 2,75 2,75 1,0000"® 4,60 4,71 0,7372"™
113 7,36 7,24 0,7333™ 2,73 2,76  0,7780" 4,63 448 0,6649 ™
120 7,51 7,50 0,9803" 2,84 279 0,6472™ 4,67 4,70 0,9176 "™
127 7,45 7,23 0,6312™ 2,87 2,83 0,7951™ 4,58 4,40 0,6228"™
134 7,29 7,33 0,8869™ 2,66 2,76  0,3593" 4,63 4,57 0,8459 ™
141 7,34 7,06 0,4577" 2,64 267 0,7950" 470 4,39 0,4227"
148 6,99 7,05 0,8776"™ 2,75 2,85 0,4056" 4,24 4,21 0,9334 "™
155 7,02 6,95 0,7959™ 2,77 2,87 0,5574™ 4,25 4,08 0,5664 "
162 7,09 7,07 0,9464"™ 2,90 298 0,5893™ 420 4,10 0,7277"
169 6,91 7,01 0,7094 "™ 2,72 2,80 0,5514™ 419 4,21 0,9385"™
176 7,06 717  0,6652"™ 313 3,18 0,8357"™ 3,94 3,99 0,8548 "™
183 6,59 6,72 0,6846"™ 2,89 292 0,8446™ 3,70 3,80 0,7351"™
190 6,67 6,71 0,8942 " 2,82 285 0,8698" 3,64 3,74 0,7343"™
197 6,85 6,83 0,9383™ 2,82 2,76 0,6552" 4,03 4,07 0,8747"™
204 7,23 712  0,7963" 2,87 2,86 0,9143™ 4,36 4,26 0,8237"™
218 7,00 6,69 0,3979" 2,68 2,73 0,7773™ 4,31 3,96 0,3272"
232 7,18 6,69 0,2223™ 2,68 2,83 0,5609" 4,50 3,86 0,2342"™
246 7,52 6,98 0,2477"™ 2,78 2,86 0,5695" 4,74 412 0,1885"™
260 7,73 6,95 0,0151* 2,82 287 0,7955™ 4,92 4,08 0,0050*
274 8,06 7,07 0,0245* 2,84 2,98 0,3193"™ 522 4,10 0,0060**
288 7,66 7,01 0,0777"™ 2,61 2,80 0,1901™ 505 4,21 0,0287*

Continua...



Continuagéo
302 7,70
316 7,56
330 7,52
344 7,87
358 7,46
372 8,06
402 7,61
432 741
462 7,45
492 7,02
522 8,15

717
6,72
6,83
7,12
6,69
6,69
6,98
7,17
6,78
7,00
7,56

0,1096 ™
0,3039™
0,0400 "™
0,0391*

0,0197*

0,0247*

0,1272"™
0,2744"™
0,0530"™
0,9610"™
0,1514 "™

2,99
2,90
2,80
3,04
2,97
2,90
2,90
2,82
3,02
2,34
2,78

3,18
2,92
2,76
2,86
2,73
2,83
2,86
2,77
2,56
2,44
2,85

0,4760™
0,8274 "™
0,8280"™
0,3706™
0,1229™
0,6571™
0,8114"
0,8324™
0,0129"™
0,6444™
0,6327 "™

4,71
4,66
4,73
4,83
4,49
5,15
4,71
4,59
4,43
4,67
5,37

3,99
3,80
4,07
4,26
3,96
3,86
4,12
4,40
4,21
4,56
4,71
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0,0933™
0,3009 "™
0,0585 "™
0,0396 "™
0,0734™
0,0222*

0,1504 ™
0,6633"™
0,5099 ™
0,7772"™
0,1100"™

DAl — dias ap6s a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Proteina total (g/dL)

8,5
8,0
7,5
7,0
6,5
6,0
55

5,0

0

7

14 22 29 71 113 169 246 358 402 432 462 492 522

Dias apds a inoculagao

=—GRUPO 1
=#—-GRUPO 2

Figura 18. Meédias dos teores séricos da proteina total

(g/dL), de bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animias do grupo
testemunho (G2).
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3,5 -

3,0 -

Albumina (g/dL)

1,5

1,0 T T T T T T T T T T T T T T

=—GRUPO 1
=#—-GRUPO 2

0 7

Dias apéds a inoculagao

14 22 29 71 113 169 246 358 402 432 462 492 522

Figura 19. Médias dos teores séricos da albumina

(9/dL),

de bovinos

experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do

grupo testemunho (G2).

Globulinas (g/dL)

57
55
53
5,1
49
4,7
4,5
4,3
41
3,9
3,7

J

=—GRUPO 1
=#—-GRUPO 2

T T T T

0 7

Dias apds a inoculagao

14 22 29 71 113 169 246 358 402 432 462 492 522

Figura 20.

Médias dos

teores séricos de globulinas

(g/dL),

de bovinos

experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e nos do grupo
testemunho (G2).
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Tabela 7. Médias e significancias do teste t dos niveis séricos de glicose (g/dL) e
indice ictérico (unidades), em bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no
grupo testemunho (G2).

Glicose indice ictérico
Médias Médias
DAI G1 G2 Teste T G1 G2 Teste T
0 88,70 68,55 0,3931™ 5,01 5,57 0,5240"
1 95,36 90,00 0,7316"™ 4,86 7,24 0,1105"
2 87,09 71,47 0,1761" 7,67 5,37 0,0753"™
3 79,74 70,47 0,1764 "™ 4,69 5,58 0,4752"
4 76,98 66,74 0,1092 " 5,90 4,50 0,3449"
5 76,75 69,70 0,2267 "™ 6,30 6,94 0,4497"
6 76,75 67,79 0,0891"™ 7,37 7,70 0,8093 "™
7 71,00 65,10 0,1414"™ 6,74 7,63 0,2160"
8 75,37 70,09 0,3496 "™ 7,43 8,84 0,4094 "
9 77,21 73,53 0,5199 "™ 6,53 6,63 0,9425"
10 75,37 70,85 0,4234"™ 10,18 8,97 0,4107 "™
1 73,07 75,83 0,6549 "™ 8,29 8,72 0,8309 "™
12 80,20 75,45 0,1799 "™ 5,12 5,12 0,9946 "
13 76,98 70,47 0,2420 "™ 9,47 8,97 0,8303 "™
14 81,12 76,98 0,4355" 8,46 9,66 0,6192"
15 79,28 76,21 0,4565" 7,65 8,20 0,6797 "™
22 76,06 72,77 0,4811" 9,84 11,70 0,4987"
29 76,52 70,85 0,1812" 8,42 7,98 0,7228 "
36 80,42 77,36 0,3410"™ 10,21 8,82 0,4435"
43 79,74 77,74 0,5853 "™ 9,36 7,55 0,4638"
50 77,90 73,15 0,3199" 8,59 7,72 0,5742"
57 70,18 71,74 0,5895" 11,95 12,70 0,6501"
64 71,60 73,09 0,1652 "™ 8,46 8,65 0,8958 "
71 72,42 74,80 0,2860 "™ 7,38 9,17 0,2498 "
78 68,76 71,40 0,2859 " 8,57 7,83 0,4239"
85 67,73 66,98 0,7844" 7,81 7,64 0,8571"
92 63,64 62,22 0,6976 "™ 8,35 9,12 0,5538 "
99 65,69 62,90 0,3701" 10,28 8,34 0,2803 "™
106 65,28 53,58 0,2130"™ 7,02 6,85 0,8122"
113 71,40 68,00 0,0267* 7,74 7,37 0,6901"
120 69,76 63,24 0,0722" 7,00 6,48 0,6446 "™
127 63,85 63,92 0,9817"™ 7,79 7,07 0,4604 "
134 69,36 66,98 0,5366 "™ 9,30 8,73 0,7582"
141 68,14 66,30 0,5733"™ 8,59 7,52 0,4254 "
148 68,15 65,96 0,4698 "™ 6,92 6,75 0,7611"
155 62,83 67,32 0,1035"™ 7,54 7,49 0,9616 "
162 73,99 72,58 0,2974 "™ 8,86 8,09 0,6336 "™
169 69,99 68,14 0,3785"™ 8,41 7,95 0,6348"
176 79,77 71,48 0,0507 "™ 7,76 7,75 0,9908 "
183 67,54 67,76 0,9444 " 7,90 8,42 0,6326 "™
190 70,83 69,73 0,7880"™ 7,95 8,83 0,2945"
197 79,61 67,40 0,4164 "™ 8,58 9,50 0,6472"
204 88,21 80,36 0,4738"™ 8,64 7,44 0,3913"™
218 75,32 73,32 0,5837" 8,72 8,06 0,4695 "
232 63,77 59,62 0,2999 " 7,93 7,12 0,4659 "
246 74,44 64,06 0,0874"™ 8,90 10,85 0,2907 "
260 67,54 67,32 0,9430"™ 8,93 7,49 0,0671"
274 75,55 72,58 0,6122"™ 7,94 8,09 0,8968 "
288 68,65 68,14 0,8207 "™ 6,78 7,95 0,1386 "

Continua...



Continuagéo

302
316
330
344
358
372
402
432
462
492
522

63,84 71,48  0,0631™
71,09 67,76  0,4419"™
65,25 67,40 0,5437"™
62,23 80,36  0,0123*

71,90 73,32 0,7243™
66,01 59,62  0,1509™
67,06 64,06 0,3422™
66,47 62,77 0,5321™
73,71 56,05  0,2229"
88,21 80,36  0,4738™
68,67 69,43  0,8727"™

8,38
7,46
7,55
8,33
8,79
10,88
7,98
8,60
717
7,38
7,67

7,75
8,42
9,50
7,44
8,06
7,12
10,85
8,16
7,45
9,59
8,66

52

0,7480"™
0,2884 ™
0,1687 ™
0,3477™
0,4412"™
0,0185*

0,1150"™
0,7376™
0,6240"™
0,1189™
0,2297 "™

DAl — dias ap6s a inoculagao;
NS- néo significativo; * significativo a nivel de 5% de probabilidade; ** significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Glicose (mg/dL)

93

83

73

63

53

43

T T T T T T T T T

0 7 14 22 29 71 113 169 246 358

Titulo do Eixo

402 432 462

492 522

=—GRUPO 1
=#—-GRUPO 2

Figura

21. Meédias dos teores plasmaticos de glicose

(g/dL), de bovinos

experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do

grupo testemunho (G2).
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16

14

12

10

Indice ictérico (unidades)

0o 7 14 22

Dias apds a inoculagdo

T T T T 1

29 71 113 169 246 358 402 432 462 492 522

=6—GRUPO 1

=i—GRUPO 2

Figura

22. Médias dos valores do indice

ictérico (unidades),

de bovinos

experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e dos animais do

grupo testemunho (G2).
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4.4.4 Proteinograma

Foram identificadas 26 proteinas com pesos moleculares que variaram entre 20
e 245 KD. Destas, apenas oito foram identificadas, nominalmente, sendo
imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina, albumina, imunoglobulina G (IgG)
de cadeia pesada, haptoglobina, glicoproteina acida e imunoglobulina G (IgG) de
cadeia leve.

As meédias, desvio padrédo e teste t, das 26 proteinas encontradas estéo
apresentados nas Tabelas 08 a 13 e Figuras 23 a 30, respectivamente.

Dentre as proteinas encontradas cinco sado consideradas proteinas de fase
aguda: ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida. A
ceruloplasmina apresentou aumentos significativos no 288°, 316°, 330° e 492° DAl e
reducao no 274° DAI. Transferrina apresentou elevagdes significatiavas aos 57°, 302°,
316°, 330°DAI e reducao no 288° DAI. Albumina apresentou elevacgéao significativa aos
522° DAI e redugbes no 462° e 492° DAI. Haptoglobina apresentou aumento aos 432°
DAI. A glicoproteina acida apresentou aumentos no 402° e 492° DAI.

A IgA apresentou redugdes significativas no 5°, 7°, 402° e 462° DAI. A IgG de
cadeia pesada apresentou aumentos significativos no 274°, 316°, 358°, 402° e 492°
DAL

IgG de cadeia leve apresentou aumentos significativos no 402° e 492° DAI.
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Tabela 8. Médias e significancias do teste t da concentragdo sérica de proteina total

e das fragbes protéicas, presentes no tracado eletroforético em gel de
acrilamida (SDS-PAGE), de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no
grupo testemunho (G2).

Proteinas / Pesos Moleculares KD

PT NI /245 NI /215 NI /206 IgA /180
PAl G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Teste t
0 7,04 682 042™ 2,09 4,07 0,09™ 2,33 251 0,83™ 339 4,72 050™ 107,93 165,48 0,02*
1 6,9 7,02 069™ 251 215 0,81™ 096 1,14 0,81"™ 2,51 2,79 0,88™ 11526 154,17 0,06™
2 654 6,71 020™ 4,85 280 0,56™ 1,03 0,58 0,54™ 9,32 8,67 0,70™ 106,84 81,66 0,38"
3 6,60 657 0,89™ 0,18 1,81 0,00 544 6,05 086" 2,01 74,92 0,02 105,15 104,09 0,97"™
4 661 666 087™ 1,06 4,93 0,14™ 7,16 5,09 080™ 12,80 61,55 0,28™ 129,34 152,11 0,33™
5 6,75 6,80 0,86™ 3,84 3,80 0,98™ 523 8,53 042™ 9,40 6,97 047™ 129,05 212,21 0,01**
6 6,69 671 095" 322 458 052" 6,71 7,0 0,89™ 8,23 528 0,38™ 147,30 208,55 0,06
7 651 645 0,80™ 1,25 3,78 0,06™ 3,35 4,28 0,65™ 3,36 3,66 0,88™ 104,07 166,68 0,01*
14 6,74 6,79 0,88™ 3,47 466 037" 2,37 2,26 0,89™ 715 1,68 0,19™ 121,00 141,19 0,67"
29 6,90 669 051™ 356 2,69 0,75™ 508 6,80 067™ 11,72 26,52 041" 107,81 79,82 0,31™
57 6,94 7,00 0,79™ 3,37 4,78 0,59™ 1,91 343 024™ 11,45 1048 0,87™ 106,59 119,61 0,81™
85 7,01 6,98 094™ 4,23 7,18 0,30™ 6,43 7,49 0,78"™ 9,25 11,96 0,66™ 83,76 105,78 0,58"
120 7,52 7,50 0,94™ 8,61 0,64 044™ 13,76 1535 0,83™ 8,87 13,74 0,53™ 127,06 178,26 0,13™
148 6,84 7,05 045™ 2,39 361 059™ 10,02 12,00 0,68™ 24,82 2569 0,96™ 160,82 159,74 0,98™
176 7,18 7,17 0,96™ 8,55 12,12 0,40™ 9,06 13,16 0,14™ 10,51 4,98 0,05+ 117,86 136,19 0,61
204 7,07 7,12 0,92™ 381 197 04" 501 8,58 0,14"™ 7,48 922 058" 70,35 61,92 0,76
232 7,20 4,31 0,12™ 543 513 0,93™ 7,02 10,09 0,37"™ 994 6,48 0,63™ 109,83 88,47 0,46™
246 7,66 6,98 0,13™ 1,95 6,59 0,20™ 8,10 567 0,57™ 22,74 20,55 0,85™ 252,80 159,33 0,29™
260 7,77 6,95 0,01* 2,26 3,33 0,74™ 12,44 3,03 0,05™ 18,04 253 0,23™ 181,56 144,84 0,57
274 8,08 7,07 0,02 10,04 2,07 0,10™ 11,84 4,07 0,07™ 22,13 30,86 0,73™ 128,05 85,24 0,42™
288 7,58 7,01 0,09™ 321 451 062™ 7,94 244 0,03* 1497 11,86 0,60™ 146,92 120,38 0,39™
302 7,78 7,17 0,09™ 1,09 562 0,12™ 536 7,63 057" 3520 1249 0,53™ 95,83 107,66 0,77
316 7,54 6,72 0,30™ 8,68 0,57 0,02+ 14,13 13,73 0,91™ 528 12,26 0,28™ 127,20 159,69 0,38™
330 7,52 6,83 0,04 353 3,53 1,00 761 11,56 0,34 7,38 24,99 0,12 107,87 155,05 0,27
358 7,46 6,69 0,02* 3,36 11,28 0,06™ 8,97 12,34 068™ 21,90 30,38 0,72™ 190,65 116,59 0,32"
402 7,61 6,98 0,13™ 0,00 2,00 0,13™ 3,05 846 0,24™ 1253 9,03 0,37™ 137,43 60,62 0,01*
432 7,41 717 027" 0,00 2,02 0,22™ 1,04 9,20 0,00** 3,16 12,26 0,03 116,68 96,63 0,70
462 7,45 6,78 0,05™ 0,00 0,00 - 423 386 0,88™ 528 3,96 0,80™ 112,24 210,09 0,03*
492 7,02 7,00 096" 0,00 1,96 0,13™ 4213 846 054™ 1461 9,02 048™ 97,09 61,04 0,24
522 8,15 7,45 0,11™ 0,00 354 0,22™ 262 563 0,04* 4,28 1,73 0,35™ 150,66 209,62 0,09™

PT = Proteina total
NI= N&o identificada nominalmente
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Tabela 9. Médias e significancias do teste t da concentragdo sérica das fracoes
protéicas, presentes no tragado eletroforético em gel de acrilamida (SDS-
PAGE), de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no grupo testemunho

(G2).
Proteinas / Pesos Moleculares KD
IN/170 NI/ 159 NI/ 142 Ceruloplasmina / NI/ 122

DAI 128

G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Teste t
0 64,81 101,75 0,04* 14,45 17,37 0,28™ 29,29 29,44 0,98"™ 42,05 42,46 0,96™ 54,91 53,20 0,89
1 54,53 58,06 0,89™ 23,89 19,58 0,69™ 2562 27,07 0,81™ 49,93 34,36 0,27" 43,28 50,10 0,64™
2 22,78 28,09 0,78™ 19,48 33,95 0,38™ 26,33 24,61 0,81™ 39,24 37,29 0,82™ 32,64 24,02 0,59™
3 4,57 42,87 0,16™ 12,73 21,74 0,09™ 13,89 2571 0,25™ 31,62 26,16 056™ 28,89 26,85 0,89
4 29,03 47,95 0,46™ 2581 2521 0,94™ 2265 36,42 0,17™ 30,51 21,91 0,27™ 26,48 16,98 0,29™
5 44,74 0,00 0,15™ 23,36 24,53 0,75™ 27,78 27,43 0,95™ 40,75 22,84 0,09™ 33,89 30,62 0,59™
6 28,66 34,25 0,83™ 18,88 30,61 0,01* 20,06 32,05 0,17"™ 39,54 48,15 0,58™ 27,63 23,83 0,31™
7 43,77 74,94 0,04* 14,84 1542 0,64™ 27,74 34,43 0,32™ 47,54 54,15 0,65™ 31,21 42,96 0,26"™
14 52,57 89,34 0,15™ 14,12 1514 0,76™ 26,15 40,26 0,13"™ 55,08 59,96 0,73" 38,25 56,95 0,14™
29 51,62 59,97 0,82™ 19,07 23,95 0,21™ 28,96 27,59 0,85™ 46,86 34,11 0,29™ 43,31 33,58 0,59
57 42,01 86,11 0,05 14,56 17,23 0,39™ 26,82 24,15 0,76™ 47,11 32,63 0,31™ 42,03 52,50 0,60
85 37,00 33,74 0,89™ 32,30 18,59 0,54™ 17,76 10,56 0,15™ 30,29 20,99 043™ 27,06 38,97 0,15™
120 31,52 10,65 0,41™ 6,99 11,22 050™ 7,78 585 0,68™ 29,94 20,01 0,23™ 19,69 33,06 0,32"
148 79,40 199,23 0,03* 18,86 26,59 0,00 24,01 19,34 0,20™ 40,01 34,23 0,55v 34,50 31,99 0,79™
176 24,88 29,16 0,84™ 18,90 19,28 0,85™ 13,34 18,65 0,38™ 2569 24,13 0,79™ 48,02 50,53 0,81™
204 30,72 71,62 0,19™ 33,27 15,02 0,48™ 21,03 16,22 0,38™ 30,90 23,49 0,24™ 30,49 33,10 0,86"
232 3,51 68,31 0,08™ 17,68 19,56 0,44™ 18,07 21,09 0,67™ 34,22 23,72 0,07™ 52,05 55,00 0,72"™
246 23,46 110,77 0,07™ 18,64 24,15 0,46™ 33,63 24,44 0,25™ 54,93 50,54 0,77™ 57,79 24,89 0,03*
260 59,92 91,96 0,46™ 21,78 15,38 0,25™ 37,65 40,81 0,79"™ 62,74 60,68 0,88™ 60,95 57,81 0,86"
274 102,72 64,05 0,53"™ 16,87 25,07 0,11™ 24,35 29,30 0,28™ 58,11 36,28 0,28™ 67,47 36,32 027"
288 101,34 86,30 0,51™ 1549 17,22 0,73™ 32,26 24,20 0,13™ 62,27 32,75 0,00** 90,40 52,58 0,03*
302 106,60 35,16 0,26™ 18,99 19,07 0,97™ 30,98 10,67 0,11™ 69,71 21,67 0,00** 50,47 39,73 0,52™
316 39,74 9,59 045™ 1537 9,97 04™1 2741 521 0,00 61,97 17,89 0,00** 87,11 29,55 0,02*
330 139,56 193,61 0,18™ 53,17 25,82 0,58"™ 38,32 18,67 0,04* 69,55 33,14 0,01* 107,47 30,98 0,02*
358 49,58 17,93 0,49™ 22,18 18,96 0,50™ 27,34 20,09 0,19™ 60,55 33,87 0,11™ 62,94 31,05 0,24™
402 15,43 70,49 0,03* 30,98 14,69 0,00 33,42 1590 0,06™ 49,60 22,91 0,02 51,96 32,37 0,23™
432 32,78 74,07 045™ 6,05 20,98 0,03* 8,80 22,54 0,04* 61,18 2541 0,00* 4,02 58,78 0,00
462 0,00 0,00 - 570 0,00 0,48™ 12,69 20,97 0,24™ 67,26 53,61 0,64™ 6,51 6,52 1,00™
492 14,62 70,21 0,03* 21,60 14,74 0,40™ 3594 1597 0,05™ 43,64 23,16 0,04* 40,53 32,40 0,69™
522 0,00 7,07 0,22™ 506 7,28 0,80™ 18,52 2595 0,31™ 84,54 68,58 0,36™ 4,79 14,30 0,29™

PT = Proteina total
NI= N&o identificada nominalmente
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Tabela 10. Médias e significancias do teste t da concentracéo sérica das fracdes

protéicas, presentes no tragado eletroforético em gel de acrilamida (SDS-
PAGE), de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no grupo
testemunho (G2).

Proteinas / Pesos Moleculares KD

IN/115 IN/101 IN /90 Transferrina / 82

DA G1 G2 Teste t G1 G2  Testet G1 G2  Testet G1 G2 Teste t
0 15,39 15,98 g1m™ 3451 34,71 (gg™ 114,20 112,44 ggqm 249,91 282,06 (0™
1 16,96 15,19 0 45m™ 33,59 30,89 (76" 114,48 122,24 (ggm™ 251,01 279,22 g 1"
2 12,65 16,61 g49™ 26,78 26,80 10" 114,25 113,92 (gg" 243,89 263,34 (25"
3 9,93 1227 79 20,98 20,21 ggq" 116,75 6943 (15 262,45 323,43 (26"
4 32,79 22,70 g™ 46,58 3546 (71m™ 84,99 94,03 7gm 218,28 228,10 (g4
5 32,37 2519 gq7m™ 48,18 36,55 g 70m™ 158,24 114,46 (47 956,20 270,38 (50"
6 17,96 509 13m™ 37,81 2143 30" 6527 87,65 (53" 222,38 242,38 (g3
7 10,27 15,78 o 09™ 21,93 32,73 5™ 110,04 104,87 (ggm 232,85 256,79 9"
14 12,42 14,85 (44m™ 26,24 23,50 (75m 116,89 128,27 (gpns 278,63 302,58 (oo
29 15,86 14,56 g1m 36,87 2536 (7" 157,22 123,53 ¢ 10™ 331,55 360,69 g 25"
57 14,19 22,86 (1g8m™ 36,89 37,84 gqn 145,07 101,86 (16" 328,13 380,45 o1+
85 13,66 10,05 9™ 41,59 32,49 (5gm 68,61 68,62 10p"™ 261,60 269,56 (76"
120 8,88 6,71 0,75™ 28,22 31,55 0,58 139,25 112,66 0,38™ 337,70 381,32 0,42"™
148 25,13 23,46 0,87" 65,85 47,79 0,34" 194,33 108,23 0,33™ 1164,38 383,09 0,51™
176 11,33 11,26 0,08 34,60 35,63 0,83™ 94,21 77,56 0,37™ 248,14 264,26 0,19™
204 18,74 17,20 (g™ 33,86 3325 o1 99,73 8592 (4™ 248,81 264,71 gg5qn
232 19,25 20,52 73" 37,49 33,99 (5gn 96,68 81,03 (34m 244,29 262,85 (37"
246 26,82 22,52 3gm™ 53,87 41,83 30" 115,63 90,16 (oqns 337,35 316,43 (59
260 29,58 15,17 0,02+ 52,27 24,58 3* 119,48 130,45 ("™ 368,30 309,62 g 11"
274 31,46 13,98 0,03* 41,00 28,85 0,36 68,55 129,75 0,01* 243,11 382,72 0,01*
288 29,31 22,85 g qqm 55,76 37,93 (4" 89,30 102,02 (45" 231,05 380,37 (o**
302 32,49 10,30 o1 66,88 33,38 (17" 113,22 70,17 g 3pm 1710,94 276,56 (29"
316 20,42 6,00 0,02* 59,36 28,23 0,41 72,42 100,96 0,07™ 177,97 342,41 0,00**
330 36,03 22,84 0,18" 52,59 46,31 0,15 80,31 104,95 0,19™ 241,70 371,01 0,00**
358 35,46 17,10 ¢ o4+ 40,57 4539 76" 89,00 126,09 45" 220,99 1628,52 (1"
402 32,4 16,84 0,21" 39,20 32,48 0,23 123,5 84,37 0,06™ 197,23 259,37 0,05™
432 15,79 21,88 g34m™ 43,51 36,56 (59™ 57,31 86,66 (30" 1026,81 282,48 (5pn
462 21,27 15,21 o 57y 42,89 36,14 pep™ 61,31 51,31 g 79™ 188,98 169,13 g
492 29,85 16,90 26" 36,01 32,63 (46" 115,02 84,75 (4gm™ 182,24 260,37 ¢ oo+
522 19,31 31,39 0,53" 34,16 32,45 0,94 105,59 58,99 0,37™ 213,68 225,17 0,86™

PT = Proteina total
NI= N&o identificada nominalmente
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Tabela 11. Médias e significancias do teste t da concentracéo sérica das fracoes
protéicas, presentes no tragado eletroforético em gel de acrilamida (SDS-
PAGE), de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no grupo
testemunho (G2).

Proteinas / Pesos Moleculares KD

IgG de cadeia pesada /

DAl Albumina / 66 57 IN /47 Haptoglobina / 42
G1 G2 Teste t G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet

0 4294,25 4103,05 0,37"™ 1195,81 1143,9 0,67™ 11,38 9,84 0,63 8,39 6,98 0,69™
1 4319,27 4303,27 0,94™ 1181,81 1197,96 0,90" 10,89 12,89 0,63™ 10,02 14,00 0,47"™
2 3773,45 3842,19 0,76" 1249,39 1270,85 0,86"° 17,10 14,80 0,63™ 21,66 24,42 0,71"™
3 4121,85 3854,3 0,31™ 981,63 1103,95 0,44" 16,29 10,31 0,24" 17,62 19,59 0,67"
4 3658,01 3746,08 0,68" 1199,46 1244,62 0,77" 16,72 10,19 0,42"™ 27,60 19,04 0,49"™
5 3306,55 3767,43 0,48" 1053,30 1317,42 0,51" 18,82 13,57 0,41™ 18,93 22,64 0,58™
6 3720,1 3688,68 0,81" 1321,31 1239,14 0,65™ 16,30 15,78 0,93 33,20 32,21 0,89™
7 4041,41 3857,89 0,33"™ 1108,56 1042,84 0,66"° 14,13 9,05 0,09™ 11,49 9,67 0,73"
14 3858,61 4024,86 0,54" 1192,25 1152,45 0,83"° 16,23 9,99 0,08™ 14,54 13,59 0,89™
29 3755,83 3674,81 0,75™ 1230,06 1156,17 0,65" 21,36 8,78  0,03* 17,29 17,21 0,98™
57 3883,39 3931,11 0,75™ 1386,27 1272,98 0,52™ 22,82 17,49 0,25™ 22,88 2468 081"
85 4073,73 4310,20 0,24™ 1123,94 1068,99 0,65" 12,87 13,26 0,96™ 13,96 17,64 0,62™
120 4795,17 5030,30 0,37" 891,19 879,91 0,97™ 7,74 9,03 0,77™ 146,76 9,74 045"
148 3415,13 4215,93 0,39™ 923,33 1061,04 0,72" 13,58 9,48 0,39™ 26,85 26,03 0,93
176 4362,05 460558 0,25" 1068,31 879,26 0,27" 10,27 4,19 0,39™ 15,37 1569 0,97™
204 4540,07 4610,48 0,74"™ 932,09 780,76 0,38" 13,58 6,22 0,29 16,57 1595 0,87"
232 4291,64 4087,16 0,46 1131,28 994,87 0,52"° 17,97 6,39 0,10™ 16,21 23,58 0,24"™
246 4277,39 4156,05 0,64 1345,28 1068,51 0,17"° 17,40 7,94 0,16"™ 17,40 1538 0,61™
260 4342,95 4128,14 0,31"™ 1395,53 1171,41 0,15™ 15,95 10,26 0,10" 2493 13,69 0,18"
274 4349,87 3894,09 0,19™ 1535,58 1218,96 0,04* 21,08 9,28 0,44"™ 28,06 17,96 0,52
288 4398,4 393534 0,10™ 1352,75 1272,99 0,55" 21,99 17,52 0,14" 16,06 24,73 0,34™
302 3167,53 44236 0,23™ 927,14 1097,66 0,76 2423 789 011" 31,62 19,37 043™
316 4418,81 4512,12 0,86"™ 1279,54 787,82 0,00** 15,81 8,11 0,13"™ 14,87 8,71 0,16™
330 4129,23 408343 0,74™ 1463,09 1026,00 0,06" 16,79 9,14 0,26"™ 2443 2519 0,92
358 4273,54 3102,00 0,22 1371,38 559,04 0,02* 19,31 7,48 0,08™ 27,86 1559 0,07™
402 3937,26 4521,26 0,08™ 1250,44 765,62 0,00** 28,14 6,06 0,03* 43,96 15,59  0,02*
432 3916,84 4381,57 0,64" 929,94 1066,85 0,69™ 12,89 7,04 0,16"™ 15,34 2568 0,21™
462 4588,73 3977,54 0,03* 1003,91 1099,59 0,50" 12,20 10,48 0,59™ 20,53 15,71 0,52
492 3618,65 4535,28 0,00** 1156,20 768,96 0,01* 16,65 6,09 0,13 59,41 15,62 0,12™
522 5107,52 4532,23 0,01* 1171,06 1216,94 0,77" 19,57 14,89 0,58 13,11 17,18 0,32™

PT = Proteina total
NI= Nao identificada nominalmente
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Tabela 12. Médias e significancias do teste t da concentracéo sérica das fracoes

protéicas, presentes no tragado eletroforético em gel de acrilamida (SDS-
PAGE), de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no grupo
testemunho (G2).

Proteinas / Pesos Moleculares KD

Glicoproteina

IgG de cadeia leve /

DAl Acida / 38 IN/35 IN/29 IN /27 2%

G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2  Testet G1 G2 Testet
0 8,87 6,28 041™ 216 857 0,22™ 933 7,88 0,59™ 1561 154,34 0,24™ 488,08 384,90 0,36"
1 74 632 069™ 166 226 079 6,75 12,73 0,31™ 10,14 16535 0,23™ 452,19 220,45 0,13™
2 15,26 11,69 0,57™ 12,34 16,97 0,53™ 1593 16,17 0,93™ 21,30 18,89 0,53™ 587,82 603,77 0,83™
3 18,67 11,89 0,22™ 4,79 11,36 021™ 17,29 19,32 0,65™ 129,04 2161 049™ 513,22 558,15 0,76™
4 22,00 14,65 0,63™ 7,79 13,08 0,46™ 2574 21,18 0,38™ 36,80 22,52 0,04* 731,98 660,40 059"
5 11,00 892 0,61™ 11,62 13,66 0,78™ 22,65 20,60 0,80™ 171,72 23,20 0,48™ 559,92 481,17 0,74™
6 16,73 24,74 0,42™ 13,00 13,99 0,91™ 22,27 21,78 0,91™ 30,27 18,58 0,28™ 748,86 491,88 0,28™
7 89 745 056™ 2,98 983 029" 11,43 17,44 0,10™ 1537 1243 0,53™ 49566 483,69 0,89™
14 10,64 850 0,52™ 4,92 566 0,88™ 1565 14,40 0,77™ 2245 1359 0,21™ 526,13 485,12 0,72™
29 1546 12,88 0,51™ 9,15 11,08 0,74™ 22,04 22,93 0,82™ 31,01 2568 0,40™ 647,40 69519 0,69™
57 14,88 1536 0,92™ 7,50 10,62 0,59™ 19,86 2589 0,29™ 26,14 26,77 0,80™ 601,64 57524 0,83™
85 12,87 1598 0,25™ 6,26 6,63 0,93™ 1343 1527 066™ 28,78 22,79 0,25™ 661,60 581,18 046"
120 17,68 11,35 0,31™ 4,96 2,23 0,57™ 1341 12,61 086™ 180,13 14,66 0,44™ 476,69 510,37 0,81™
148 15,47 22,72 0,13™ 14,03 515 0,17™ 16,94 17,40 0,90™ 82,09 26,63 0,45™ 502,45 431,68 0,76™
176 14,88 21,84 0,19™ 6,50 6,28 0,97™ 13,54 20,74 0,17™ 27,09 31,94 0,25™ 549,02 540,25 0,92™
204 12,25 16,66 0,11™ 8,29 10,1 0,77™ 20,44 22,64 0,73™ 32,98 32,03 0,87™ 648,226 623,91 0,81"™
232 12,45 16,64 0,12™ 8,27 9,11 0,85™ 28,56 20,61 0,29™ 4112 26,37 0,21™ 54502 520,84 0,90™
246 17,15 17,25 0,99™ 8,03 6,54 0,80™ 19,77 1562 0,40™ 37,98 34,52 0,64™ 538,23 530,97 0,92
260 19,95 8,67 0,32™ 11,22 567 0,34™ 16,60 14,98 0,76™ 31,02 13,86 0,05™ 621,71 492,96 0,19™
274 34,48 13,46 045™ 4,84 11,53 0,22™ 26,34 24,17 0,86™ 40,28 27,30 0,38™ 785,84 729,27 0,77"™
288 10,00 15,32 0,33™ 3,37 10,57 0,08™ 16,10 25,76 0,16™ 21,85 26,80 0,37™ 651,93 575,08 0,28™
302 3550 20,61 042™ 11,14 6,80 0,41™ 27,63 1570 0,10™ 34,44 23,60 0,52™ 672,96 597,57 0,59
316 16,22 10,26 0,46™ 6,83 1,98 045™ 17,37 11,43 0,25™ 2585 13,15 0,04 725,05 458,32 0,17"™
330 23,50 22,00 0,68™ 22,69 500 0,23™ 16,72 16,87 0,96™ 26,68 2576 0,89™ 474,72 274,28 0,19™
358 23,93 14,15 0,24™ 15,89 11,03 0,78v 26,47 21,59 0,66™ 34,37 159,67 0,23™ 479,60 470,69 0,93™
402 51,11 16,35 0,00 22,36 8,35 0,33™ 52,58 1566 0,01** 5561 28,28 0,01** 731,07 439,19 0,35™
432 29,72 17,98 0,37™ 8,56 9,72 0,9™2 38,61 22,11 0,01** 147,57 28,24 0,44™ 417,83 556,12 0,42"
462 32,11 41,54 045™ 0,00 0,00 - 42,27 36,87 0,38™ 61,16 42,62 049™ 541,56 516,26 0,77
492 44,08 16,44 0,00 12,29 842 0,73™ 48,44 1585 0,01** 41,83 2841 0,42™ 450,64 44598 0,99™
522 49,16 37,64 045™ 7,59 1,65 0,58™ 37,12 28,69 0,54™ 209,26 49,32 0,52™ 413,18 613,68 0,25™

PT = Proteina total
NI= N&o identificada nominalmente
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Tabela 13. Médias e significancias do teste t da concentrag&o sérica de proteina total
e das fragbes protéicas, presentes no tracado eletroforético em gel de
acrilamida (SDS-PAGE), de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e no
grupo testemunho (G2).

Proteina
DAI IN 24 IN 22 IN 21 IN 20
G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet G1 G2 Testet

0 180,85 118,16 0,32" 462 093 016™ 761 563 0417 0,00 0,00 -

1 177,36 232,29 0,60™ 417 42,97 022" 9,85 1221 053" 0,00 0,00 -

2 21410 223,47 0,79 085 1,12 085™ 065 000 027" 0,00 0,00 -

3 150,75 203,40 0,41™ 825 0,00 019" 0,00 389 0,04 0,00 0,00 -

4 146,90 150,25 0,96v 430 000 o048™ 1623 515 063™ 0,00 383 022"

5 77,35 92,45 074™ 0,00 0,00 - 0,00 0,00 - 0,00 0,00 -

6 143,89 117,17 0,66™ 0,38 0,00 0,48v 0,00 0,00 - 0,00 0,00 -

7 17526 177,55 0,95™ 400 1,65 0,09 849 997 064™ 0,00 0,00 -

14 188,45 170,33 0,67™ 418 1,36 0,19™ 364 943 006™ 0,00 0,00 -

29 237,08 240,37 0,94" 310 155 042v 0,00 079 0,227 0,00 0,00 -

57 211,28 208,61 0,96™ 1,01 000 048" 022 066 047™ 0,00 0,00 -

85 287,50 277,74 0,85™ 781 144 010" 796 1630 016™ 0,00 0,00 -

120 190,86 184,79 0,93™ 859 10,62 070" 444 000 041" 0,00 0,00 -

148 134,37 154,30 0,70™ 1,54 0,00 048" 162 551 026" 0,00 251 022"

176 316,07 329,47 0,73™ 7,01 1,06 0,12™ 884 11,74 0,60™ 0,00 272 022"

204 35587 337,05 0,71 787 1,09 011" 761 1530 020" 0,00 240 022"

232 280,38 271,43 0,93 10,90 1,07 016" 477 1234 011 0,00 0,00 -

246 22305 21511 0,89 2,76 083 052" 786 1237 022" 0,00 110 022"

260 211,85 17577 0,51 721 1,32 0,18™ 6,16 6,18 1,007 0,00 348 022"

274 32805 256,24 0,23 1579 1,64 037" 1901 080 018™ 4707 0,00 048™

288 273,04 209,79 0,27 584 0,00 0,09 606 067 016™ 033 000 048™

302 386,22 287,16 0,21 12,71 0,00  0,03* 16,54 10,36 032" 11,74 785 082"™

316 296,43 16577 007 1428 596 027" 6,96 000 0,14™ 098 360 0417

330 320,35 234,68 0,32 2842 000 004* 1574 352 010" 387 423 0957

358 29823 202,52 0,34 13,89 0,00 0,04 20,17 665 0,16™ 995 7,87 088"™

402 47486 404,90 047 120,71 11193 095" 4556 13,22 0,00 58,99 4,16 0,04

432 278,94 290,81 09 110,77 0,00 024™ 64,36 10,44 0,04 6158 399 030"

462 41641 32235 002 1846 1863 098" 15631 7067 003" 2732 5362 0307

492 597,16 404,15 04 17581 108,16 067" 37,94 13,23 0,00 46,03 4,16 008™

522 340,13 310,12 0,35 18,97 457 0,02 60,58 31,06 021™ 6358 2651 026"

PT = Proteina total
NI= Nao identificada nominalmente
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Figura 23. Médias das variagdo das concentragdes séricas (mg / dL), da
imunoglobulina A (IgA) em bovinos experimentalmente inoculados
com T. evansi (G1) e grupo testemunho (G2).
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Figura 24. Médias da variacdo das concentragdes séricas (mg / dL), da
ceruloplasmina em bovinos experimentalmente inoculados com T.
evansi (G1) e grupo testemunho (G2).
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Figura 25. Médias das concentragdes séricas (mg / dL), da transferrina em bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e grupo testemunho
(G2).
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Figura 26. Médias das concentragbes séricas (mg / dL), da albumina em bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e grupo testemunho
(G2).
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Figura 27. Médias das concentracdes séricas (mg / dL), da imunoglobulina G (IgG)
de cadeia pesada em bovinos experimentalmente inoculados com T.
evansi (G1) e grupo testemunho (G2).
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Figura 28. Médias das concentracdes séricas (mg / dL), da haptoglobina em bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e grupo testemunho
(G2).
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Figura 29. Médias das concentracdes séricas (mg / dL), da glicoproteina acida em
bovinos experimentalmente inoculados com T. evansi (G1) e grupo
testemunho (G2).
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Figura 30. Médias das concentracdes séricas (mg / dL), da imunoglobulina G (IgG)
de cadeia leve em bovinos experimentalmente inoculados com T. evansi
(G1) e grupo testemunho (G2).
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4.5 Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A pesquisa de anticorpos da classe IgG anti-T. evansi permitiu verificar que as
primeiras titulagbes positivas = (1:80) ocorreram nos animais 01 e 08 no 14° DAl e
nos animais 03, 07 e 06 no 29° DAI. Nos animais do grupo testemunho (02, 04, 05-
G2) em nenhum momento foi detectada a presenca de anticorpos anti-T. evansi
(1:80).

As titulacbes dos anticorpos anti-T. evansi nos soros dos aninais estéo
apresentadas na Tabela 14 e Figura 31, mostra a reatividade de um soro positivo

frente ao T. evansi.

i|

o
a2
-

Figura 31. A Figura 31 mostra a reatividade de um soro positivo frente ao T. evansi

(HE 40x).
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Tabela 14. Reciproca dos titulos obtidos pela Reagédo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) em bovinos inoculados com T. evansi (01, 03, 06, 07, 08 —G1) e no

grupo testemunho (02, 04, 05 — G2).

Bovinos inoculados (G1)

Bovinos testemunhos (G2)

DAI 1 3 6 7 8 2 4 5
0-13 0 0 0 0 0 0 0 0
14 80 0 0 0 80 0 0 0
15 80 0 0 0 80 0 0 0
22 80 0 0 0 80 0 0 0
29 80 80 80 80 80 0 0 0
36 80 160 80 80 80 0 0 0
43 160 160 160 160 160 0 0 0
50 160 1280 80 160 320 0 0 0
57 160 320 80 80 320 0 0 0
64 160 320 160 160 160 0 0 0
71 160 160 160 160 160 0 0 0
78 160 160 160 160 160 0 0 0
85 160 160 160 160 160 0 0 0
92 160 320 160 160 160 0 0 0
99 160 320 160 160 160 0 0 0
106 320 640 640 160 160 0 0 0
113 320 320 640 160 160 0 0 0
120 320 160 1280 320 320 0 0 0
127 320 640 640 320 160 0 0 0
134 160 320 320 320 160 0 0 0
141 160 160 640 160 320 0 0 0
148 320 320 160 160 320 0 0 0
155 320 640 320 160 160 0 0 0
162 160 320 640 320 160 0 0 0
169 160 160 320 320 160 0 0 0
176 160 320 320 160 80 0 0 0
183 80 160 160 80 80 0 0 0
190 160 320 160 160 80 0 0 0
197 160 160 320 80 160 0 0 0
204 160 320 160 160 160 0 0 0
218 80 160 160 160 160 0 0 0
232 160 160 320 80 160 0 0 0
246 80 160 160 160 320 0 0 0
260 80 160 160 80 160 0 0 0
274 80 80 80 80 160 0 0 0
288 160 80 80 80 160 0 0 0
302 80 160 160 80 160 0 0 0
316 160 160 160 160 80 0 0 0
330 80 80 80 160 80 0 0 0
344 80 80 80 80 80 0 0 0
358 80 80 80 80 80 0 0 0
372 80 80 80 80 80 0 0 0
402 80 80 80 80 80 0 0 0
432 80 80 80 80 80 0 0 0
462 80 80 80 80 160 0 0 0
492 80 80 80 80 80 0 0 0
522 80 80 80 80 80 0 0 0

DAI — dias apo6s a inoculagao;



4.6 Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA-teste)

4.6.1 Dose de reatividade otima de antigeno, soro e conjugado

empregados nos soros bovinos

A concentragdo 6tima do antigeno, determinada por titulagdo em bloco, foi de
5 pg/mL, utilizando a diluicdo unica de 1:100 para os soros de referéncia positivos e
negativos de bovinos e a diluicdo de 1:30.000 do conjugado. Nessas condicdes,
obteve-se a maior DO média (n=10), de 0,935 + 0,478 e a menor DO média dos
soros negativos (n=10), de 0,149 + 0,063. Os soros dos bovinos com DO 2,5 vezes
maior ou igual a média apresentada pelos soros negativos, foram considerados

positivo, ou seja, o ponto de corte foi de = 0,374. Dessa forma, a escala de nivel de

ELISA (NE) ficou assim definida:

NE Densidades 6ticas (DO)

0,000
0,277
0,373
0,503
0,679
0,917
1,237
1,670
2,254

O©Co~NOOGPDWN-O0O

a

a
a
a
a
a
a
a
a

2 3,043

0,276
0,372
0,502
0,678
0,916
1,236
1,669
2,253
3,042

As densidades oticas (DO) e respectivos niveis de ELISA (NE), estédo
ilustrados na Tabela 15. Em meédia, os inversos dos titulos de anticorpos comegaram
a se elevar no 22° DAI e reduziram a partir do 113° DAI (Figura 32).
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Tabela 15. Densidades oticas (DO) e respectivos niveis de ELISA (NE), obtidos em
soro de bovinos inoculados com T. evansi e em soro dos bovinos do
grupo testemunho. O ponto de corte foi de: DO = 0,374.

Bovinos inoculados (G1)

Bovinos testemunhos (G2)

DAl 1 3 6 7 8 2 4 5
DO NE DO NE DO NE DO NE DO NE DO NE DO NE DO NE
0 0,182 0 0,181 0 0,167 0 0,134 0 0,136 0 0,177 0 0,100 0 0,198 0
1 0,140 0 0,259 0 0,155 0 0,157 0 0,279 1 0,221 0 0,146 0 0,276 0
2 0,223 0 0,113 0 0,181 0 0,120 0 0,112 0 0,099 0 0,135 0 0,169 0
3 0,232 0 0,240 0 0,339 1 0,203 0 0,102 0 0,248 0 0,193 0 0,258 0
4 0,146 0 0,119 0 0,168 0 0,132 0 0,340 1 0,250 0 0212 0 0,348 1
5 0,451 2 0,397 2 0,303 1 0,395 2 0,821 4 0,291 1 0313 0 0,119 0
6 0,392 2 0,555 3 1,154 5 0,358 1 0,323 2 0,256 0 0,161 0 0,323 1
7 0,554 3 0,279 1 0,181 0 0,841 4 1,589 6 0,211 0 0,325 1 0,183 0
8 0,401 2 0,424 2 0,517 3 0,291 1 0,733 4 0,244 0 0,165 0 0,235 0
9 0,372 1 0,307 1 0,372 1 0,885 4 0,598 3 0,230 0 0,221 0 0,211 0
10 0,886 4 0,770 4 0,437 2 0,854 4 1,454 6 0,124 0 0,158 0 0,183 0
1" 0,448 2 0,556 3 0,292 1 0,896 4 1,459 6 0,190 0 0225 0 0,241 0
12 0,406 2 0,404 2 0,415 2 0,729 4 1,043 5 0,167 0 0,354 1 0,270 0
13 0,468 2 0,394 2 0,482 2 0,425 2 0,551 3 0,241 0 0,259 0 0,346 1
14 0,661 3 0,461 2 0,627 3 0,642 3 1,013 5 0,301 1 0,189 0 0,144 0
15 0,405 2 0,657 3 0,398 2 0,665 3 0,587 3 0,366 1 0,241 0 0,237 0
22 0,816 4 1,115 5 0,554 3 0,735 4 0,845 4 0,282 1 0,174 0 0,172 0
29 0,694 4 0,926 5 1,137 5 0,473 2 1,048 5 0,233 0 0,176 0 0,332 1
36 0,488 2 0,490 2 0,241 0 0,487 2 0,694 5 0,234 0 0,318 1 0,134 0
43 0,630 3 0,461 2 0,802 4 0,656 3 0,518 3 0,281 1 0,561 3 0,237 0
50 1,032 5 0,866 4 0,441 2 0,437 2 1,400 6 0,235 0 0238 0 0,211 0
57 0,544 3 0,499 2 0,561 3 0,940 5 0,888 4 0,367 1 0,292 1 0,256 0
64 0,392 2 0,875 4 0,744 4 0,604 3 1,844 7 0,146 0 0244 O 0,299 1
71 1,100 5 0,931 5 1,102 5 0,665 3 1,311 6 0,220 0 0,475 2 0,117 0
78 0,792 4 1,013 5 0,919 5 0,730 4 1,710 7 0,263 0 0,299 1 0,172 0
85 0,446 2 0,907 4 0,686 4 0,586 3 1,363 6 0,573 3 0,321 1 0,253 0
92 0,455 2 0,949 5 1,040 5 0,816 4 1,442 6 0,213 0 0262 0 0,177 0
99 1,400 6 1,271 6 0,954 5 0,853 4 1,484 6 0,244 0 0,290 1 0,421 2
106 0,701 4 0,878 4 0,729 4 0,495 2 0,344 1 0,180 0 0,315 1 0,233 1
113 0,923 5 0,872 4 0,844 4 0,594 3 1,499 6 0,289 1 0,369 1 0,396 2
120 0,816 4 0,892 4 0,741 4 0,619 3 0,701 4 0,169 0 0,231 0 0,196 0
127 0,566 3 0,571 3 0,724 4 0,596 3 0,844 4 0,238 0 0209 O 0,289 1
134 0,680 4 1,102 5 0,861 4 1,065 5 2,170 7 0,372 1 0,340 1 0,230 0
141 1,084 5 1,239 6 1,255 6 1,064 5 1,562 6 0,279 1 0,114 0 0,149 0
148 0,493 2 0,880 4 1,400 6 1,068 5 0,852 4 0,259 0 0,389 2 0,248 0
155 0,994 5 0,975 5 1,018 5 0,995 5 1,872 7 0,268 0 0273 0 0,402 2
162 0,366 1 1,116 5 1,072 5 0,915 4 1,498 6 0,242 0 0,318 1 0,195 0
169 0,718 4 0,685 4 0,483 2 0,290 1 0,651 3 0,194 0 0,306 1 0,201 0
176 0,497 2 1,045 5 0,618 3 0,361 1 1,323 6 0,094 0 0219 0 0,133 0
183 0,578 3 1,145 5 0,634 3 0,551 2 1,101 5 0,103 0 0227 0 0,347 1
190 0,686 4 1,358 6 0,333 1 0,717 4 0,332 1 0,199 0 0258 0 0,167 0
197 0,918 5 0,674 3 0,672 3 0,460 2 1,107 5 0,327 1 0,147 0 0,231 0
204 0,686 4 0,786 4 0,428 2 0,472 2 0,962 5 0,241 0 0,181 0 0,223 0
218 1,107 5 1,162 5 0,776 4 1,267 5 1,233 5 0,237 0 0,193 0 0,329 1
232 0,816 4 0,292 1 0,505 3 0,912 4 0,892 4 0,250 0 0,394 2 0,206 0
246 0,399 2 0,493 2 1,029 5 0,717 4 0,689 4 0,238 0 0,290 1 0,202 0
260 1,096 5 1,174 5 0,872 4 0,384 2 1,164 5 0,120 0 0,091 0 0,133 0
274 1,407 6 0,913 4 1,196 5 0,849 4 1,714 7 0,207 0 0,150 0 0,225 0
288 1,367 6 1,203 5 0,991 5 0,695 3 0,779 4 0,107 0 0,237 0 0,213 0
302 0,537 3 0,660 3 0,838 3 0,622 3 1,461 6 0,245 0 0,350 1 0,281 1
316 0,376 2 0,366 1 1,151 5 0,493 2 0,870 4 0,252 0 0,103 O 0,086 0
330 0,779 4 0,657 3 0,208 0 0,554 3 0,490 2 0,216 0 0,140 O 0,118 0
344 0,826 4 0,708 4 0,404 2 0,367 1 0,661 3 0,202 0 0267 O 0,223 0
358 0,782 4 0,529 3 0,768 4 0,466 2 0,597 3 0,115 0 0,104 0 0,164 0
372 0,364 1 0,612 3 0,992 5 0,786 4 0,724 4 0,093 0 0263 0 0,111 0
402 0,461 2 0,494 2 0,306 1 0,344 1 0,372 1 0,158 0 0,252 0 0,094 0
432 0,684 4 0,246 1 0,454 2 0,534 3 0,418 2 0,283 0 0,100 0 0,126 0
462 0,370 1 0,442 2 0,509 3 0,514 3 0,442 2 0,178 0 0336 0 0,277 1
492 1,400 6 0,599 3 0,572 3 0,658 3 0,779 4 0,094 0 025 0 0,134 0
522 0,297 1 0,666 3 0,469 2 0,663 3 0,527 3 0,234 0 0,163 0 0,182 0

DAI — dias apo6s a inoculagdo; DO- Densidades o6ticas; NE — Niveis de ELISA
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= Grupo 1
® Grupo 2

Niveis de ELISA
N w N [&)] (0] ~ (00) ©

0 7 14 22 29 71 113 169 246 358 402 432 462 492 522

Dias apés inoculagoes

Figura 32. Niveis de Elisa obtidos no estudo da Resposta imune humoral (ELISA-
teste) de bovinos inoculados com T. evansi (G1) e comparado com os
resultados do grupo testemunho (G2), durante 522 dias de observagao.

- Ponto de corte (NE =2 ou DO = 0,374)

4.6.2 Comparagao entre detecgdo da resposta imune humoral através da RIFI e
do ELISA-teste

Observou-se concordancia entre o teste de ELISA-indireto e RIFI na detecgéo
de anticorpos anti- T. evansi. Na analisa dos resultados de co-positividade e co-
negatividade pelas duas técnicas obteve-se o indice Kappa de 0,71%. Na analise
comparativa, em relagdo a sensibilidade e especificidade obtivemos 91,9% e 80,3%,
respectivamente, para os dois testes.

Dentre as amostras de soros (480), testadas pela RIFI, foi obtido 46,0% (221)
de positividade, sendo 53,96% (n=259) de soros negativos ao teste. Em relacao a
titulacdo dos soros foi observado 17,085% (n=82) com titulos 1:80, 19,79% (n=95)
com titulo de 1:160, 7,08% (n=34) com titulos de 1;320, 1,67% (n=8) com titulos
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1:640 e 0,42% (n=2) com titulo 1:1280. Pelo ELISA, valores de DO dos soros 2
0,374 foram considerados positivos, destes 52,92% (n=254) dos soros foram
positivos e 47,08% (n=226) dos soros negativos.

Observou-se que 42,29% (n=203) soros apresentaram-se positivos pelas
duas técnicas, enquanto que, 43,33% (n=208) dos soros foram negativos pelas duas
técnicas sob-estudo. Foram detectados 3,75% (n=18) soros positivos a RIFI e
negativos pelo ELISA, no entanto, 10,63%9 (n=51) soros negativo pela RIFI
mostraram-se positivos pelo ELISA (Tabela 16 e 17). Nos bovinos infectados, os
niveis de anticorpos de valor diagnosticos foram obtidos entre 14° e 29° DAI pela
RIFI e entre 6° e 7° DAI pelo ELISA-teste. Baixos titulos de anticorpos foram obtidos
e mantidos durante todo o periodo experimental pelas duas tecnicas (Figura 33 e
34).

Tabela 16. Correlacéo entre os resultados sorologicos pela RIFI e pelo ELISA-teste
na deteccdo de co-positividade e co-negatividade em 480 soros de
bovinos inoculados com T. evansi.

RIFI Positivo Negativo Total
ELISA Numero (%) Numero (%)
Positivo 203 (42,29) 51 (10,63) 254
Negativo 18 (3,75) 208 (43,33) 226

Total 221 259 480
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Figura 33. Numero e titulacdo de soros (n=480) de bovinos experimentalmente
inoculados com T. evansi pela RIFI.
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Figura 34. Numero de soros positivos distribuidos por Niveis de ELISA, de bovinos
experimentalmente inoculados com T. evansi.
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4.7 Achados anatomopatolégicos

4.7.1 LesGes macroscopicas

Ndo se observaram alteracbes macroscopicas nos bovinos inoculados e

testemunhos.

4.7.2 Les6es microscopicas

O exame histopatolégico permitiu evidenciar que o animal 01 apresentou
hiperplasia linféide de linfonodo e o animal 03 apresentou hiperplasia linféide de ndédulo
hemolinfatico (Figura 35 e 36).

Nao foi observada nemhuma alteragdo histopatolégica nos bovinos do grupo

testemunho.
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Figura 35. Fotomicrografia de linfonodo de bovino experimentalmente inoculado com

T. evansi. Notar hiperplasia linfoide, foliculo delineado e grande numero de
células em mitose (Flechas) (HE, 40X). Animal 01 (525 DAI).
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Figura 36. Fotomicrografia de nodulo hemolinfatico de bovino experimentalmente

inoculado com T. evansi. Notar foliculo delineado e grande numero de
células em mitose (Flechas) (HE, 40X). Animal 03 (525 DAI).
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5. DISCUSSAO

Tripanossomiase é uma das doengas dos animais e do homem de alta relevancia
em todo mundo. Ela pode conduzir a uma consideravel subexploracdo dos recursos
naturais e a um baixo nivel de produgdo animal (SILVA et al., 1997). No Brasil, T.
evansi afeta principalmente equiinos e a prevaléncia da infecgdo varia entre regides
(HERRERA et al., 2004). Este parasito, também, pode causar doenca clinica em caes,
camelos, cabras, capivaras, bovinos e bufalos. Entretanto, relatos sobre o efeito
patogénico de T. evansi em bovinos, ovelhas e cabras s&o contraditérios, pois, alguns
autores consideram que este protozoario causa nestas espécies apenas infecgéo
subclinica (NGERANWA et al.,, 1993), e outros defendem que T. evansi afeta
ruminantes domésticos, causando abortamentos, infertilidade, baixa produtividade e
morte (PAYNE et al., 1992; DESQUESNES et al., 2001; SILVA et al., 2007). Também,
FRANKE et al. (1994) ao estudarem a ocorréncia de T. evansi em equinos, bovinos,
caes e capivaras na sub-regido do Pantanal de Poconé, encontraram prevaléncias de
9,6%, 4,2%, 18,6% e 14,0% respectivamente, utilizando ELISA- teste para deteccéo de
anticorpos anti-T. evansi. Recentemente na regido norte do Pantanal de Mato Grosso,
SANTOS et al. (2009) relataram 6bito e a constatacéo de tripanossomiase em bovino e
caes infectados naturalmente por T. evansi. Assim, para a maioria das espécies
doméstica e de vida livre que vivem nas regides endémicas, faltam estudos
comprobatorios sobre a relagcado parasita hospedeiro e o real impacto econdmico e
ambiental desta enfermidade.

A inoculagédo experimental de bovinos com T. evansi possibilitou verificar que a
infeccao por este protozoario segue curso subclinico ou cronico. A presenca de
tripomastigotas no sangue perférico ndo foi observada através dos métodos
parasitolégicos diretos, demonstramdo que os bovinos experimentalmente inoculados
com T. evansi apresentaram baixas parasitemias ao longo do periodo de observacgao,
indicando baixa sensibilidade dos métodos parasitolégicos diretos. Segundo MONZON
et al. (1984) o diagnéstico por meios parasitolégicos diretos sdo mais efetivos quando

os parasitas estdo presentes em grande numero no sangue periférico. Baixas
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parasitemias, também, em condigdes experimentais, ocorreram em bovinos (POCHINI,
2000), ovinos (PASSOS, 2004) e cabras (PATELLI, 2006). Por outro lado, altas
parasitemias foram observadas em equinos (MARQUES, 1996), cdes (AQUINO, 1997),
quatis (HERRERA, 1998) e muares (CADIOLI, 2001). Entretanto, longos periodos com
baixa parasitemia e grandes intervalos aparasitémicos, tem sido relatado em infec¢des
cronicas por este protozoario (LOSOS, 1980).

Pela prova biol6gica, detectou-se T. evansi nos bovinos 01, 06 e 08 no 15° DAI,
06 e 07 no 30° DAI, 01 e 06 no 45° DAI, 06 no 60° DAl e 01 no 75° DAI. Portanto, &
possivel afirmar que a despeito da baixa parasitemia, os bovinos inoculados albergaram
T. evansi por pelo menos 75 dias. Entretanto, tais resultados diferem dos encontrados
em bovinos (POCHINI, 2000), ovinos (PASSOS, 2004) e caprinos (PATELLI, 2006), os
quais detectaram a presenga do tripomastigota pela prova biolégica até 163°, 300° e
365° DA, respectivamente.

O periodo pré-patente, ou seja, o tempo entre a infec¢ao natural ou experimental
e o aparecimento da parasitemia tem duracdo de aproximadamente duas semanas
(BOERO, 1974, PATELLI, 2006). Nos bovinos inoculados verificou-se periodo pré-
patente de 15 a 30 dias. Em bovinos experimentalmente infectados VERMA & GAUTAM
(1982) observaram periodo pré-patente de oito dias e JOHN et al. (1995) de seis a 14
dias. MARQUES (1996), CADIOLI (2001) e PASSOS (2004) verificaram periodo pré-
patente de quatro dias em cavalos e de seis dias em jumentos e ovinos,
respectivamente. Possivelmente, tais variagdes decorram das diferencas entre a
patogenicidade das cepas de outra origem e da susceptibilidade as diferentes espécies
animais estudadas.

O grupo inoculado com T. evansi (G1) apresentou temperatura retal ligeiramente
mais elevada no 29°, 30°, 33°, 35°, 36°, 42°, 44°, 54°, 67°, 74°, 81°, 109° e 200° DAI.
Entretanto, os valores aferidos, apesar de serem maiores do que os verificados no
grupo testemunho, estavam dentro dos limites de normalidade para a espécie bovina
(ROSEMBERGER, et al., 1993) e ndo houve indicios de que os animais inoculados com
T. evansi apresentaram febre, embora, a hipertermia seja um achado comum em

animais infectados naturalmente ou experimentalmente com T. evansi (SINGH &
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GAUR, 1983; MARQUES, 1996; AUDU et al., 1999). No entanto, POCHINI (2000) e
HERRERA (2002) ndo observaram hipertermia em bovinos e quatis experimentalmente
infectados com este hematozoario.

A frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria € movimentos ruminais, em média,
mantiveram mais elevados nos animais infectados com T. evansi. Entretanto estes
dados, também, permaneceram dentro dos valores normais considerados para a
espécie bovina. A auséncia de sinais clinicos patognoménicos, permite inferir que os
bovinos infectados com a cepa de T. evansi empregada neste estudo, comportaram-se
como hospedeiros reservatoério assintomatico da doenca. Embora, esta designacéo seja
relativa, pois sob certas circunstancias, estes podem manifestar sinais de doenca
(LOSOS, 1980). Auséncia de sinais clinicos também foram descritos em bovinos
(POCHINI, 2000), ovinos (PASSOS, 2004) e caprinos (PATELLI, 2006), todos
experimentalmente infectados com a mesma cepa de T. evansi.

Aumento de volume de linfonodos foi evidenciado por POCHINI (2000) em
bovinos. Neste estudo, o bovino 08 (G1) apresentou discreto aumento dos linfonodos
cervicais que se iniciou no 7° DAI, permanecendo, assim, até o final do periodo de
observacao, ou seja 525° DAI. Ainda neste mesmo animal, evidenciou-se edema de
palpebras do 134° ao 136° DAI. De acordo com HOARE (1972), na fase aguda a “surra”
pode ser caracterizada por hipertrofia de linfonodos com aumento da sensibilidade e na
fase crbnica por linfonodos aumentados de volume. Linfoadenopatia generalizada € um
achado frequiente em animais infectados pelo T. evansi, sendo relatado em bovinos
(SINGLA et al., 1996), bubalinos (SINGH & GAUR, 1983), equinos (MARQUES, 1996) e
cées (AQUINO et al. 2002). Outros sinais clinicos, tais como congestdo de membranas
mucosas, epifora, conjuntivites, descargas nasais e oculares mucoides, salivacao,
fraqueza, desidratagcdo, hipertermia, perda de peso e orquites sdo frequentemente
relatados em animais infectados por este hemoparasita (NGERANWA et al., 1991;
SINGLA et al. 1996). Ainda, SANTOS et al. (2009) na regiao norte do Pantanal de Mato
Grosso em fevereiro de 2007, relataram emagrecimento progressivo, moderada
diarréia, edemas submandibulares, seguidos de quedas frequentes, inani¢cdo, decubito

e morte em bovinos naturalmente infectados com T. evansi. Ressalta, ainda, que dois
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meses precedendo os Obitos dos bovinos, sindrome clinica similar foi constatada em
caes na mesma propriedade e proximas a esta. Entretanto, infec¢cdes assintomaticas,
também, ja foram demonstradas experimentalmente em bovinos, caprinos, suinos e
ovinos (WELLS, 1984).

Nos bovinos experimentalmente inoculados com T. evansi nao se verificou
alteragdes fisicas e celulares no liquido cefalorraquidiano e nem observagao do parasita
no mesmo. BOERO (1974) afirma que durante as fases de defesa do organismo, o
tripomastigota localiza-se no liquido cefalorraquidiano, retornando a circulagcao
sanguinea com alteragdes antigénicas que possibilitam novas fases de multiplicagéo.
Sabe-se que a resposta do hospedeiro aos antigenos de superficie sdo altamente
imunogénicos e induzem uma potente resposta litica de anticorpos no hospedeiro
infectado e que a eficiéncia dessa resposta na eliminagédo do parasito € comprometida
pela sua capacidade em alterar a matriz de glicoproteina de sua superficie (VSG)
durante o curso da infeccdo (VICKERMAN, 1978). Segundo SINGLA et al., (1996) e
TUNTASUVAN et al. (1997) T. evansi oculta-se no liquido cefalorraquidiano tornando-
se inatingivel pelo sistema imunolégico. O que possibilita ao tripanossomo esquivar-se
da resposta imune do hospedeiro, assim, a cada resposta de anticorpos os parasitas
modificam seus antigenos de superficie, contra os quais o hospedeiro produz nova
resposta de anticorpos, induzindo sucessivas ondas de parasitemia e populagbes
antigenicamente diferente. Entretanto, a natureza exata das alteragcbes em
determinados 6rgéos durante a infec¢ao pelo tripanossoma e os eventos que levam as
conseqléncias fatais em animais, ainda nao estdo bem esclarecidos (SEED, 1969;
TIZARD, 1998). Infere-se que os bovinos deste experimento eliminaram o parasita
provavelmente apds o 75° DAI.

As contagens de hemacias, as dosagens de hemoglobina e os volumes
globulares, dos bovinos inoculados apresentaram variagdes dentro dos limites
fisiologicos considerados normais para a espécie bovina. O volume corpuscular médio,
a hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular n&o
revelaram alteracdes significativas no decorrer dos 522° dias de observacéo. Achados
semelhantes foram descritos por POCHINI (2000) em bovinos, PASSOS (2004) em
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ovinos e PATELLI (2006) em caprinos, experimentalmente infectados com este
hemoprotozoario. Apesar de anemia ser um achado frequiente na maioria das espécies
animais acometidas por esta tripanossomiase (BOERO 1974; MARQUES, 1996;
CADIOLI, 2001; AQUINO, et al.,, 2002; HERRERA, et al., 2004), nos bovinos do
presente estudo nao se verificou alteracbes hematolégicas compativeis com este
disturbio. Anemia microcitica hipocromica foi descrita em bovinos experimentalmente
infectados com T. evansi na india (SINGH & MISRA, 1988).

O numero de leucécitos, contagens de linfécitos, baséfilos, eosindfilos,
neutréfilos segmentados e bastonetes apresentaram valores dentro da normalidade
para espécie bovina. Pode-se notar apenas, discreta monocitopenia em ambos grupos,
inoculados (G1) e testemunho (G2). Assim, ndo foi possivel verificar nos bovinos
inoculados com T. evansi um padrao de resposta leucocitaria. Entretanto, JAIN (1989)
relata a presenca de leucopenia, atribuida a mielopoiese deficiente nos casos de
tripanossomiases. Segundo HOLMES (1987) a leucocitose com desvio a esquerda é
um achado caracteristico das tripanossomiases africanas. No entanto, SINGH & GAUR
(1983) ndo observaram alteragdes na contagem de leucécitos em bubalinos infectados
com T. evansi. JA MARQUES (1996) e HERRERA et al. (2002) relataram leucocitose
neutrofilica e linfocitopenia relativa em equinos e quatis, respectivamente. AQUINO et
al., (2002) constataram leucopenia com neutropenia em cédes e POCHINI (2000)
observou neutropenia com linfocitose em bovinos infectados com a mesma cepa de T.
evansi. HILALI et al. (2006) observaram significativo aumento na contagem de
leucdcitos em bubalinos infectados com T. evansi.

Pelo exposto, as evidéncias demonstram que o padrdo de resposta leucocitaria
em animais infectados com T. evansi € bastante variavel, portanto, o leucograma
demostrou ser um método de valor limitado no diagnéstico e na avaliagcdo da
patogenicidade dessa tripanossomiase.

Os teores sérico de proteina total dos animais infectados demonstraram
alteragbes significantivas apenas pontuais quando comparados com bovinos
testemunhos. Observagbes semelhantes foram feitas por MARQUES (1996) e
HERRERA (1998), mas diferiram das observacbes feita por KATHIRA & AVSATTHI
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(1985) os quais verificaram redugdes nos teores sérico de proteina total de bezerros
bubalinos infectados com T. evansi.

Os niveis sérico de albumina mantiveram-se inalterados durante o periodo
experimental, valores semelhantes foram verificados por POCHINI (2000) em bovinos.
Segundo BOID et al. (1980) aumentos nos teores de globulinas sdo decorrentes da
producéo constante de gamaglobulinas como resposta imunolégica contra o parasita e
parecem estar relacionados com o fendmeno da variagcdo antigénica (TEVERNE &
BRADLEY, 1999).

Os teores plasmaticos de glicose sofreram altera¢cdes pontuais. Ainda assim,
permaneceram dentro dos limites considerados normais para a espécie bovina. Estes
resultados corroboram com aqueles obtidos por POCHINI (2000) em bovinos.
Hipoglicemia é um disturbio frequentemente observado em animais infectados por este
tripanossoma, podendo estar correlacionado com a severidade da doenga (JAIN, 1993;
MENEZES et al., 2004), uma vez que T. evansi é considerado o maior consumidor de
glicose dentre os membros deste género (WOO, 1977). A reducéo dos teores de glicose
estao associados ao seu rapido consumo pelo parasita e a hipertermia, a qual estimula
as fungdes glandulares, aumentando as reservas de glicogénio hepatico (SINGH &
JOSHI, 1991; PRUDHVI REDDY & HAFEZ, 1996).

Nos bovinos inoculadas com T. evansi nao se verificou hipoglicemia,
possivelmente, devido a baixa parasitemia e as condigdes de manejo nutricional
adequado. De acordo com BOERO (1974) o teor de glicose plasmatica possui
correlagdo negativa com a parasitemia.

Neste experimento, observou-se que o0s bovinos inoculados apresentaram
alteragdes dos indices ictéricos apenas em um momento no 372° DAI, valores estes
que corroboram com os encontrados por POCHINI (2000) em bovinos, PASSOS (2004)
em ovinos e PATELLI (2006) em cabras. Embora ictericia tenha sido verificada por
MARQUES (1996) em equinos e por CADIOLI (2001) em muares. Segundo BOERO
(1974), a ictericia é um achado caracteristico na fase inicial desta tripanossomiase.

Identificou-se nos animais experimentais 26 proteinas com pesos moleculares

que variaram entre 20 e 245 KD, sendo que oito foram identificadas nominalmente
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(imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina, albumina, imunoglobulina G (IgG)
de cadeia pesada, haptoglobina, glicoproteina acida e imunoglobulina G (IgG) de
cadeia leve). Também, PASSOS (2004) relatou em ovinos a preseca de 45 fracdes
protéicas com pesos moleculares que variaram de 12 a 205 KD, TEIXEIRA et al. (2008)
trabalhando com ratos Wistar identificaram 31 proteinas distintas com pesos que
variaram de 12 a 165 KD e PATELLI (2006) trabalhando com caprinos identificou 22
proteinas cujos pesos variaram de 16 a 165 KD. PASSOS (2004) sugere que as
proteinas nao identificadas sejam produtos oriundos da degradacao dos parasitas.

Dentre as proteinas encontradas, cinco sdo consideradas como proteinas de
fase aguda: ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida.
Porém TEIXEIRA (2006) em ratos Wistar identificaram sete proteinas de fase aguda. A
maioria destas proteinas de fase aguda sado glicoproteinas sintetizadas pelos
hepatdcitos como consequéncia de injurias, traumatismos ou infecgcbes teciduais
(BAUMANN & GAULDIE, 1994).

A ceruloplasmina apresentou aumentos significativos no 288°, 302°, 316°, 330° e
492° DAIl. Em poéneis apds quatro horas da indugédo de laminite, houve aumento
significativo da concentragdo plasmatica de ceruloplasmina (FAGLIARI et al. 1997).
Aumento significativo de ceruloplasmina foi observado duas horas apés inoculagdo de
bezerros com Mannheimia haemolytica (FAGLIARI et al., 2003). A ceruloplasmina foi
mais sensivel para detecgdo de doencas inflamatérias em caes (SOLTER et al., 1991).
Porém, tais reultados diferem daqueles encontrados por TEIXEIRA et al. (2008) em
ratos, pois verificaram-se redugdes significativas desta proteina nos estagios iniciais e
intermediarios da evolug¢ao da doenca.

Transferrina apresentou elevagdes significatiavas no 57°, 316°, 330° DAl e
reducao no 288° DAI. A transferrina € considerada proteina de fase aguda negativa,
cujos teores séricos tendem a decrescer na presencga de inflamacdo KANEKO (1997).
Elevacdo nas concentracbes desta proteina também foram verificadas por PATELLI
(2006) e TEIXEIRA et al. (2008) em caprinos e ratos, respectivamente. PASSOS
(2004), trabalhando com a mesma cepa de T. evansi, ndo observou alteracbes nas

concentragdes da transferrina em ovinos infectados experimentalmente.
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Albumina apresentou elevacao significativa no 522° DAI e redugdes no 462° e
492° DAI. Esta é considerada uma proteina de fase aguda negativa, cujos valores
séricos tendem a decrescer em uma condigédo inflamatoria (KANEKO, 1997). Teores
séricos de albumina nos ovinos inoculados com T. evansi foram relativamente menores
durante o periodo experimental, devido ao aumento das globulinas (PASSOS, 2004).
Reducdes significativas desta proteina em ratos infectados experimentamente com T.
evansi foram observados por TEIXEIRA et al. (2008).

Haptoglobina apresentou aumento no 432° DAI. Elevag¢des e diminuicbes desta
proteina em varios periodos, foram observados nos ovinos infectados com T. evansi
(PASSOS, 2004). Em camundongos infectados com T. brucei, a haptoglobina somente
foi detectada dois dias ap0Os a inoculagao e sua concentragdo maxima foi verificada aos
dez dias de evolugdo (NGURE et al., 1997).

A glicoproteina acida apresentou aumentos no 402° e 492° DAI. PATELLI (2006)
trabalhando com caprinos infectados com a mesma cepa de T.evansi, ndo verificou
alteragéo significativa desta proteina, entretanto PASSOS (2004) em ovinos detectou
aumentos significativos do 5° ao 7° DAI e nova elevacgéo desta proteina em torno do 42°
DAI. Bezerros infectados pela M. haemolytica demosntraram aumento significativo da
glicoproteina acida duas horas apés a inoculacdo (FAGLIARI et al. 2003).

A IgA apresentou reducdes significativas em dias variaveis ao longo do periodo
de observagdo, semelhante ao ocorrido em ratos infectados com a mesma cepa
(TEIXEIRA et al, 2008), porém, o significado destas alteragdes ainda sao
desconhecidos.

A 1gG de cadeia pesada apresentou aumentos significativos no 274°, 316°, 358°,
402° e 492° DAl e IgG de cadeia leve nao apresentou alteragdes significativos. Animais
tolerantes ao T. congolense, produzem altos niveis de imunoglobulinas G (IgG) contra
a cisteina protease, tal enzima, contribui para a patologia da infeccado, e a IgG, parece
ser parcialmente responsavel pela tolerancia ao parasita (TIZARD, 2008). UCHE et al.
(1992) observaram que as imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) conferem em coelhos
resisténcia ao T. evansi e que os anticorpos tém propriedades que podem destruir o

protozoario. Entretanto, ha evidéncias de que reagdo a imunidade humoral
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desempenha importante funcdo na patogénese dessas tripanossomiases. Os
tripanossomas utilizam de variagdes antigénicas repetidamente de forma eficaz e estes
antigenos de superficie sdo altamente imunogénicos e induzem potente resposta de
anticorpos no hospedeiro infectado. Tais variagcbes antigénicas, permitem ao
tripanossoma evadir-se da resposta imune do hospedeiro e a cada resposta de
anticorpo, alteram seus antigenos de superficie, contra os quais o hospedeiro promove
nova resposta de anticorpos, levando a sucessivas ondas de parasitemia e populagdes
de tripanossomas antigenicamente diferentes. Dessa maneira, a infecgdo pode levar a
uma ativacao policlonal de células B, o que explicaria os altos niveis de anticorpos
encontrados nas infecgaos por T. evansi (AQUINO, 2007 e TIZARD, 2008).

A pesquisa de anticorpos anti-T. evansi revelou que os bovinos inoculados
apresentaram resposta imune humoral pela RIFI a partir do 14° DAI. Titulos de
anticorpos anti-T. evansi nos animais inoculados oscilaram entre 1:80 a 1:1280. Estes
achados sdo semelhantes aos verificados por PASSOS et al. (2006) e PATELLI et al.
(2007), os quais observaram resposta imune a partir do 14° DAl em ovinos e caprinos
inoculados com a mesma cepa de T. evansi. MARQUES et al. (2001) em infeccao
experimental em equinos observaram anticorpos anti-T. evansi (titulos = 1:80) a partir
do 8°, 9° e 11° DAI, AQUINO et al. (1999) em caes detectaram anticorpos anti-T. evansi
a partir do 12° DAl e CADIOLI (2001) em jumentos observaram anticorpos a partir do 4°
DAl e os titulos de anticorpo. Pelo expostos, nota-se que a resposta imune humoral a T.
evansi, variou de 4 a 15 dias pela RIFI utilizando-se a mesma cepa.

Todos os bovinos infectados neste experimento, apresentaram respostas imunes
humorais a RIFI (titulos = 1:80) a partir do 14° e 29° DAI e pelo ELISA-teste a partir do
5° e 6° DAL. Em média no ELISA, os inversos dos titulos de anticorpos sofreram
maiores elevagdes apdés a 3° semana de evolugao e estes titulos comegaram a reduzir
a partir da 16° semana. Em equinos (MARQUES, 1996), cdes (AQUINO et al., 1999) e
jumentos CADIOLI et al. (2006) infectados com a mesma cepa de T. evansi, utilizada
neste estudo, observaram anticorpos anti-T. evansi a RIF| e ao ELISA-teste a partir do
8°,9° e 11° DAI, 15° e 15° DAl e 12° e 19°, respectivamente. Dos 480 soros avaliados

durante o periodo experimental observou-se que para RIFI, titulos maiores de 1:80,
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considerados positivos, foram detectados em 221 (46,04%) soros, enquanto que 259
(53,96%) soros foram negativos ao teste. Para o ELISA- teste, DO acima de 0,374
foram considerados positivos, destes 254 (53,13%) soros foram positivos e 226
(47,08%) soros negativos. Pode-se observar que as amostras positivas pelo ELISA-
teste e negativas pela RIFI, apresentaram valores de DO muito proximos do valor do
ponto de corte. Assim, podemos observar que a maior sensibilidade do ELISA, foi
capaz de detectar niveis de anticopos no grupo inoculado mais precocemente (a partir
do 5° DAI) que a RIFI. O ELISA-teste diagnosticou sete resutados positivos no grupo
testemunho, sendo estes considerados falso positivos, sendo assim, podemos inferir
que a RIFI mostrou-se mais especifica e o ELISA mais sensivel na deteccédo de
anticorpos anti-T.evansi. Entretanto, vale ressaltar que a comparacdo entre RIFI e
ELISA demosntrou 91,9% de sensibilidade e 80,3% de especificidade e indice Kappa
de 0,71% na deteccao de anticorpos anti-T. evansi o que permite inferir, que os testes
apresentaram boa correlacdo. Os dois testes também apresentaram boa correlagédo em
soros de equinos (MARQUES 1996) e caes (AQUINO, 1999) experimentalmente
infectados com T. evansi.

Os titulos de anticorpos anti-T. evansi observados durante os periodos de baixa
parasitemia em espécies pouco susceptiveis, como a bovina, indicaram que a RIFl e o
ELISA-teste apresentam boa sensibilidade na detecgdo de infecgbes latentes ou
cronicas, sendo portanto, técnicas indicadas no diagnéstico de T. evansi. Ainda, a RIFI
e 0 ELISA-teste tem se mostrado mais sensiveis e de maior valor diagndstico quando
comparadas a outras técnicas sorolégicas como a hemaglutinacdo (VERMA &
GAUTMAN, 1978), aglutinagéo direta (MONZON et al.,1994) e fixagdo de complemento
(BAJYANA et al., 1987). A RIFI apresentou sensibilidade variando de 92,3% a 100%
quando empregada em equinos (MONZON, 1987; BAKOS & BUSTAMANTE, 1982;
MARQUES et al., 2001 e AQUINO, 2007), enquanto no ELISA-teste a sensibilidade
variou de 95 a 100% (PAYNE et al., 1991). Em caes experimentalmente infectados com
a mesma cepa, ambos os testes apresentaram 100% de sensibilidade (AQUINO et al.,
2002). AQUINO (2007) relata que os testes sorologicos para detecgdo de anticorpos

ani-T. evansi podem ser utilizados como ferramentas epidemiolégicas podendo revelar
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tanto infeccdo ativa, como anticorpos persistentes, indicando, assim, o contato do
animal com o protozoario e mais, que o diagnostico das tripanossomiases pelo ensaios
sorologiocos, como o ELISA e a RIFI constituem o primeiro passo para um completo
estudo sobre a distribuicdo da doenga em bovinos, equinos, caes, quatis, etc. Pode-se
observar ainda, que os bovinos deste experimento, apresentaram titulos de anticorpos
anti-T. evansi e densidades oticas baixas quando comparado com equinos, caes e
jumentos (MARQUES 1996; AQUINO, 1999; CADIOLI, 2001) que apresentam altos
titulos e densidades oticas, além de altergbes clinicas e antomopatologicas evidentes
da doenga.

Nos bovinos experimentalmente inoculados com T. evansi verificou-se apenas
discretas lesdes anatomopatoldgicas. Tais resultados diferem dos relatados por
POCHINI (2000), em bovinos experimentalmente infectados e necropsiados com cerca
de cinco meses de evolugdo, onde verificou-se aumento de volume, a palidez de
linfonodos com intensa hiperplasia linféide, figuras de mitose e diversas areas
hemorragicas, hiperplasia linfoide em bago, congestdo e esteatose hepatica, enterite,
hepatite centrolobular, pneumonia, meningoencefalite e meningomielite. A nao
evidenciacao de lesdes semelhantes nos bovinos do presente estudo possivelmente se
deve ao longo periodo de observacéao (525 dias), com possibilidades de eliminagdo do
parasita e recuperagdo do hospedeiro. Hiperplasia linféide foi um achado comum,
também, verificado em caprinos (NGERANWA et al., 1993 e PATELLI, 2006), eqlinos
(MARQUES, 1996), quatis (HERRERA, 1998) e ovinos (PASSOS, 2004) infectados com
T. evansi.

Nos bovinos deste experimento ndo foram observadas lesbes no sistema
nervoso central (SNC), tais resultados, corroboram com PASSOS (2004) em ovinos e
PATELLI (2006) em caprinos. Embora, DAMAYANTI et al. (1994) em bufalos
encontraram, no cérebro noédulos gliais € manguitos perivasculares com infiltrados
linfociticos e POCHINI (2000) em bovinos verificaram no tronco encefalico discreto
processo inflamatério perivascular, lesdes com aspectos de nddulos gliais e no cortex
cerebral observou manguitos perivasculares e glioses. Alteragcdes envolvendo o SNC

em animais infectados por este hematozoario, também, foram relatadas por MARQUES
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(1996) em equinos, AQUINO (1997) em caes, SASEENDRANATH et al., (1995) em
ovinos, HERRERA (1998) em quatis, SINGH & JOSHI (1991) em bubalinos,
NGERANWA (1993) em caprinos. As evidencias demonstraram que a patogenia das
lesdes causadas pelo T. evansi em diferentes espécies animais é multifatorial e
depende da associagéo de diversos fatores, tais como os imunoldgicos, a viruléncia da
cepa, a susceptibilidade do hospedeiro, o tempo de evolugcdo da doencga, a intensidade
da parasitemia, aspectos sanitarios e alimentares.

Os mecanismos diretamente envolvidos na fisiopatogenia da surra em bovinos
ainda nao estdo bem elucidados. Alguns trabalhos sugerem que esta espécie animal se
comporta apenas como reservatorio, entretanto, outros relatam que a doenca se
manifesta claramente. Na presente pesquisa, verificou-se que as condi¢cdes adequadas
de instalacdes e alimentagcdo a que os animais foram submetidos podem ter contribuido
na resisténcia dos mesmos a infecgdo, fato reforcado pelo bom desempenho dos
animais inoculados ao longo do periodo experimental. Pelo exposto, certifica-se que os
bovinos deste experimento se comportaram apenas como hospedeiro reservatorio, nao

desenvolvendo sinais clinicos evidentes da tripanossomiase.
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6 CONCLUSOES

6.1. A cepa de T. evansi isolada por MOREIRA &MACHADO (1985) apresentou
baixa patogenicidade para a espécie bovina e a infecgdo seguiu curso subclinico ou
cronico.

6.2. A prova biolégica permitiu verificar que os bovinos inoculados albergaram o
parasita por pelo menos 75 dias, e, somente um bovino apresentou aumento de
linfonodos cervicais.

6.3. Nao se verificou nenhuma alteracdo no liquido cefalorraquidiano dos
bovinos inoculados com T. evansi, e, também, n&o se isolou o parasita neste fluido.

6.4. A RIFI mostrou-se mais especifica e o ELISA-teste mais sensivel para
deteccao de anticorpos anti-T. evansi em bovinos

6.5. A cepa empregada nao foi capaz de provocar anemia e lesdes teciduais tais
como as observadas em outras espécies animais.

6.6. Aduz que a espécie bovina comportou-se como portador assintomatico de T.
evansi por pelo menos 75 dias, o0 que a caracteriza reservatério, podendo ter

implicagdes na cadeia epidemiolégico da doenca.
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