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PREFACIO

A pujante pecuaria bovina brasileira tem sido considerada
elemento de grande importancia no contexto socio-econdmico do
Pais. Entretanto, o aumento da producao e da produtividade e,
principalmente, da qualidade é fundamental para que a carne bovina
brasileira possa competir no mercado internacional com outros paises,
parceiros como aqueles do Mercosul. Na regiao Centro-Oeste, onde se
encontra a maior concentracao do rebanho zebuino nacional, os
pecuaristas vém introduzindo ra¢as taurinas que $a0 mais sensiveis ao
carrapato e as doencas por ele transmitidas. Assim, urge que O0s
técnicos estejam preparados para atuar, junto aos pecuaristas, no
sentido de evitar prejuizos econdémicos resultantes do agravamento
dos problemas sanitarios causados por essas parasitoses.

Este livio € uma edi¢cao revisada dos capitulos da apostila
elaborada para o CURSO SOBRE CARRAPATO, TRISTEZA
PARASITARIA DOS BOVINOS E TRIPANOSSOMOSE, com énfase em
diagnostico e controle, que foi coordenado pela Embrapa Gado de
Corte em junho de 1997. Nesse contexto, houve preocupacao da
equipe técnica que ministrou o curso, em fornecer informacgoes
atualizadas e apresentar alternativas tecnoldgicas sobre o assunto.
Este representa uma contribuicao da Embrapa aos técnicos e
estudantes interessados no crescimento de uma pecudria bovina que
se desenvolva e se modernize continuamente, preservando sempre a
qualidade zootécnica e sanitaria do rebanho.

Campo Grande, MS, abril de 1998

Raul Henrique Kessler
Maria Aparecida Moreira Schenk
Editores
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O CARRAPATO-DO-BOI Boophilus microplus:
CICLO, BIOLOGIA, EPIDEMIOLOGIA, PATOGENIA
E CONTROLE

Alberto Gomes'

INTRODUCAO

Classificacao

Filo: Arthropoda

Subfilo: Traqueata
Classe: Aracnida

Ordem: Parasitiformes
Subordem: Metastigmata
Familia: Ixodidae
Género: Boophilus

Espécie: B. microplus

Histérico
O Boophilus microplus & origindrio da Asia, notadamente da

ndia e llha de Java. Sua expansdo se deu em virtude das Expedictes

' Méd.-Vet., Ph.D., CRMV-MS N2 0104, Embrapa Gado de Corte, Caixa Postal 154,
CEP 790062-970 Campo Grande, MS.



Exploradoras registradas na Histéria, com as transferéncias de animais
e mercadorias. Hoje é encontrado na Asia, Australia, México, América
Central, América do Sul e Africa, tendo-se estabelecido dentro dos
climas demarcados pelos paralelos 32° Norte e Sul (Wharton, 1974),
com alguns focos nos paralelos 35° Norte e Sul (Nunez et al., 1982).

De acordo com Thiesen (1979), dificiimente pode-se tragar um
roteiro da introdugcao do Boophilus no Brasil. Existem citag0es que ele
teria vindo com bovinos comprados no Chile, no inicio do século XVIi,
e teria entrado no pais através do Rio Grande do Sul. No Brasil, este
ixodideo incide em todo o territério, com variacoes de parasitismo de
acordo com as variagdoes climéaticas, manejo de rebanho, das
pastagens, da prépria sensibilidade aos carrapaticidas e tipo racial
explorado, sendo os nucleos de ragas européias e de criagao de leite
0S mais atacados por essa ectoparasitose (Gonzales, 1975).

O incremento de &rea de pastagens cultivadas, aliado ao
aumento da carga animal, e a maior participa¢ao de sangue taurino na
regidao de Cerrados, tém proporcionado um desequilibrio no
ecossistema do Boophilus, tendo como conseqliéncia o aumento do

desatio pelo gado zebu a este ectoparasito.

IMPORTANCIA ECONOMICA

O B. microplus alimenta-se de sangue, e esta acdo nefasta é a
primeira e talvez a de menor importancia, apesar de admitir que este
processo espoliativo interfira no ganho de peso durante a vida do

animal. Além disso, a inoculagao de toxinas na corrente circulatéria do
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hospedeiro, poderia interferir na sintese protéica, resultando numa
desproporcao proteina-gordura, com prevaléncia desta ultima, flagrada
por ocasiao do abate.

Além das acoes hematofaga e toxica, o carrapato pode
transmitir pelo menos dois géneros de agentes infecciosos: a rickettsia
Anaplasma sp. e 0 protozoario Babesia sp., responsaveis pela doenca
comumente chamada de “tristeza parasitdria bovina” (TPB). Esta
enfermidade apresenta-se em certas regides como uma séria fonte de
prejuizo a criagao bovina.

O terceiro dano direto produzido pelo carrapato efetua-se no
couro do animal. Este, ao fixar-se, introduz um d6rgao quitinoso e
serrilhado denominado de hipostomio que lesiona o couro,
favorecendo infestacao posterior por miiases cutaneas. Essa lesao é
identificada pelas industrias de calcados e responsabilizada como uma
vultosa fonte de prejuizos (Gonzales & Serra-Freire, 1992).

O Brasil pode ser considerado um pais exportador de couros
crus, curtidos, produtos semi industrializados e industrializados, como
artefatos de couros, calgados, etc. O carrapato constitui-se num dos
mais sérios entraves no aproveitamento total e na comercializacao
desses produtos.

Além desses danos considerados prejudiciais a bovinocultura
brasileira, existem os indiretos que sao aqueles resultantes da mao-de-
obra necessaria para fazer o combate ao parasito, assim como as
demais despesas com construcoes, manutencao de banheiro e uso de
carrapaticidas. Portanto, pela complexidade da acdo dos carrapatos

sobre 0s bovinos e a pecudria mundial, os prejuizos exatos sao dificeis
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de se calcular, contudo, as perdas diretas e indiretas devidas a esse
parasita merecem ser salientadas.

Para a Australia, Wharton & Roulston {1977) estimaram que
0s prejuizos causados pelo carrapato atingem a cifra de 42 milhoes de
dbélares ao ano. No México, Beltran {(1977) citou que o carrapato
causa um prejuizo anual de aproximadamente US$ 303,75 milhées na
exploracao leiteira. Para as areas de sua ocorréncia, calcula-se que
cerca de 150 mil cabecas de gado morrem anualmente por doencgas
transmitidas, com um prejuizo aproximado de US$ 225 milhdes. As
peles e couros sao outros produtos que sofrem séria depreciagao
devido as lesoes produzidas pelos carrapatos, sofrendo desvalorizacao
de até 40% e elevando as perdas a US$ 58,5 milhées. Segundo este
autor o Meéxico deixa de produzir anualmente 550 milhdes de
quilogramas de carne elevando os prejuizos para US$ 3,05 bilhoes.

Na Argentina, Bergue De Grillo Torrado (1976} cita que os
prejuizos em funcdo do carrapato ocorridos no ano de 1972 foi de
US$ 90 milhoges.

Horn & Arteche (1985) citam que as perdas causadas pelo
carrapato no Uruguai sao de 9,5 kg de carne/bovino/ano. Na
Nicaragua, as estimativas mostram que uma vaca leiteira infestada
com 50 carrapatos diminui a producao de leite em 20% e, para o
Brasil, citam que os prejuizos produzidos pelo carrapato situam-se
proximo a US$ 800 milhGes ao ano na pecuéria nacional, e que, sé no
Rio Grande do Sul, calculou-se que o carrapato mata 136.084 bovinos

por ano e 154.843 bezerros deixam de nascer.



Cerca de 70% dos couros curtidos no Brasil sao defeituosos,
devido & acao, principalmente, de carrapatos e bernes, resultando na
afirmacao de Eggers (1983), citado por Horn & Arteche {1985) que,
de cada trés pares de calgcados que saem do pals {o Brasil é o sétimo
maior produtor de calcados do mundo} mais de dois deles sao

fabricados com couros importados.

CICLO EVOLUTIVO

O carrapato B. microplus é parasita monoxeno, ou seja, utiliza
um sé hospedeiro em seu ciclo evolutivo que apresenta duas fases: a
fase de vida livre, que se realiza no solo e, a fase parasitaria, que se
realiza no corpo do hospedeiro.

Em sintese, a fase nao parasitdria comega com a fémea
fecundada e ingurgitada que se desprende do hospedeiro, caindo ao
solo, para realizar a oviposi¢cao, e termina em uma das alternativas: 1)
a fémea morre sem efetuar a oviposi¢gao ou produz ovos inférteis ou,
ainda, suas larvas morrem sem alcancar um hospedeiro adequado; 2)
as larvas oriundas de ovos dessa fémea conseguem alcangar
(acessam) o hospedeiro suscetivel.

A fase parasitaria pode ser, sumariamente, delimitada como
tendo infcio com a fixacao das larvas em hospedeiro suscetivel, as
quais movimentam-se sobre 0 mesmo por cerca de uma hora ou mais,
quando entao procuram fixar-se através de suas peg¢as bucais, dando

infcio a fase parasitaria propriamente dita (Riek, 1965) e o término,
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quando os adultos, incluidas as fémeas fecundadas e ingurgitadas,

caem desse hospedeiro.

Assim, o inicio e o término do ciclo dao-se quase sempre no
pasto, onde geralmente se integram o parasito, o hospedeiro e o
ambiente comum a ambos (Fig. 1).

A publicacdao SENASA (1992) descreve o ciclo biolégico do B.
microplus usando apenas como instares da fase adulta as fémeas
denominadas de nedgina, partendgina e teledgina, sem quaisquer
referéncias aos machos denominados de neandro e gonandro, que
também fazem parte do ciclo biolégico.

Atualmente, sabe-se que os instares, as formas sexuadas mais
evoluidas e, em especial, a partendgina e a teledgina, sao as mais
resistentes. O principio geral é que a forma mais suscetivel é a larva, e
a teledgina a mais resistente. Além disso, € importante referir que as
formas sexuadas, principalmente as fémeas, s6 aparecem a partir do
13° dia ap6s a infestacao. Estes dados sao importantes quando se
trata da escolha do intervalo entre os banhos. Deve-se evitar que os
instares sexuados {menos suscetiveis) entrem em contato com os

carrapaticidas (Gonzales, 1975).

ECOSSISTEMA DO Boophilus microplus
O equilibrio deve ser a meta buscada pelo técnico e/ou
tazendeiro. Todo desequilibrio do sistema resulta em superpopulacao

do carrapato, e na superpopulacao revela-se a resisténcia.



Na Fig. 2 traduzida de Sutherst et al. {1978), estao esbocados
os principais fatores de que depende a sobrevivéncia do B. microplus
em cada segmento do seu ciclo.

Na fase nao parasitaria, as influéncias do clima sao
significativas, ora favorecendo, ora desfavorecendo o0 seu
desenvolvimento. Em condicoes de chuvas abundantes, pastos altos
que produzem sombreamento e temperaturas elevadas, favorecem o
periodo de incubacao, diminuindo o seu tempo. Por outro lado,
temperaturas baixas, as chuvas escassas que diminuem a guantidade
de pastagem sdo fatores adversos ao seu desenvolvimento (Nunez et
al., 1982).

A fase parasitaria, ao contrario da nao parasitaria, € pouco
afetada pelas condigcoes climaticas {Cotton, 1915; Legg, 1930;
Hitchcock, 1955; Riek, 196b).

SITUACAO DO Boophilus microplus EM MATO GROSSO
DO SUL

A pecudria da regido Centro-Oeste vem sofrendo alteracoes
tecnologicas visando ao aumento e a precocidade de producao. Dentre
estas, pode-se citar o desenvolvimento de pastagens de meihor
qualidade, permitindo maior unidade animal por hectare, a introducao
de racas européias, levando a uma transformacgao racial da regido e as
modernas técnicas de manejo, contribuindo para um aproveitamento

racional da propriedade. Entretanto, a ado¢ao dessas tecnologias,



associada as condicoes climaticas, tem favorecido a biologia do 8.
microplus, proporcionando o incremento de suas populagoes, bem
como dos problemas causados.

Esta situacao é inversa daquela verificada no Rio Grande do
Sul, ainda que de forma desordenada e, da Australia, onde o governo
fornece incentivos para a introducao de racas zebuinas, ainda que em
cruzamentos, visando o0 aumento da resisténcia as parasitoses.

A Embrapa Gado de Corte nao poderia deixar de participar da
evolucao na pecudria do Brasil Central e, visando obter informacoes
que melhor orientem os produtores, desenvolveu alguns trabalhos de
pesquisa sobre a biologia do B. microp/lus. Também avaliou algumas
racas européias em cruzamentos com a raca Nelore, predominante na
regiao, com a finalidade de identificar aquela que ofereca melhores
beneficios a pecuaria bovina de corte no Brasil.

Um dos trabalhos desenvolvidos teve por objetivo conhecer a
evolucao da fase de vida livre do 8. microplus, associando-a com as
condicOes climaticas regional. Os resultados deste estudo estdo

contidos na Tabela 1.



TABELA 1. Média (dias) da fase de vida livre do Boophilus microplus

nas épocas de seca e de chuvas em Campo Grande, MS.

Parametros Média/dia/época Media

Seca Chuva geral
Pré-postura 6,7 5,0 5,9
Pré-eclosao 63.3 33.6 _ 48,5
Longevidade larval 39,7 39,9 39,8

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se para o
tempo de pré-postura (tempo decorrido entre o dia de inoculagao até o
dia em que as teledginas iniciam as posturas) uma média de 5,9 dias,
sendo menor no periodo chuvoso e maior no periodo seco.

Para o periodo de pré-eclosao (tempo decorrido entre o dia da
inoculacdo e o dia do inicio da eclosao) uma média de 48,5 dias, com
o mesmo comportamento do periodo de pré-postura, entretanto, para
o periodo seco foi quase o dobro do chuvoso, evidenciando assim,
grande influéncia das condi¢des climaticas nesta fase.

Quanto a longevidade larval (periodo decorrido entre o inicio
da eclosao até a ultima larva viva encontrada), notou-se que a maioria
morria entre 20 e 30 dias, cujas médias obtidas tanto no periodo seco
como no chuvoso foram bastante similares, de 39,7 e 39,9 dias,
respectivamente.

Pelos resultados obtidos, verifica-se que a fase nao parasitaria

do B. microplus na regiao € alterada, ora favorecida ora desfavorecida,
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pelas condicées climaticas, no que diz respeito principalmente a
umidade relativa e temperatura ambiente.

Na adaptabilidade de animais de origem européia em regides
tropicais e subtropicais, um dos fatores consideraveis é a tolerdncia a
endo e ectoparasitas. Com este objetivo estudou-se a incidéncia
sazonal e intensidade parasitaria do B. microp/us em bovinos das
ragas Nelore e Ibagé e nos cruzamentos (F1) das racgas Fleckvieh,
Charolés e Chianina com a raga Nelore, sob condigcdes extensivas de

cerrado, cujos resultados estao na Tabela 2 e na Fig. 3.

TABELA 2. Ndmeros médios de Boophilus microplus em animais da
raca Nelore, |bagé e meio-sangue Fleckvieh, Chianina e
Charolés x Nelore sob condi¢cdes extensivas de pastagens

no Brasil Central (Gomes et al., 1989).

Grupo N° de carrapato/dia Limites
genético + SE Minimo  Maximo
Nelore 3,3 + 0,12a 0(9x) 28
Fleckvieh x Nelore 25,2 + 2,83c¢ 1 76
Chianina x Nelore 22,2 + 2,83c 1 89
Charolés x Nelore 21,0 + 2,38¢ O(1x) 58
Ibagé 59,7 + 18,90b O(1x) 624

Numeros seguidos de letras desiguais na coluna diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 1%.

Pelos resultados obtidos, conclui-se que a raca Nelore possui

grande resisténcia ao B. microplus; que animais meio-sangue nao
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apresentaram diferencas entre si guanto ao numero de carrapatos,
ficando numa situacao intermedidria, e que animais da raca l|bage
apresentaram numeros extremamente altos de  carrapatos,
comparativamente aos demais estudados.

De acordo com os valores contidos na Fig. 3, verifica-se que
as maiores intensidades parasitarias foram observadas durante o0s
meses de fevereiro a maio, com uma queda em mar¢o e durante 0S
meses de setembro e outubro. Este ultimo pique pode ser causado
pela superposicao de duas geragOoes. Em geral, pela distribuicao dos
piques populacionais, pode-se inferir que o B. microplus tem potencial

de desenvolver até quatro geragoes anuais, nos cerrados.

CONTROLE

O controle do carrapato B. microplus teve uma grande
evolucao, principalmente na Australia e nos paises da América Latina,
onde se desenvolvem atividades de controle a este parasita. De
acordo com Cordovés (1996}, para se fazer um bom controle €
necessario estabelecer conhecimentos e tecnologia como: a)
conhecimento taxondmico e bioecolégico do B. microplus nos
diferentes climas e regioes; b} obtencdo e desenvolvimento de
cruzamentos de ragas bovinas mais resistentes aos carrapatos e aos
agentes produtores do complexo tristeza parasitaria bovina; c)
desenvolvimento de pastagens (gramineas e leguminosas} que, de

alguma forma, controlem o carrapato; d) introducao de novos
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farmacos que deixem menos residuos nos produtos de origem animal
(leite, carne etc.) para o consumo humano; e) fiscalizacao do governo
{(municipal, estadual ou federal) visando o registro e controle de
qualidade dos pesticidas e medicamentos veterinarios; f) introducao e
utilizacao de vacinas, inclusive biomoleculares, através de tecnologia
recombinante; g) criagdo de um sistema funcional de vigilancia
sanitaria e de diagnostico precoce de cepas de B. microplus
quimioresistentes, utilizando os servigcos veterinarios.

Ndo ha uma férmula magica ou um método revolucionario
capaz de resolver definitivamente o problema do parasitismo dos
bovinos pelo B. micropius, mas sabe-se que uma associagcao de
métodos alternativos de acordo com cada situagao permite obter
excelentes resultados e até mesmo reduzir o uso de carrapaticidas.

Segundo Gonzales (1975), faz-se necessario o combate ao B.
microplus tanto em &reas onde se verificam grandes infestagdes
durante todo o ano, quanto em é&reas com baixa infestagao mesmo
que em alguma época do ano. Nas areas com altas infestacbes, os
danos produzidos pelo carrapato levam a grandes prejuizos e, nas
areas com baixa infestacao e restrita a alguma época do ano, a
importancia da “tristeza parasitaria” assume grandes proporgoes,
verificando-se assim, que, em ambas as condi¢cdes, o B. microplus é
uma fonte de prejuizo a bovinocultura.

Em fungao do ciclo do carrapato, existem duas alternativas
para o seu controle: a) fora do seu hospedeiro e b) sobre o

hospedeiro.
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Controle do B. microplus fora do hospedeiro

O controle do B microplus fora do hospedeiro pode ser
realizado por meio de:

- rotagao de pastagens;

- controle biologico;

- utilizacao de pastagens com poder de repeléncia {antixenose)
ou capacidade letal (antibiose) ao carrapato;

- implantacao de lavoura;

- queima de pastagens; e

- alteracao do microclima.

A rotacao de pastagens, de acordo com Wilkinson {1957]),
baseia-se na retirada dos bovinos das pastagens até que todas as
larvas sejam eliminadas por causas naturais, ou que a maioria tenha
morrido (Wharton et al., 1969). Para a utilizacao desta prdatica é
necessario conhecer o periodo de sobrevivéncia das larvas nas
pastagens para que se estabelega o tempo de descanso das mesmas.
Penna (1990) recomenda um tratamento acaricida nos animais antes
de serem colocados em pastagens vedadas, evitando assim, a
contaminacao destas.

Estudando o descanso de pastagem como forma de controle
do Boophilus, Harley & Wilkinson (1964) e Wharton et al. (1969)
citam que foram necessarios menos banhos acaricidas no gado

europeu do que normalmente utilizados, com um descanso de pasto
minimo de 3 meses NO verao e maximo de 6 meses no inverno.

Atualmente, o controle biolégico utilizando insetos,

nematdédeos, virus, bactérias, fungos etc., € uma alternativa que tem
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despertado grande interesse as comunidades cientificas, por causarem
menos agressdes aos animais e ao ambiente. Sua utilizagdo reduzira
em muitc a aplicacao de produtos quimicos, diminuindo assim, a
presenca de residuos no ambiente e nos produtos de origem animal.

No controle biolégico do carrapato, tem-se examinado a
possibilidade do uso de predadores e parasitas, os quais ainda nao
foram considerados eficientes, porém, os fungos Beauveria bassiana,
Verticillum lecani e Mettarhizium anisopliae tém mostrado resultados
promissores (Cordovés, 1996).

De acordo com Matthewson (1984) existem varios exemplos
de predadores entre as formigas, vespas, aranhas, lagartos e
passaros. Com relacdo a predadores, Alves-Branco et al. (1983}, no
Brasil, relataram um novo componente do ecossistema do Boophilus,
que é a Egretta ibis, comumente conhecida por garga-vaqueira.

As variedades de forrageiras tém influéncia na sobrevivéncia
das larvas nas pastagens, pela formacao de um micro ambiente, em
funcdo da forma de crescimento, desenvolvimento e, também, pela
presenga de caracteristicas especificas que atuam sobre a larva, ora
matando-a (antibiose) ora repelindo-a (antixenose). A utilizagdo de
pastagens com poder letal e ou de repeléncia tem-se mostrado capaz
de reduzir a sobrevivéncia dos carrapatos, mas seu efeito é pequeno e
lento. Dentre estas pastagens citam-se as gramineas capim-gordura
(Melinis minutiflfora), Andropogon gayanus (Thompson et al., 1978) e
Brachiaria humidicola (Gomes, 1986); e as leguminosas Styl/osanthes

scabra e S. viscosa (Sutherst et al., 1982).
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A implantacac de lavoura, apesar de ser uttheada com o
objetivo de recuperacao ou renovacao de pastagens, € uma pratica
que indiretamente auxilia o controle do carrapato.

Outros procedimentos tém sido descritos, dentre estes citam-
se a queima de pastagens, aplicacao de acaricidas nas pastagens,
alteracoes do microhabitat com rocadas etc. Porém, 0s resultados em
uma analise mais objetiva tém revelado que tais procedimentos quase
sempre se tratam de alternativas pouco seguras, nao recomendadas,
por outros motivos (destruicao de ambiente, fauna etc.) e até mesmo

antiecondmicas.

Controle do B. microplus sobre o hospedeiro

O controle do Boophilus sobre o hospedeiro, isto é, na sua
fase parasitéria, pode ser realizado por meio de:

- ferombonios associados a substancias toxicas;

machos e fémeas estereis;

vacinas;

mecanismos geneéticos;

racas resistentes; e

uso de carrapaticidas.

O uso de machos estéreis foi muito importante no controle de
certos insetos como a mosca Cochliomyia hominivorax, nos Estados
Unidos da América, México, parte da América Central e algumas ilhas
do Caribe. Quanto ao Boophilus, o uso da esterilizacdo é possivel,
entretanto, € dificil a criagcdo em grandes quantidades e possui baixa

motilidade, consequentemente, baixa dispersao. Além disso, existe o
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fato de que uma fémea pode copular com varios machos, de forma
que a copula com um macho estéril ndo influenciaria sua fertilidade,
desde que ela também copulasse com machos férteis (Matthewson,
1984).

De acordo com Walker {1987), estao sendo conduzidos
trabalhos para o desenvolvimento de vacina anticarrapato, cujos
progressos sdo dificeis de relatar por serem trabalhos secretos,
realizados com a colaboracao de companhias de biotecnologia, que
tém interesse na sua sintese e comercializagao.

Atualmente, encontra-se disponivel no mercado brasileiro uma
vacina contra o Boophilus microplus, de nome comércial “GAVAC”,
composta de um antigeno recombinante denominado Bm86 derivado
de Pichia pastoris, desenvolvida no Centro de Ingenieria Genética e
Biotecnologia (CIGB), de Havana, Cuba e registrada naquele pais em
1993. Existem informacgdes também, de que ha uma vacina de origem
australiana disponivel no mercado brasileiro.

Dentre as formas de combate ao Boophilus supracitadas, com
exce¢ao de ragas resistentes e o uso de acaricidas, 0os demais estao
em fase de experimentacao e ainda nao oferecem uma alternativa
viavel para o seu controle ou nao se tem informacdes suficientes de
sua eficacia, como é o caso da vacina desenvolvida em Cuba.

A resisténcia do hospedeiro tem como base a criacdo de racas
resistentes aos carrapatos, no seu cruzamento com racas mais
resistentes e, ainda, na selecdo para o aumento da resisténcia dentro

dessas racas e de seus cruzamentos.
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O B. microplus estad adaptado ao seu hospedeiro natural, o Bos
indicus. No entanto, quando se introduz o Bos taurus em &areas
enzodticas para este ixodideo, desenvolve-se nos bovinos um
problema agudo em funcao da sua incapacidade para controlar o
numero de parasitas. Animais suscetiveis podem morrer caso nao
sejam tratados com acaricidas, mas esses produtos sao de alto custo
e de dificil producdo, necessitando ainda de ser usados com
frequéncia, elevando-se os custos de produgao.

Na Austrélia, existe um programa de incentivo a criagao de
racas zebuinas ou de seus cruzamentos, como forma de combate ao
carrapato dos bovinos (Powell, 1982). Este programa foi tdao bem
aceito que, em 60 meses (1977-1982), houve um acréscimo de
47,8% das propriedades de gado de corte que tém o zebu puro ou
cruzamento como raca principal (Elder et al., 1985).

Em testes de resisténcia dos bovinos ao Boophilus através de
infestacoes artificiais, Riek (1962) descreve dois tipos de resisténcia:
a) a resisténcia que j§ estd presente quando da primeira infestacao,

que é classificada como INATA; e
b) a resisténcia ADQUIRIDA, que comecga a se evidenciar depois do
animal ter sido exposto a algumas infestacoes.

A resisténcia inata nao depende do contato prévio do bovinos
com o B. microplus. Os resultados obtidos por O’Kelly & Spiers
(1976} mostram que na primeira exposicdo aos carrapatos, ap6s o
nascimento, os bezerros mesticos zebu foram mais resistentes que os
de ragas britanicas, apresentando uma parcela de imunidade inata.

Dentre as possiveis causas da resisténcia inata dos bovinos tém-se: o
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comprimento do pélo (Villares, 1941; Jorddo, 1981); espessura e
dureza da pele {(Ulioa & De Alba, 1957); gléndulas sebaceas (Villares,
1941): e outras, como motilidade da pele, gldndulas sudoriparas e
habitos do animal (Villares, 1941). Entretanto, Wilkinson (1962) nao
encontrou correlacao em nenhuma dessas estruturas com a
resisténcia dos bovinos.

Quanto a resisténcia adquirida observada a partir de algumas
infestacoes, Roberts (1968) mostrou que animais sem exposi¢ao
prévia ao 8. microplus, tém alta suscetibilidade e que, ap6s oito dias
de infestacoes diarias, certo grau de resisténcia € adquirida.

Nas regides do Brasil onde se criam a raca Nelore ou seus
cruzamentos com outras ragas zebuinas nao existe o problema
causado pelo carrapato, salvo algumas situagdes especificas de
manejo (desmame precoce, desmame interrompido etc.). Porém, a
introducao de racgas taurinas, puras ou em cruzamentos com a raga
Nelore, predominante da regiao, na busca do aumento e 'da
precocidade de produgao, podera em curto espaco de tempo provocar
um aumento de infestacao pelo 8. microplus, e conseqlientemente, a

instabilidade da “tristeza parasitaria bovina”.

O USO DE CARRAPATICIDAS

Histérico
Na antiguidade, o homem ja fazia o controle das parasitoses,

empregando produtos naturais de origem vegetal e animal que
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apresentavam efeito parasiticida, originando assim as primeiras
terapéuticas empiricas.

No final do século XIX, o controle do B. microplus se fazia
com o uso de extrato de nicotina, enxofre, oleos, petrdleo cru etc.
Nas primeiras décadas do século XX surgiram os arsenicais, com
excelentes propriedades ixodicidas, iniciando assim o controle quimico
do carrapato. Em 1940, surgiram os organoclorados, os quais foram
intensamente utilizados até os anos 60 quando foram impostas
restricées ao seu uso. Surgiram, neste periodo, os organofosforados,
cuja utilizagcao fot muito importante no controle do carrapato. Em
1970, surgiram outros principios ativos, como as formamidinas, as
cicloamidinas e os piretréides que se caracterizam por apresentarem
boa estabilidade. Além disso, apresentam baixa toxicidade, sao
rapidamente metabolizados e eliminados pelos mamiferos, e sao de
rapida degradagao no solo. Mais recentemente, outros grupos como o
benzoil fenil uréia e as avermectinas, foram langados no mercado,
como mais uma alternativa para o controle do B. microplus.

De acordo com Arteche (1975), um bom carrapaticida deve
ter as seguintes caracteristicas:

- ser eficiente na intoxicagdo de todos os estadios parasitérios,

inclusive postura fértil;

nao ser téxico aos hospedeiros;

possuir efeito residual; e

ser econdmico.
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Aplicagdo dos carrapaticidas

A aplicacao dos carrapaticidas se faz através de pulverizacao,
imersao, dorsal (pour-on) e outras formas. Cada método apresenta
suas vantagens e desvantagens e a sua escolha depende da regiao,
tipo de criagao, manejo etc. (Thiesen, 1973).

Os banhos de imersdao sao realizados através de banheiros
carrapaticidas e sdo mais utilizados no RS, principalmente, em grandes
propriedades.

Os banhos de imersdo tém como vantagens:

- facilidade para grandes rebanhos;

- ndo requer pessoal especializado; e

- auséncia de aparelhos mecanicos.

Como desvantagens:

- construcao onerosa;

- permite acumulo de detritos;

- possibilita acidentes; e

- necessita de grande volume de agua.

As pulverizagoes podem ser realizadas por aplicagao manual
ou mecanica e sao mais utilizadas nas regides leiteiras dos Estados de
Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.

A pulverizacao manual pode ser realizada por pulverizadores
costal ou de outros tipos, e a mecanica, através de bretes aspersores
ou pulverizadores motorizados.

As pulverizagbes manuais sao mais indicadas para pequenas
propriedades, isto é, para poucos animais. E um processo barato,

permite a utilizagao de calda nova e possibilita troca do produto.
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Entretanto, permite falha do operador, do pulverizador, e ainda é um
processo demorado.

Os pulverizadores mecanicos apresentam como vantagens:

- carga sempre nova;

- evitam acidentes; e

- requerem menor numero de pessoas.

Como desvantagens possuem:

exigéncia de pessoal especializado;

defeitos mecanicos;

consumo de combustivel ou energia elétrica; e

- vicio pelos animais.

As aplicacoes pelo método dorsal (pour-on}) também
apresentam vantagens e desvantagens.

Como vantagens possuem:

facilidade e rapidez na aplicacao;

nao exigem a contencao do animal;

nao apresentam risco ao operador; e

asseguram o uso na dose correta.

A desvantagem se traduz pelo alto custo por aplicacao.

Em qualquer dos métodos empregados: pulverizagao, imersao
ou dorsal, é de fundamental importancia que se realizem os banhos
com intervalos de 14 ou 21 dias. O nimero de banhos com estes
intervalos vai depender da redugao almejada e densidade populacional.
A Fig. 3 mostra a relagao entre o ciclo parasitario do B. microplus e o

intervalo de banho.
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Com as  dltimas geragoes dos produtos quimicos
antiparasitarios, o carrapaticida {(grupo benzoil fenil uréia) e os
endectocidas (grupo das avermectinas), tem-se novas alternativas de
combate ao B. microplus, porém com suas vantagens e desvantagens.

Nas areas tropicais, 0s carrapatos sao menos vulneraveis, uma
vez que a sua reproducao é continua. Neste caso, sao recomendados
banhos planejados, associados a rotagao de pastagens e & resisténcia
genética dos bovinos, para um perfeito controle do B. microplus.

O poder residual do produto depende de inumeros fatores que
podem aumentd-lo ou diminui-lo. Estes fatores sao:

- principio ativo;

- movimento de calda;

- calor;

- chuva;

- freqUéncia de banhos; e

- comprimento dos pélos.

RESISTENCIA

Introdugdo

Resisténcia aos carrapaticidas é o aparecimento de carrapatos
com habilidade de tolerar doses téxicas que provaram ser letais para a
maioria dos individuos em uma populacao normal da mesma aspécie.

De acordo com Thiesen {1979), o fenémeno de resisténcia é
decorrente da selegao de individuos em uma-espécie. Nio pode ser

induzida pela exposi¢cdo a baixas concentracdes dos iInseticidas, uma
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vez que estes nao produzem mudangas genéticas, mas o0s genes
responséveis pela resisténcia, presentes em baixa frequéncia na
populagao antes do carrapaticida ser aplicado, 1ém suas frequéncias
aumentadas.

Estudos sobre os mecanismos fisiolégicos da resisténcia
revelam que estes compreendem uma série de defesas organicas dos
insetos aos inseticidas, dentre as quais destacam-se como principal a

detoxicagao por meio de sistemas de enzimas.

Mecanismos da resisténcia

Os mecanismos pelos quais o B. microplus desenvolve a
resisténcia, de acordo com Nunez et al. (1982), podem se classificar
em trés grupos principais;
1) alteracao das propriedades do acaricida no local de agao;
2} alteracao da taxa de metabolismo do ixodicida; e
3} alteracdao em sua taxa de veiculacao. Este grupo, apesar de nao ter
0 mecanismo muito demonstrado em fung¢ao da reduzida quantidade
de casos estudados, é considerado potencialmente de grande

importancia.

Situagdo atual da resisténcia

Nos dias atuais, pode-se dizer que a maioria dos grandes
grupos quimicos foram suplantados pelo desenvolvimento de estirpes
resistentes de B. microplus, segundo varios autores (Freire, 1953;
Shaw, 1966; Wharton & Roulston, 1970; Arteche, 1972; Wharton,
1976).
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Para os piretréides, uma das ultimas geragdes de
carrapaticidas colocados no mercado a partir de 1970, ja existe
conhecimento de que, na Australia, ha resisténcia cruzada entre o
permetrin e o DDT (Nolan et al., 1977). No Brasil, Laranja et al.
(1989) identificaram uma estirpe resistente a carrapaticidas piretréides
(cipermetrin, decametrina, flumetrina e cialotrin}, no Estado do Rio
Grande do Sul.

A Unica forma pratica e eficaz de controle do carrapato era, e
continua sendo, a utilizagao de substéncias téxicas, ou carrapaticidas,
empregados sob formas e meios diversos sobre os carrapatos durante
a fase parasitaria, induzindo-os a morte ou a interrupcao de seu cicio
biolégico (Arteche, 1979).

A forma de evitar insucessos com a utilizacdao de
carrapaticidas, evitando assim prejulzos econémicos, é através da
aplicagao de testes de sensibilidade dos carrapatos aos carrapaticidas,

denominado de "testes de biocarrapaticidograma”.

CONSIDERACOES FINAIS

O combate ao B. microplus tem-se verificado, na maioria das
vezes, de forma inadequada, devido ao pouco conhecimento, em
especial, de sua biologia e das formas componentes do seu
ecossistema. Este combate tem-se realizado quase que

exclusivamente na sua fase parasitéria.
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Por outro lado, seria muito interessante, sob o ponto de vista
ecoldgico, a adogao de outras medidas de combate ao 8. microplus.
Dentre estas, podem-se citar as formas naturais de combate, tais
como, controle bioldgico utilizando os inimigos naturais do parasito,
aliado ao manejo de pastagens e ou de pastagens cultivadas que
auxilem neste controle, e ainda a utilizagao de animais e ragas mais
resistentes, procurando sempre reduzir, ao minimo, o uso de
carrapaticidas. Como resultados destas medidas, ter-se-ia um controle

mais econdmico, com menor prejulzo ao ambiente.
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CONCEITO

Tristeza parasitaria dos bovinos (TPB) é nome comum das
doengas causadas por protozodarios do género Babesia e rickettsias do
género Anaplasma que se manifesta, clinicamente, por febre, anemia,
hemoglobinduria, ictericia, anorexia, hemaciagao e alta mortalidade entre

bovinos sensiveis.

ETIOLOGIA

Sao reconhecidas seis espécies de Babesia parasitas de bovinos

(Friedhotf, 1988) e duas espécies de Anaplasma (Ristic, 1977).
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B. bigemina (Smith & Kilborne, 1893), transmitida pelos carrapatos
Boophilus microplus (América, Africa e Austrélia), B. decoloratus
(Africa), B. annulatus (América do Norte) e Rhipicephalus everts/
(Africa).

B. bovis (Babés, 1888), transmitida por Boophilus microplus
(América, Africa e Austrélia}, B. annulatus (América do Norte,
Europa e Asia), B. geigyi (Africa) e R. bursa (Europa).

B. divergens (M'Faydean & Stockman, 1911}, transmitida por
Ixodes ricinus e I. persulcatus (Europa).

B. major (Sergent, Parrot, Lestoquard & Planturreaux, 1926),
transmitida pelo Haemaphysalis punctata (Eurdpa).

B. beliceri* {Abramov & D'Yakonov, 1974), transmitido pelo
Hyalomma anatolicum (Russia).

B. occultans* (Gray & de Vos, 1981}, transmitida pelo Hyalomma
marginatum rufipes {Africa do Sul).

B. ovata (Minami & Ishikara, 1980), transmitida pelo Haemaphysalis
longicornis (Japao).

* Segundo Friedhoff {1988}, a validade da espécie B. occultans

esta em estudo. Caso for considerada idéntica a B. beliceri, entao B.

beliceri deveré ter prioridade.

= Anaplasma marginale (Theiler, 1910), transmitido pelos carrapatos

B. microplus (América, Africa e Australia), Dermacentor andersoni,
D. variabilis e D. occidentalis (América do Norte) e, provavelmente,
outros carrapatos como o R. simus, na Africa do Sul e por insetos
hematéfagos dos géneros Tabanus, Stomoxys, Haematobia,

Psorophora e, provavetmente, outros.
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- Anaplasma centrale (Theiler, 1911), responsavel por uma forma
benigna de anaplasmose na Africa do Sul e utilizada em varios
palses para a imunizagao contra o A. marginale.

No Brasil os agentes da babesiose sao a B. bovis e a B.
bigemina e, da anaplasmose, 0 A. marginale. O principal vetor destes

hemoparasitos é o carrapato B. microplus.

TRANSMISSAO

Babesiose

A babesiose ¢é transmitida, biologicamente, somente pelos
carrapatos. Transmissdo mecanica ocorre, também, por transfusao de
sangue.

Para se entender a transmissao da babesiose, pelo carrapato, é
interessante conhecer, resumidamente, o ciclo de vida destes parasitos,
no carrapato e no bovino, conforme descrito por Friedhoff {1388).

As babesias fazem parte de seu ciclo evolutivo, inclusive a
reproducao sexuada, no carrapato vetor que, por isto, é denominado
vetor biolégico. A fémea adulta se infecta nas ultimas horas do
ingurgitamento. No intestino do carrapato, os parasitos se transformam
em gametas que se fundem dando origem aos zigotos que penetram
nas células epiteliais onde iniciam a divisdo, por esquizogonia, dando
origem a esporocinetos ou merozoitos. Estes invadem a hemolinfa, e
iniciam ciclos de fissdo multipla nos diversos o¢6rgaos da fémea
ingurgitada, inclusive no ovdrio, indo infectar parte dos oocitos. Quando

as larvas origindrias dos ovos infectados comecam a se alimentar, nc
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bovino, a multiplicacdo continua, nas células epiteliais das glandulas
salivares, dando origem aos esporozoitos que serao inoculados, através
da saliva, no bovino. Dai por diante, o parasito se multiplica por fissao
binaria, dentro dos eritrécitos. O esporozoito, invadindo o eritrécito, se
transforma em um trofozoito que, por fissao binaria, dara origem a dois
merozoitos. Estes rompem a célula hospedeira e cada um ira penetrar
em outro eritrocito, dando origem a dois NOvoS Merozoitos.

O ciclo da B. bovis, no carrapato, termina no final da fase de
larva, isto é, esta espécie sO € transmitida, pelo carrapato, durante o
estagio de larva (Mahoney & Mirre,1979). A B. bigemina tem um ciclo
mais longo, sendo transmitida a partir do estégid de ninfa, até parte do
estagio aduito (Callow & Hoyte, 1961).

Resumindo, a transmissao das Babesia spp. € transovariana, no
carrapato. No bovino a B. bovis é transmitida pelas larvas e a B.
bigemina pelas ninfas e adultos iniciais. A transmissao do bovino para o
carrapato se da na fase final do ingurgitamento.

O periodo de incubagcdo da babesiose varia de 7 a 14 dias,
podendo ser mais curto ou mais longo, dependendo da taxa de

inoculacado e da sensibilidade do hospedeiro.

Anaplasmose

Embora os carrapatos sejam considerados como 0s principais
transmissores da anaplasmose, seu mecanismo de transmissdo nao esta
ainda bem definido. O A. marginale é uma rickettsia, portanto, um
procariote, como as bactérias. Assim como as Babesia spp., € um
parasito intracelular obrigatdrio. Kocan et al. (1980a e 1980b)

demonstraram a infecgao e a multiplicacdo do A. marginale em células
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do epitélio intestinal dos carrapatos Dermacentor andersoni e D.
variabilis, considerados os principais transmissores da anaplasmose nos
EUA. Ribeiro {1991), no Brasil, demonsirou a infeccao e formacao de
colénias do A. marginale no intestino do B. microplus.

Apés serem inoculados no bovino, 0s corpusculos iniciais
aderem a superficie dos eritrécitos. A entrada ocorre por invaginagao da
membrana citoplasmatica, com a subseqlente formacao de um vacuolo
parasitéforo. Dal por diante o corpusculo inicial se multiplica por fissao
binaria, resultando em um corpo de inclusao com 4 a 8 corpusculos
iniciais (Ristic, 1977). Estes corpusculos irao, entdo, invadir outros
eritrécitos. Esta multiplicagao prossegue até a morte do hospedeiro ou
o controle da infecgcao pelos mecanismos da resposfa imune. O
carrapato pode se infectar em qualquer estagio. A transmissao para o
bovino ocorre, normalmente, de estagio para estagio, sendo que o0s
carrapatos machos, por sua maior mobilidade e longevidade, sao
considerados mais importantes na transmissao da anaplasmose. A
transmissao transovariana, pelo carrapato, tem sido publicada por
alguns autores (Rosenbusch & Gonzales, 1927; Brumpt, 1931; Laranja
et al., 1975), porém, parece nao ser um modo de transmissao que
ocorre com freqiéncia. O modo de transmissao pelos insetos
hematéfagos, apesar de admitida por muitos autores, nao tem seu
mecanismo bem esclarecido.

O periodo de incubacao da anaplasmose por A. marginale é de
21 a 35 dias, concorrendo com a manifestacao de sintomas clinicos.
Este periodo pode variar, também, de acordo com a taxa de inoculagao
e sensibilidade do hospedeiro. A infecgcao por A. centrale apresenta um

periodo de incubagdo, mais longo, em torno de 42 dias.
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EPIDEMIOLOGIA

A babesiose por B. bigemina e B. bovis ocorre nas Ameéricas
do Sul, Central e do Norte, Europa, Asia, Africa e Australia. A
anaplasmose ocorre nas Américas do Sul, Central e do Norte, Africa e
Australia.

S3o consideradas, entre as doengas tropicais, restritas entre
os paralelos 32° Norte e Sul, e a altitudes inferiores a 1200 m. Estas
condicdes estao relacionadas com -as condicoes epidemioldgicas
favoraveis ao carrapato vetor. A temperatura ambiente é um fator
preponderante para o desenvolvimento | do carrapato e,
conseqlentemente, para a situacao epidemiolégica da babesiose e da
anaplasmose.

No Brasil, sdo endémicas na maior parte do territério onde se
criam bovinos. Na regido Sul encontram-se areas livres, no extremo
sul do Estado do Rio Grande do Sul, nos municipios de Sta. Vitdria do
Palmar, Jaguardo e Arroio Grande. Areas de instabilidade endémica
sao encontradas na fronteira do Rio Grande do Sul com o Uruguai e
no planalto do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. No
Nordeste, devido a seca, criam-se areas de instabilidade no sertao da
Bahia, Pernambuco e Ceara. Nas demais areas, devido as condicoes
climaticas favoraveis para o desenvolvimento do carrapato, durante
todo o ano, a situacao é de estabilidade endémica. Esta estabilidade,
porém, pode ser quebrada por programas de controle intensivo do
vetor.

Assim, no Brasil tem-se trés situagoes epidemioldgicas

distintas, com relacao ao carrapato e a TPB: situacdo livre, onde as
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condicoes climaticas, na maior parte do ano, nao sao favoraveis ao
desenvolvimento do carrapato; situacao de instabilidade endémica,
em que o carrapato interrompe seu ciclo por um periodo de 2 a 3
meses, devido a condigoes climaticas desfavoraveis e situagao de
estabilidade endémica, em que as condicdes climaticas sdo favoraveis
ao desenvolvimento do carrapato durante todo o ano.

Os bovinos nascidos em regioes livres do carrapato sao
sensiveis &8 TPB. Em regides de instabilidade endémica, muitos
bezerros nascem no periodo em que nao ha carrapatos, assim, ao
perderem a protegdo dos anticorpos colostrais, tornam-se totalmente
sensiveis a doenc¢a. Nas regioes de estabilidade endémica, os bezerros
sao infectados pelos agentes da TPB durante os primeiros dias de vida
quando possuem imunidade passiva, transmitida pelas vacas através
do colostro. Ocorrem casos clinicos de baixa gravidade até os quatro
meses de idade. Os bezerros, sendo reinfectados repetidamente,
neste periodo, desenvolvem a imunidade ativa que garantird sua
prote¢cao contra a doenga durante a idade adulta. No Mato Grosso do
Sul, verificou-se que o periodo critico que coincide com os mais
baixos titulos de anticorpos no soro dos bezerros, esta entre os 28 e
56 dias de idade para B. bigemina e 56 a 84 dias de idade para B.
bovis (Madruga et al., 1984). Para a anaplasmose o periodo critico
estd em torno de 60 dias de vida (Madruga et al., 1985). Entretanto,
sao encontrados casos clinicos fatais em bezerros mais jovens

(Kessler et al., 1983).
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DIAGNOSTICO

O diagnéstico é baseado na anamnese, na apresentacao e nos
sintomas.

Ao se fazer a anamnese, tém-se informagdes da origem, raca
e idade dos animais doentes. Se os animais forem importados de
areas livres ou de instabilidade endémica ha grande probabilidade de
tratar-se de TPB, caso 0s sintomas sejam sugestivos. Estes animais
irdo apresentar os primeiros sintomas 7 a 14 dias ap6s serem
expostos a infestacdo pelos carrapatos. Bovinos das ragas europeias
sdo mais sensiveis que os zebuinos. Tratando-se de animais nativos,
sabe-se que os bezerros, obrigatoriamente, passam por perfodos
criticos até a consolidacao da imunidade ativa. Além disto, animais
submetidos a condigcdoes estressantes, como viagens longas,
desmama, castracao, podem sofrer recidiva, principaimente, de
anaplasmose.

Sintomas como febre, anemia, ictericia, hemaciagao, pélos
arrepiados, sao sugestivos de TPB, porém, ndo patognoménicos. A
babesiose por B. bigemina se caracteriza por febre e anemia
hemolitica, com hemoglobinuria. As mucosas ocular, vaginal ou
prepucial estarao palidas, podendo apresentar-se levemente
amareladas (ictéricas). Na babesiose por B. bovis a doenga se
manifesta geralmente na forma aguda ou superaguda, podendo o
animal morrer em poucas horas apds a manifestacao dos sintomas.
Na forma aguda encontram-se sintomas semelhantes aos que ocorrem
nos casos por B. bigemina. Entretanto, este hemoparasito, entre

outras reagoes, provoca modificacoes nos eritrécitos fazendo-os
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acumular-se nos capilares dos 0Orgaos internos, dificultando a
circulagao e consequentemente a oxigenagao, provocando sintomas
nervosos semelhantes aos da raiva. Nos casos superagudos, as
mucosas estarao congestionadas. Isto ira ser confirmado na necropsia
pela congestao dos o6rgaos internos. A anaplasmose, em geral, se
manifesta de forma cronica. Ao ser pe_rcebida, o animal |4 apresenta
profunda anemia. As mucosas estao palidas, porém, nao ocorre
hemoglobindria.

O diagndstico clinico deve sempre ser confirmado pelo
diagndstico laboratorial, em virtude da diferenca de sensibilidade aos
medicamentos e da possibilidade de confusdo com outras doengas.
Mais detalhes sobre o diagndstico diferencial serdo encontrados no
capitulo “Diagnéstico anatomopatolégico da tristeza parasitaria
bovina”.

O diagndstico sorolégico é muito importante para verificar-se
a situacao imunolégica da populagao alvo. Ela determinard as medidas
preventivas adequadas. O capitulo “Diagndstico sorolégico da tristeza

parasitaria bovina” trata deste assunto com detalhes.

CONTROLE

Em areas de estabilidade endémica, o controle é baseado na
manutencao do equilibrio endémico. Sabe-se que o carrapato €, por si
sé, um parasito que causa grandes prejuizos ao hospedeiro.
Entretanto, seu controle deve ser feito de modo a permitir um certo

nivel de parasitismo que permita que todos os bezerros sejam
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inoculados com os agentes da TPB, antes do desaparecimento da
imunidade passiva. O excesso de carrapatos, além de causar anemia,
pode causar imunossupressao, levando a recidivas, principalmente, de
anaplasmose.

Em situagoes de instabilidade endémica ou na importagcao de
bovinos de &reas livres o controle deve ser baseado na vacinagdo da
populagao em risco. Neste caso, os animais a serem vacinados devem

ser mantidos livres de carrapato durante o periodo de reagao vacinal.

Premunigéo x Vacinagéo

O termo vacina foi criado a partir da déscoberta, por Jenner,
em 1796, que material extraido de feridas nos tetos das vacas,
causadas pela “cowpox” ({variola animal), sendo inoculado em
humanos, causava uma infec¢ao benigna e protegia contra “smallpox”
ou variola (Jacobi, 1969).

Premunigao é um termo introduzido por Sergent et al. (1924},
que significa imunidade concomitante. Estes pesquisadores, em seus
estudos sobre a TPB, concluiram que os animais, apds se recuperarem
de uma infecgao primaria pelos agentes da TPB, permaneciam
portadores crdnicos e que a imunidade permanecia enquanto era
mantido este estado de portador. Uma vez eliminado o parasito, o
animal perdia a imunidade, isto é, tornava-se, novamente sensfvel a
doenca. Este conceito foi acolhido pela maioria dos pesquisadores e
veterinarios, tornando-se, assim, universal.

Baseados no exposto acima, pode-se dizer que premunicao e
vacinacgao, em ultima andlise, significam a mesma coisa, isto &, tornar

bovinos imunes a TPB através de métodos artificiais. Para fins de
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tornar este texto mais didatico, sera utilizado o termo premunicao
quando se referir ao método tradicional de imunizagao, em que se
utiliza sangue de doadores de campo; e vacinagcao quando se referir
ao método que utiliza antigenos conhecidos e titulados, obtidos de
doadores, clinica e laboratorialmente sadios, inoculados em condicoes

de isolamento.

¢ Premunicao

Este método de vacinagao teve inicio com os trabalhos
publicados por Pound (1897) na Australia e Connaway & Francis
(1899), nos EUA, citados por Callow {(1977). Os primeiros trabalhos
de premuni¢cao iniciaram-se, no Brasil, no inicio deste século,
conforme revisao apresentada por Freire {(1979). Desde sua
introdugao no Pais sofreu varias modificacoes. Resumidamente, o
método consiste em colher sangue, desfibrinado ou com
anticoagulante, de bovinos adultos, portadores cronicos, geralmente
mantidos no campo, e inocular, por via subcutanea, quantidades que
variam de 3 a 5 ml, nos animais a serem imunizados. Estes animais
devem ser examinados diariamente, durante os periodos de reacao as
Babesia spp. e ao Anaplasma marginale, sendo medicados sempre
gue apresentarem a doenca em sua forma aguda. Apds o término dos
periodos de reagao os animais sao reinoculados. Os animais que
reagirem clinicamente e tiverem que ser medicados durante esta
segunda infeccdo, deverao ser inoculados novamente, para a

confirmacao do desenvolvimento da imunidade.
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¢ Vacinagao com cepas atenuadas

Desenvolvimento das vacinas

Esta tecnologia foi, inicialmente, desenvolvida na Australia
(Callow, 1977). Posteriormente, foi introduzida em outros palses,
inclusive Uruguai (Nari et al., 1979), Argentina (Guglielmone et al.,
1988) e Brasil (Kessler et al., 1987a, 1987b; Schenk et al., 1993).

As vacinas contra a babesiose constituem-se de cepas de B.
bovis e B. bigemina atenuadas, a partir de isolados puros, por
passagens sucessivas em bezerros, clinica e laboratorialmente sadios,
mantidos em area de isolamento. Contra a anaplasmose ¢é utilizado
um isolado de A. centrale. |

O processo de elaboracao da vacina contra babesiose foi
iniciado em 1982 na Embrapa Gado de Corte e constituiu-se de trés
etapas: a) isolamento das cepas; b) atenuacgao; e c) testes criticos em
bovinos suscetiveis. O objetivo desta terceira etapa foi avaliar o grau
de atenuacao, a infectividade e a protecao a campo das cepas
isoladas e atenuadas. Estes experimentos foram feitos com bovinos
suscetiveis, utilizando-se bovinos de raca Hereford no Rio Grande do
Sul (Kessler et al.,, 1987b), bovinos da raga Holandesa (em
publicacao), e bovinos Brangus (Schenk et al., 1993); estes dois
dltimos testes feitos em Mato Grosso do Sul. Durante o periodo
vacinal e de desafio, os grupos experimentais foram avaliados quanto
a temperatura retal, hematdcrito, percentagem de parasitemia e
anticorpos especificos, pelo teste de imunofluorescéncia indireta (IFl},
segundo Madruga et al. (1987).

Com base nos resultados experimentais, tanto no laboratério

como no campo, pode-se concluir que as cepas de B. bovis e B.
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bigemina desenvolvidas pela Embrapa Gado de Corte, apresenram-se
pouco virulentas e capazes de estimular uma imunidade protetora,
superior a 97%, ap6s uma unica vacina¢ao, em bovinos suscetiveis.
Esta vacinas foram registradas pela Embrapa como Embravac B. bovis
e Embravac B. bigemina.
Esta metodologia tem as seguintes vantagens:
1. permitem o teste prévio de cada partida de vacina;
2. mantém as cepas vacinais inalteradas, por tempo indeterminado;
3. podem ser estocadas para serem utilizadas a medida de sua
necessidade;
4. podem ser transportadas para qualquer lugar, mesmo o0s
desprovidos de energia elétrica ou fonte de gelo;
5. podem ser descongeladas e diluidas, previamente, para serem
utilizadas no mangueiro, em vacinagoes coletivas, por cerca de 12

horas.

Uso das vacinas

As vacinas contra TPB, na pratica, sao utilizadas na forma
refrigerada ou congelada. A vacina refrigerada apresenta a vantagem
de sair do laboratério pronta para o uso. Entretanto, tem como
desvantagem o curto tempo de estocagem. Deve ser aplicada num
prazo maximo de 5 dias ap6s a producao. Este prazo nao permite o
teste prévio do lote produzido, antes de sua aplicacao nos animais. A
vacina congelada, mantida em nitrogénio liquido, mantém suas
caracteristicas originais por tempo indeterminado.

As vacinas, tanto refrigeradas como congeladas, tém como

desvantagens: conterem organismos Vvivos que poderao, por
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passagem pelo carrapato, reverter a viruléncia; e serem produzidas em

bovinos. Entretanto, em regioes endémicas, o fato de a vacina conter

organismos vivos nao chega a se constituir num problema. A

producao em bovinos sempre traz consigo o risco de transmissao de

outros patogenos. Por isto, os doadores devem ser previamente
examinados, clinica e laboratorialmente, para todas as doengas
passiveis de serem transmitidas pelo sangue, e serem mantidos em
ambiente isolado de carrapatos e insetos hematofagos. A necessidade

de serem conservadas em tanques de nitrogénio liquido, em parte, é

compensada pela estabilidade garantida ao longo do tempo e da

possibilidade do teste prévio da partida, antes de sua liberacao para o

campo, diminuindo a possibilidade de transmissao de agentes

virulentos e outros patégenos.

A vacina Embravac deve ser aplicada por via subcutinea, na
dose de 2 ml, preferencialmente em bovinos de 4 a 18 meses de
idade, podendo ser aplicada em animais adultos, sempre a critério do
meédico-veterinario.

Alguns fatores devem ser considerados, de acordo com cada
individuo vacinado:

1 - Grau de sensibilidade individual. E esperado, dentro de uma
popula¢do, que alguns individuos manifestem, clinicamente, os
efeitos da infeccdo. Entretanto, nem todas as manifestacdes
clinicas, durante o periodo vacinal, devem ser atribuidas & vacina.
Um criterioso exame clinico e laboratorial pode esclarecer a
etiologia do problema.

2 - Idade dos animais. Os jovens sdo mais resistentes que os adultos

{(Mahoney, 1977). Portanto, superam as fases vacinal e de
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desafio sem necessitar de medicacao especifica. Animais adultos,

principalmente touros e vacas prenhes, podem manifestar sinais

clinicos apo6s a vacinacao. Entretanto, Arteche et al. (1996}, no

Rio Grande do Sul,

nao observaram nenhum sinal

clinico de

doenca e nenhum aborto entre 390 novilhas prenhes, de dois a

trés anos de idad 2, vacinadas com a Embravac-Hemopar.

QUADRO COMPARATIVO ENTRE PREMUNICAO E VACINACAOQ

PREMUNICAQ VACINACAQ'
DOADOR em geral, bovinos de campo | bezerros controlados *
INOCULO desconhecido conhecido e titulado
VOLUME DE SANGUE? 3a10ml 0,2 20,6 ml
ACOMPANHAMENTO intensivo {diario) observacao
PATOGENICIDADE variavel, organismos baixa, organismos
virulentos atenuados
ESTABILIDADE baixa estavel
PROTECAO boa boa
com 2 a 3 inoculacoes acima de 95% com
uma inoculacao
RISCO DE alto baixo

CONTAMINACAO

* bezerros examinados clinica e

isolamento.
"vacina congelada

2 volume de sangue por dose de vacina
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IMUNIDADE CONTRA Babesia E Anaplasma

Flabio Ribeiro Araujo’

Claudio Roberto Madruga?

INTRODUCAO

A imunidade contra Babesia e Anaplasma depende da
resisténcia inata do hospedeiro, em adicao as respostas especificas
contra os antigenos destes hemoparasitos. As citocinas produzidas
pelos macréfagos ativados sao efetivas no estimulo & imunidade nao
especifica. Os mecanismos imunes especificos compreendem tanto
componentes celulares quanto humorais. Os anticorpos protetores,
induzidos primariamente como resultado da atividade dos linfocitos T
auxiliadores, neutralizam a invasao dos eritrocitos pelos merozoitos e
potencializam a fagocitose de parasitos na sua fase extracelular e dos
eritrocitos infectados. Atualmente existem evidéncias que a
recuperacao das infecgoes por Babesia é um processo dependente de

linfécitos T {(Brown et al., 1992).
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MECANISMOS DE RESISTENCIA NAO-ESPECIFICA
CONTRA Babesia

A capacidade do hospedeiro de superar uma infec¢ao por
Babesia ¢é determinada nao apenas pelas respostas imunes
especificas, mas também por caracteristicas inatas do mesmo. O
sistema fagocitico mononuclear e seus mediadores sao importantes
reguladores da resisténcia a Babesia e podem ser ativados por
antigenos de bactérias como Mycobacterium phlei. Estes antigenos
atuam como imunomoduladores, alterando o curso da infec¢ao aguda
por Babesia bigemina, promovendo parasitemias mais baixas e
decréscimos menos acentuados do hematdcrito (Tewari et al., 1996).
Existem também evidéncias de que as células do sistema fagocitico
ativadas produzem intermediarios reativos do oxigénio (IRO) e do
nitrogénio {IRN), que tém acao microbicida e sdo responséaveis pela
degeneracao da babesia no eritrécito, criando as chamadas formas de
crise {Johnson et al., 1996).

Mecanismos fisioldgicos ou bioquimicos de resisténcia inata
também desempenham um papel importante na imunidade contra
Babesia. Um fator dialisavel (peso molecular < 14 kDa), que promove
a inibicdo da multiplicacdo de Babesia bovis e sua eventual morte no
interior dos eritrécitos, foi identificado no soro de bezerros
provenientes de area livre de carrapatos e com sorologia negativa
para este hemoparasito {Levy et al., 1982).

As diversas racas de bovinos também variam em sua
susceptibilidade & babesiose. As racas de Bos indicus s3o mais

resistentes do que as de Bos taurus (Francis, 1966).
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MECANISMOS DE RESISTENCIA ESPECIFICA CONTRA

Babesia

Respostas imunes humorais

O papel das respostas imunes contra Babesia mediadas por
anticorpos ja esta bem esclarecido. A transferéncia passiva de IgG de
bovinos hiperimunizados com 8. bov/s protege animais nao imunes e
esplenectomizados contra o desafio com este hemoparasito.
Possivelmente, o mecanismo envolvido nesta protecao compreende a
fagocitose por macrofagos, apés a opsonizagcao dos eritrécitos
infectados ou merozoitos livres por esta classe de anticorpo,
evidenciando a cooperagao entre componentes da imunidade
especifica e inata (Mahoney et al., 1979}.

Os niveis de anticorpos aumentam durante a fase aguda da
infeccao e depois declinam durante a fase crdénica. Estudos sobre a
cinética da producgao de anticorpos contra B. bigemina mostraram que
a IlgM é detectada 7 dias apés a inoculagao por este hemoparasito,
alcangando um pique no 12° dia e persistindo em um platd até o 22°
dia, declinando até baixos niveis no 28° dia pdés-inoculagao. A IgG
também é detectada no 7° dia pés-infeccao, alcancando titulos mais
altos no 12° dia e permanecendo assim por 7 semanas {O'Donoghue
et al., 1985).

A imunidade passiva, fornecida pelos anticorpos colostrais, é
um fator determinante para o estabelecimento do equilibrio
parasito/hospedeiro. Em regides onde as condicoes climaticas

favorecem a existéncia de populacbes de carrapatos na maior parte

71



do ano, denominadas como areas de estabilidade enzodtica, o0s
efeitos da babesiose sao minimizados pela exposicdo dos animais aos
hemoparasitos desde os primeiros meses de vida, quando os titulos
de anticorpos colostrais estao elevados. Neste periodo, pelo menos
75% da populacao de bovinos se infectam com B. bovis e B.
bigemina e, ap6s a recuperacao da infeccao priméria, os animais
desenvolvem imunidade protetora contra estes hemoparasitos. Por
isto, nesta situacao, é desnecessaria a vacinagcao contra a babesiose
(Mahoney, 1975).

Em estudos realizados no Estado de Mato Grosso do Sul,
avaliou-se os niveis de anticorpos colostraié contra B. bovis e B.
bigemina, sendo demonstrado que os titulos minimos ocorreram, em
meédia, com 29,6 dias e, a partir desta faixa etaria, detectou-se as
primeiras parasitemias e a elevagao dos titulos de anticorpos,
indicando imunidade ativa. A totalidade de bezerros soro-reagentes
ocorreu, em media, aos 74,6 dias para B. bigemina e aos 87,2 dias
para B. bovis, caracterizando uma situagao de estabilidade enzoética
para babesiose {Madruga et al., 1987).

Apés a infecgao aguda, os animais inoculados com Babesia
desenvolvem baixas parasitemias, permanecendo como portadores
assintomaticos por cerca de quatro anos para 8. bovis e por até dois
anos para B. bigemina, estimulando, desta forma, a imunidade do

hospedeiro {Mahoney et al,, 1973).

Respostas imunes celulares
A maioria das informagoes sobre a importancia dos diferentes

tipos de células na imunidade adquirida contra Babesia deriva de
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estudos feitos com transferéncia adotiva em roedores, devido a
dificuldade na conducao deste tipo de experimento em bovinos. A
deplecao de ceélulas T de camundongos imunes contra Babesia microti
afeta a imunidade expressa pelos animais receptores, sugerindo que
as citocinas produzidas por este linfécito, como o interferon-y, sao
importantes na ativagao de outras células, como os macréfagos (Gray
& Phillips, 1983).

Estudos recentes demonstraram que proteinas localizadas nas
roptrias, organelas envolvidas na invasao dos eritrocitos pelos
merozoitos, estimulam uma imunidade protetora contra Babesia em
bovinos. Esta imunidade envolve a participacao de linfécitos T,
através da produgao de citocinas que ativam macréfagos, pela
eliminacao de molécutas parasiticidas (diretamente pelas células T ou
pelos macréfagos ativados) ou pela cooperagao com linfécitos B para
a produgao de anticorpos blogqueadores da invasao deste
hemoparasito (Brown et al., 1992).

A imunizagao de bovinos com a proteina associada a roptria-1
(RAP-1) de B. bigemina estimula predominantemente a proliferacdo de
células T CD4 +, tanto no sangue periférico quanto em linfonodos.
Estas células produzem altos niveis de interferon-y (IFN-y), apds a
estimulagcao com os antigenos deste hemoparasito, e baixos niveis de
interleucina-4 (IL-4). A predominancia aparente de respostas tipo 1
(T,1), os titulos de IgG, e IgG, especificos para RAP-1 nao diferem
marcadamente. Este fato sugere que os niveis de IFN-y {para estimulo

a produgao de igG, )} e IL-4 (para estimulo a producdo de 1gG,) sao
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suficientes para o processo de cooperagdo celular com linfécitos B
(Brown et al., 1996).

A atividade das células "Natural Killer" (NK) estd aumentada
durante a babesiose murina. Esta atividade atinge seu apice durante o
pique de parasitemia e na fase de recuperagao das, infeccoes por 5.
microti. No entanto, o papel destas células na imunidade contra
Babesia ainda precisa ser mais elucidado. Estudos realizados com
células efetoras mononucleares, isoladas do sangue periférico de
bovinos infectados com B. bovis, mostraram que estas destrufram
eritrécitos de galinha sensibilizados com anticorpos, sugerindo que
mecanismos de citotoxicidade celular depe-ndente de anticorpo
(ADCC) podem estar envolvidos na resolucao de infecgdes de bovinos

por este hemoparasito (Goff et al., 1984).

RESPOSTA IMUNE A INFECGCAO POR Anaplasma marginale

As infeccoes por Anaplasma marginale induzem o animal
hospedeiro a produzir uma resposta imune que estabelece uma
resisténcia a esta rickettsia. Na resposta imune humoral, a sintese
inicial € de imunoglobulina da classe M (IgM), que é coincidente com
o inicio da parasitemia. A seguir, durante a fase patente da infecc¢ao,
surge a imunoglobulina da classe G {IgG). Até trinta dias ap6s a crise
hemolitica, as proporgdoes sao em média 25% de IgM e 75% de IgG.
No periodo de infecgao cronica, a proporgao da IgG aumenta (Murphy
et al., 1966). Estes anticorpos tém sido associados 3 resisténcia

adquirida a infecgdo por Anaplasma. Recentemente, foi demonstrado
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que 0S anticorpos contra os corpusculos iniciais desta rickettsia
neutralizam a infectividade destes (Palmer & McGuire, 1984). Uma
vacina produzida com estes corpusculns iniciais produziu uma eficaz
imunidade em animais susceptiveis que foram desafiados com
organismos virulentos de A. marginale (Montenegro-James et al.,
1991). A importancia dos anticorpos na protecao contra A. marginale
é ratificada pelo fato de que os bezerros com baixo nivel ou
inexisténcia de anticorpos colostrais desenvolvem anaplasmose em
regioes de estabilidade enzootica (Madruga et al., 1985). Entretanto,
como ocorre na maioria das respostas imunes as infeccoes, a
interacao entre a imunidade humoral e celular € necessaria para que
estas sejam eficazes. Bovinos susceptiveis inoculados com A,
marginale virulento desenvolveram imunidade mediada por células
(IMC), pois os individuos que tiveram o teste de inibicao de migracao
dos linfécitos positivo logo apos a infeccao evidenciaram sinais
clinicos da doeng¢a, porém sobreviveram, enquanto naqueles que
tiveram um resultado positivo mais tarde, quando a parasitemia ja era
detectada, a doenca se manifestou de forma grave, com morte dos
animais. Em todos os animais que se recuperaram fol verificada uma
forte resposta IMC (Ristic, 1979). Em condicoes experimentais in
vitro, foi identificado um efeito citotéxico dos linfécitos de bovinos
inoculados com A. marginale (Ristic, 1979). Resultados mais recentes
evidenciaram uma relacao circunstancial da IMC na resposta imune as
infeccOes por A. marginale, tal como ocorre em infeccoes por outras
rickettsias, na qual os linfocitos T auxiliadores ativam os macrofagos

através da producdo de interferon-y (Li et al., 1987). Isto ocorre,
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possivelmente, na infecao por A. marginale, porque no cultivo in vitro
de linfocitos sensibilizados com antigeno desta rickettsia, foi
detectada a presenca de interferon-y no sobrenadante da cultura {Gale
et al., 1996). A resisténcia nao especifica também € obtida em
infeccoes com organismos imunologicamente nao correlatos, como
Theileria (Stewart et al., 1990) ou preparacoes de Mycobacterium
{Sharma, 1988).

A imunidade natural também € representada na infeccdo por
Anaplasma pela explosao oxidativa dos leucdcitos. A acao ricketticida
ocorre devido & ativacao de enzimas e producdo de radicais
superoxidos, que matam o Anaplasma {(More et al., 1989). Além
deste mecanismo imunoldgico de resisténcia, trés outros
possivelmente atuam no estabelecimento da resisténcia & infecgao
por Anaplasma: 1- bloqueio dos sitios de ligacdo dos corpusculos
iniciais de A. marginale ao eritrocito; 2- lise direta dos corpusculos
iniciais por anticorpo e complemento; 3- fagocitose e morte
intracelular dos corpusculos iniciais ou dos eritrécitos parasitados

opsonizados por anticorpos ou complemento.
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DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DA
TRISTEZA PARASITARIA BOVINA

Raul Henrique Kessler’

Maria Aparecida M. Schenk?

INTRODUCAO

Nao existem sintomas patognomoénicos de TPB. O diagnéstico
clinico € sempre um diagndstico de suposicao, baseado na anamnese,
apresentacao e sinais clinicos. O diagnoéstico definitivo depende da
confirmacao laboratorial.

A infeccao pelos diferentes agentes da TPB tem
caracteristicas peculiares. A Babesia bovis muitas vezes se manifesta
de forma aguda ou superaguda. O animal ao ser examinado,
apresenta temperatura elevada, mucosas congestionadas e nao
apresenta hemoglobindria. Pode ser observada, tambeéem,
sintomatologia nervosa, manifestada por incoordenacao motora e
andar cambaleante (devido ao acumulo de eritrécitos parasitados nos
capilares dos 6rgaos viscerais e cerebro); estes sintomas podem ser

confundidos com raiva. J& em casos de babesiose por Babesia
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bigemina ocorre uma anemia hemolitica manifestada por mucosas
anémicas e hemoglobinaria. Como o periodo de incubagao das
babesias € 0 mesmo, muitas vezes ha superposicao de sintomas. A
anemia pode ser causada pelo carrapato, por parasitoses
gastrintestinais, por outros agentes, como a Ehrlichia bovis e
Tripanosoma vivax, por caréncia de cobre, cobalto ou ferro. A
hemoglobinuria pode ser observada, também, em casos de
clostridioses (hemoglobinuria bacilar), leptospirose, agentes quimicos
(cobre, mercurio, sulfonamidas) efou plantas tdéxicas, como o0
fedegoso (mioglobinuria). A anaplasmose se caracteriza por uma
anemia intensa, ictericia leve e sem hemoglobindria, além de
hipertermia, anorexia e depressao. Nas formas cronicas da
anaplasmose podem ocorrer recidivas.

Ao proceder-se o exame clinico, nos casos de suspeita de
TPB, deve-se colher sangue com anticoagulante para determinag¢ao do
volume globular (grau de anemia) e preparar laminas delgadas de
sangue periférico (preferencialmente de capilares da orelha ou cauda)
para o exame direto. No caso de bovinos procedentes de outras
regioes, € conveniente fazer-se a colheita de amostras de sangue sem
anticoagulante, para obtencao de soro e determinacao da presencga de
anticorpos especificos. Em caso de morte, suspeita de babesiose,
devera ser feita a necropsia (ver capitulo sobre diagndstico
anatomopatolégico), preparando-se “claps” ou esfregacos de cérebro

para diagnostico laboratorial.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os exames laboratoriais sao de fundamental importancia para
a confirmacao do diagnodstico clinico 2 identificacao especifica do
agente. Em virtude da diferenga de patogenicidade e de sensibilidade
dos diferentes agentes aos medicamentos, o diagnostico laboratorial
fornecera subsidios indispensaveis para a orientacao do tratamento

dos casos clinicos e orientacao de medidas profilaticas.

Exame parasitolégico ou direto

E a principal ferramenta para o diagndstico laboratorial
especifico de casos clinicos. O sangue deve ser colhido de capilares
da margem da orelha ou da ponta da cauda. Para fazer a distensao,
utilizar laminas de vidro, limpas, desengorduradas e secas. Colocar
uma goticula de sangue em um dos extremos de uma lamina €, com
outra, colocada em angulo de 45° a frente da goticula, deslizar
suavemente para confeccao da distensao. Esta deve ser bem delgada,
ocupando a terca parte central da lamina. Secar imediatamente, para
que as hemacias nao se deformem, e identificar com lapis. No
laboratdrio, fixar em alcool metilico (30 segundos) e colocar as
laminas em uma cuba com o corante®, diluido a 1:10 em solucéo
tampdao fosfato, pH 6,6%, por 45 minutos {coloracdo lenta}. Lavar em

agua corrente e secar imediatamente. Examinar ao microscopio, com

¥ Preparacao do corante: - Giemsa em p6 2,279, May-Grinwald em pé 1,90 g, Glicerina
20 ml e Metanol p.a. 1000 ml. Dissolver separadamente, em um gral, pequenas
por¢cdes do corante em glicerina. Lavar com metanol e recolher em um frasco ambar.
Proceder assim até o término do corante. Deixar em repouso 30 dias antes do uso.

* Solucdo tampéo fosfato pH 6,6: fosfato de sodio dibasico {(Na,HPO,) 3,8 g, fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,) 5,47g, dgua destilada 1000 ml.
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objetiva de imersdo. Esta mesma coloracao, em casos de urgéncia,
pode ser feita em 12 minutos (coloracao rapida), colocando-se sobre
a lamina, previamente fixada, 2 ml do corante diluido, em partes
iguais, com o tampao fosfato pH 6,6.

O esfregaco de cérebro deve ser corado da mesma forma que
as laminas de sangue, pelo Giemsa ou pelo May-Grunwald/Giemsa.
Entretanto, a fixacao com alcool metilico deve ser de 1 minuto.

A coloracao lenta proporciona laminas de melhor qualidade,
facilitando o diagnostico especifico. Além disso, possibilita a
visualizacao de reticulécitos e eritrdcitos imaturos, o que € muito
importante para o prognostico. Casos de anemia, sem presenca de
reticuldcitos, tém prognostico reservado a desfavoravel. A presenca
de reticulocitos indica atividade hematopoetica compensatoria e o
prognostico ¢é favoravel. Em bovinos clinicamente normais, 0s
reticuldocitos nao aparecem no sangue periferico, completam seu
amadurecimento total na medula 6ssea ou sao fagocitados no baco.
O aparecimento destas celulas no sangue periférico ocorre em
resposta a perda de sangue ou na recuperacao de uma anemia (Jain,
1986}.

Ao microscopio, podem ser vistas as babesias, protozodrios
que possuem uma membrana externa e o citoplasma onde se
encontram diversas organelas que podem ser visualizadas com o
corante May-Grunwald/Giemsa. A B. bovis se apresenta em forma de
um pequeno anel ou de péra, medindo de 1,0 a 2,5 micrometros (Fig.
1). Nos esfregacos de cérebro, nos casos positivos, os capilares
apresentam-se repletos de eritrocitos parasitados por B. bovis (Fig. 2).

Em casos negativos, 0s capilares aparecem vazios, visualizando-se
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apenas os nucleos das células reticulo endoteliais. A B. bigemina é
mais pleomorfa, sendo encontrados trofozoitos em forma de anel, em
forma amebdide (no processo de divisao) e piriforme (no final da
divisdo) com 2,5 a 4,0 micrémetros de comprimento (Fig. 3).

O A. marginale, como as demais rickettsias, apresenta-se
como uma pequena esfera de cor violeta escura ou preta, localizada
na margem interna dos eritrocitos (Fig. 4). O A. centrale localiza-se
mais no interior do eritrocito.

A verificagao da parasitemia (estimada pela percentagem de
eritrécitos parasitados) pode ser feita pela contagem de, pelo menos,
1000 eritrocitos, contando-se, separadamente, parasitadas e nao
parasitadas, com o auxilio de um reticulo ocular. Através da regra de
trés, calcula-se a percentagem de parasitemia. Nas infeccdes por B.
bovis a parasitemia em geral é baixa. Em casos graves, pode-se
encontrar apenas 0,1 a 0,2%. Em casos clinicos por B. bigemina, em
geral, a parasitemia esta acima de 1,0%, o mesmo acontecendo nos

casos de A marginale.

Hematdcrito

Tecnicamente chamado de volume globular {(VG), é bastante
util para a avaliagao da gravidade do quadro clinico. O VG nada mais
é do que o volume ocupado pelas hemacias em uma amostra de
sangue, sendo expresso em percentagem. Este valor é, geralmente,
determinado pelo método do microhematocrito que compreende o
preenchimento de um tubo capilar, até 2/3 de sua capacidade, com a
amostra de sangue e centrifugacao, por b minutos, a 11.000 rpm, em

uma centrifuga de microhematocrito. A leitura é feita colocando-se o
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tubo sobre um cartao de leitura de microhematoécrito que acompanha
a centrifuga.

O sangue é colhido da jugular ou caudal, em um frasco com
anticoagulante. O anticoagulante mais utilizado ¢ o EDTA (acido
etililenodiaminotetraacético, sal dissédico) na proporcac de 0,25g de
EDTA para 100 ml de sangue. Na pratica, usam-se tubos de coleta de
sangue a vacuo, de 5 ml, colocando-se 0,1 ml de solugao a 10 % de
EDTA em salina. Colhe-se 4 ml de sangue por tubo e homogeneiza-se,
com movimentos suaves, invertendo-se o tubo duas ou trés vezes,
para misturar bem o anticoagulante com o0 sangue, para evitar a
coagulacao.

Nos casos de babesiose por B. bigemina e na anaplasmose, o
hematdcrito pode decrescer em mais de 50% em relacao ao valor
normal para bovinos que, segundo Ferreira-Neto & Viana (1977), é de

24 a 48%, dependendo da regiao.

Exame soroldgico

Este exame sera tratado em detalhe em outro capitulo,
entretanto, a técnica para obtencao de sangue para soro sera aqui
descrita. As amostras de sangue sao colhidas da veia jugular ou da
caudal. Este sangue é colhido em tubo sem anticoagulante
preenchendo-se 2/3 de sua capacidade. Tubos com vacuo e agulhas
finas (21:1} devem ser preferidos por causar menos traumatismo. O
tubo deve ser identificado com numero do animal e data da colheita.
Os tubos devem permanecer em temperatura ambiente, inclinados,
para aumentar a superficie de contato com o ar, até completar-se a

coagulacao. Este sangue pode ser centrifugado (3.000 rpm por 10
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minutos) imediatamente apos a coaqulacao para a retirada do
coagulo. Caso contrario, deverd ser mantido sob refrigeracao. O soro

pode ser conservado por longos periodos a temperatura de -20°C.
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FIG. 1. Babesia bovis

FIG. 2. Babesia bovis nos capilares do cérebro.



FIG. 3. Babesia bigemina
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FIG. 4. Anaplasma marginale: corpusculos de inclusao
localizados na margem interna dos eritrécitos.
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DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA
TRISTEZA PARASITARIA BOVINA

Claudio Roberto Madruga'’

Flabio Ribeiro Araujo?

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os métodos de diagnéstico soroldégico para
Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale tiveram um
grande avanc¢o, tanto nas técnicas que utiltzam os antigenos brutos
como os recombinantes. Recentemente, as sondas de DNA surgiram
como técnicas de grande potencial no diagndstico direto dos
hemoparasitos. Entretanto, na pratica, estas nao apresentaram uma
sensibilidade maior que os esfregacos de sangue ou provas sorolégicas.
Por exemplo, a imunofluorescéncia Indireta apresentou uma
sensibilidade similar a uma sonda de DNA de Anaplasma marginale
(Goff et al., 1990). Diversas sondas de DNA para Babesia nao
mostraram uma sensibilidade maior que o exame de esfregaco de
sangue (Petchpoo et al., 1992). Inclusive, uma sonda produzida com

multiplas coépias de DNA gendmico de B. bovis foi menos sensivel que o
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esfregaco sanguineo (Dalgliesh, 1993). As sondas baseadas nos genes
que codificam o DNA ribossémico apresentaram uma sensibilidade um
pouco maior, porém nao superaram o desempenho do sistema
quantitativo do "buffy coat" (QBC). A reacao de polimerase em cadeia
(PCR) possui sensibilidade superior a das sondas de DNA, devido a
ampliacao de sequéncias especificas do DNA de Babesia ou Anaplasma.
O PCR para Babesia spp. pode detectar DNA do parasito a niveis de 10°
de parasitemia, portanto, cerca de 100 vezes mais sensivel que 0
esfregaco de sangue (Fahrimal et al., 1992; Figueiroa et al., 1992). A
desvantagem destas técnicas € a utilizacao de elementos radioativos,
pois as sondas com elementos nao radioativos ainda apresentam uma
sensibilidade baixa, equivalente a uma parasitemia de 10°, o que é
semelhante ao esfregaco sanguineo (Figueiroa et al., 1992}. Mesmo
com estes avancos, as provas sorologicas sao importantes porque 0S
animais que sofrem infeccoes por Babesia ou Anaplasma, e que
sobrevivem, desenvolvem imunidade com producao de anticorpos, que
os protege de uma nova ocorréncia da doenca. Portanto, a detec¢ao de
anticorpos € um indicador de imunidade a estas hemoparasitoses e a
percentagem de animais sorologicamente positivos determina a
situacdo epidemiolégica da tristeza parasitdria bovina (TPB) num
rebanho ou regido fisiografica, como uma situacao de estabilidade ou
instabilidade enzoodtica. Na primeira situacao, mais de 75,0% dos
bovinos tém imunoglobulinas especificas contra os agentes da tristeza
parasitaria, enquanto que na segunda, a percentagem de soropositivos
estd abaixo de 75,0% (Mahoney, 1975). Isto significa que, na
estabilidade enzodtica, o risco de surto de TPB é inexistente, enquanto

que na instabilidade, o risco é elevado, principalmente se houver um
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aumento da populacao de vetores na regiao ou se estes animais forem
transportados para areas onde a infestacaoc de carrapatos proporcione
elevadas taxas de inoculacao de Babesia e Anaplasma. Uma vez que o0s
anticorpos indicam que o animal produziu uma resposta imune
protetora, as provas sorolégicas tém uma grande importadncia na
avaliacdo dos métodos preventivos, tais como a aplicacao de sistemas
de controle de vetor (carrapato), premunicao e/ou vacinacao com cepas

atenuadas.

DINAMICA DE PRODUCAO DE ANTICORPOS NAS
INFECCOES POR Babesia E Anaplasma

O complexo sistema imunolégico do bovino protege contra a
invasao dos microrganismos, produzindo diterentes tipos de linfécitos,
que sao programados para reconhecer, especificamente, substancias
denominadas antigenos. Quando o© antigeno € apresentado, em
conjuncao com moléculas de histocompatibilidade maior de classe I,
para receptores especificos nos linfocitos T auxiliadores (CD4}, estes
proliferam. Através das linfocinas, originadas dos linfécitos T ativados,
estabelece-se um sistema de comunicacac que define o tipo de
resposta imune. Os linfécitos T auxiliadores que produzem IL-2 e IFN-y
{TA1) induzem uma resposta imune celular, enquanto que os linfdcitos
que secretam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (TA2) auxiliam a resposta imune
humoral, que é mediada por anticorpos ou imunoglobulinas. Este grupo
de moléculas protéicas heterogéneas ocorrem na fracao gamaglobulina

do soro. Nos bovinos, existem as seguintes classes e subclasses de
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imunoglobulinas determinadas: IgM ou macroimunoglobulina, 1gG que
esta subdividida nas subclasses 1gG, e IgG,, IgA e Igk. Em estudo
realizado com antigeno de B. bovis, verificou-se que a IgM foi a classe
predominante nas trés primeiras semanas, enquanto a lgG foi de maior
concentracao seis meses apos a infeccao. A reacao a infeccao por B.
bigemina € similar na sequéncia de classes de imunoglobulinas.
Entretanto, os periodos sao mais curtos, porque o0s niveis de anticorpos
sdao, normaimente, detectados apds a infecgao primaria por um periodo
médio de seis meses, enguanto que contra B. bovis os anticorpos
podem ser detectados por até quatro anos {(Mahoney et al., 1979}.

Na infeccao por A. marginale, a cinética de formacao de
anticorpos € semelhante. Inicialmente surge IgM e, no espaco de cinco
a sete dias, é detectada a producao de IgG. Apds a fase aguda da
doenca, os anticorpos atingem a concentragao maxima. Os anticorpos
circulantes sao compostos por 25% de IgG e 75% de IgM. Esta
proporcdo persiste por varios meses, e aos 18 meses, detecta-se
apenas IgG. O periodo apds a infeccdo por Babesia ou Anaplasma em
que os anticorpos sao detectados é varidvel, dependendo da reacao do
hospedeiro a infeccao, e da sensibilidade do teste empregado. De
maneira geral, nas trés infeccdes, o primeiro pique no nivel de
anticorpos coincide com a producdo de IgM e IgG, sendo que esta
ultima persiste por um periodo mais longo. Os niveis mais baixos de IgG
nos  animais cronicamente infectados sao, provavelmente,
compensados pela maior afinidade dos anticorpos pelos antigenos, em

decorréncia do fendmeno de maturacao da afinidade.
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PRINCIPIOS DAS TECNICAS DE MENSURACAO DA
RESPOSTA IMUNOLOGICA HUMORAL

Fixacdo de complemento (FC)

O teste de fixacao de complemento € uma das primeiras provas
soroldgicas desenvolvidas para o diagnostico de anticorpos contra
Babesia e Anaplasma. Esta prova é realizada em duas etapas. Na
primeira delas, o antigeno e 0 soro inativado {sem complemento, devido
ao aquecimento a 56°C por 30 minutos) sdo incubados a 37°C com
soro normal de cobaia, que constitui a fonte de complemento. Apds um
periodo, no qual ocorre a reacao entre antigeno-anticorpo-
complemento, a quantidade de complemento livre na solucao é medida
por adicao do sistema indicador (sistema hemolitico), que consiste em
anticorpo (anti-eritrocitos de ovinos) com eritrécitos de ovinos. A lise do
sistema hemolitico indica que o resultado é negativo, pois o
complemento nao foi fixado, portanto, nao existem anticorpos no soro
teste. Na presenca de complexo imune, o complemento € absorvido por
este e nao ocorre a lise, o que indica um resultado positivo. Em um
trabalho de titulagcao, havera reacoes sem hemdlise e uma gradativa
hemdlise a medida em que o soro teste € diluido. O titulo do soro sera
aquela diluicao mais alta em que nao ocorrer hemodlise. O teste de
fixacdo de complemento primariamente detecta anticorpos da classe
IgM, que sao produzidos em maior concentracaoc na resposta do
sistema imune as infeccoes primarias. As principais caracteristicas do
teste sao: 1- alto grau de especificidade, proporcionando apenas 1 a

2% de reagoes falso-positivas em bovinos nao infectados; 2- apresenta

95



reacOes cruzadas entre as babesias, principaimente logo apds a
recuperacao da fase aguda; 3- a sensibilidade é baixa, pois indica a
existéncia de uma infeccdo subclinica apenas por 4 a 8 meses apés a
fase aguda. Desta forma, os anticorpos atingem niveis nao detectaveis
antes que o animal perca a condigao de portador. Por essa razao,

atualmente, o teste de FC é pouco utilizado.

Imunofluorescéncia indireta (IFl)

Na IFl, além do antigeno e do soro teste, € necessaria a anti-
imunoglobulina marcada com o fluorocromo, sendo o isotiocianato de
fluoresceina o mais utilizado.

O teste é também realizado em duas fases. Na primeira, o
antigeno é incubado com soro. Se for positivo, formard complexos
imunes (antigeno-anticorpo). Na segunda, o complexo formado é
colocado em incubagao com a anti-imunoglobulina marcada com o
isotiocianato de fluoresceina. A leitura é feita em microscdpio com luz
ultravioleta. Este teste € o mais utilizado pelos laboratérios de
diagnostico soroldégico de Babesia e Anaplasma, devido & alta

sensibilidade e especificidade, além da simplicidade e baixo custo.

Aglutinacao

Os anticorpos, que sao bivalentes, podem se ligar a particulas
de antigenos, formando complexo insolUveis, que dardo origem a
grumos de aglutinagdo. A agliutinacao é produzida por uma suspensao
de particulas antigénicas com soro imune. A aglutinacdao ocorre em
duas etapas. Inicialmente os anticorpos se combinam rapidamente com

as particulas, sendo esta a interac@o primaria. A interacao secundaria,
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ou aglutinacao propriamente dita, € um processo mais lento, pois a
aderéncia entre as particulas ocorre por contato. Diversas provas de
aglutinacao foram desenvolvidas (Tabela 1), mas as que apresentaram
melhores resultados foram as conglutinagdes. Estas reacoes ocorrem
devido a presenca de complemento e conglutinina. A primeira delas foi
o teste do cartao para Anaplasma (Amerault & Roby, 1968),
posteriormente para B. bovis {Chieves et al., 1989; Madruga et al.,
1991) e mais recentemente para B. bigemina (Madruga et al., 1995).
Estes testes demonstraram uma sensibilidade e especificidade acima de
90% e que nao diferiram significativamente da [FI (Madruga et al.,
1995). As vantagens destes testes sao a simplicidade, baixo custo e

rapidez na obtencdo dos resultados (5 a 7 minutos).

TABELA 1. Principais testes soroldgicos e as imunoglobulinas

detectadas.
Testes Classe de imunoglobulinas

sorolégicos IgM IgG IgA
Fixacao de complemento + + + + +
Aglutinagao + + + + -
Imunofluorescéncia + + + + + + + + +
ELISA + + + + + + + + +
Surgimento apds contato 2-5 dias 3-7 dias 3-7 dias
com antigeno
Concentracao maior 5-14 dias 7-21 dias 7-21 dias
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Ensaio de imunoadsorg@o enzimatica (ELISA)

Os testes imunoenzimaticos tiveram um grande
desenvolvimento nos ultimos anos e varias técnicas alternativas vém
sendo utilizadas. O método mais comum para se detectar anticorpos é
o ELISA indireto. Neste, os pocos das placas plasticas de poliestireno
ou polivinil sao cobertas com antigenos soluveis protéicos, que se ligam
firmemente ao plastico. Os complexos antigeno-anticorpo serao
formados pela adicao do soro. As alternativas para deteccao destes
imunocomplexos sao multiplas, destacando-se a anti-imunogiobulina
conjugada a uma enzima {peroxidase ou fosfatase alcalina); substancias
que se ligam a porcao F_ do anticorpo, tais como p'rotel'na A, proteina G
marcada com enzimas, ou ainda anti-imunoglobulina marcada com
biotina, que se combina com moléculas de avidina conjugadas a uma
enzima. O complexo formado (anticorpo-antigeno-anti-imunoglobulina
conjugada com enzima)} é detectado com adicao de um substrato da
enzima. A intensidade da cor formada é proporcional & quantidade do
complexo antigeno-anticorpo. Varios ELISAs indiretos com antigenos
brutos de B. bigemina, B. bovis e A. marginale foram produzidos no
Brasil {Tabela 2). Variagdes do ELISA tém sido descritas, tais como o
Dot-Elisa, que utiliza antigeno sélido aderido a membrana de
nitrocelulose. O advento de anticorpos monocionais proporcionou o
desenvolvimento de ELISA baseado em inibicao competitiva. Neste tipo
de ELISA, os epitopos no antigeno que cobrem os pocos sdo disputados
pelos anticorpos existentes nos soros e por um anticorpo monoclonal.
Nas fases subseqientes, a formacao de complexos antigeno-anticorpo
é direcionada a deteccao do anticorpo monoclonal produzido em

camundongo. Adiciona-se ao sistema a anti-imunoglobulina de
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camundongo marcado com biotina. A enzima utilizada é a fosfatase
alcalina conjugada com avidina, que se combinarda com a biotina. O
substrato adicionado somente desenvolvera cor se o anticorpo
monoclonal permanecer no sistema. O soro sera considerado positivo se
o anticorpo monoclonal for impedido de se ligar ao antigeno.
Consequentemente, a cor decorrente da acao da enzima no substrato
nao é desenvolvida, ou o valor da densidade otica no leitor de ELISA é
consideravelmente inferior ao registrado com o soro controle negativo.
Um teste de ELISA competitivo foi desenvolvido para a determinacao
de anticorpos contra A. marginale {Palmer et al., 1994).

Uma etapa a mais na purificacao de antigenos foi obtida com a
utilizacao de anticorpos monoclonais para separacdao de proteinas
especificas em cromatografia por afinidade. Duas proteinas
consideradas imunodominantes e espécie-especificas de 72 kDa e 42
kDa, oriundas da superficie do merozoito de B. bigemina e B. bovis,
respectivamente, foram obtidas por esta técnica (Goff et al., 1989). O
ELISA desenvolvido demonstrou ter 100% de sensibilidade com soro de
animais inoculados com cepas de B. bovis homologas. Entretanto, com
soro de bovinos infectados com isolado de uma regiao geografica
diferente, a sensibilidade foi de 86%, sendo inferior a
imunofluorescéncia indireta, que apresentou 100% de sensibilidade
com o soro heterdlogo. O mais recente avanco para obtencao de
antigeno imunodominante e espécie-especifico para teste soroldgico
consistiu na producdo de proteina recombinante ou sintética, visando
uma obtencao em alta escala de proteina nativa pura. Apesar deste ser
um enfoque loégico, problemas de sensibilidade podem surgir devido as

variacdes antigénicas entre os diversos isolados geograficos. O ELISA
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com a proteina recombinante de 42 kDa de B. bovis apresenta uma alta
sensibilidade com os soros imunes dos isolados mexicanos de B. bovis,
mas detectou anticorpos em apenas 50% dos soros de animais
infectados com o isolado brasileiro desta espécie de babesia bovina. Um
ELISA com antigeno recombinante com alta sensibilidade e
especificidade foi conseguido por pesquisadores australianos (Bdse et
al., 1990). A grande vantagem do antigeno recombinante é que existe

menor variacao entre as partidas de antigeno.
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TABELA 2. Tipos de provas sorologicas e anticorpos especificos

detectados contra Babesia spp. e Anaplasma spp.

Testes Sorologicos/Autores Babesia Anaplasma

Fixacao de Complemento (Frankiin et al., X X
1963; Mahoney, 1962)

Precipitacao em gel (Mahoney & Goodger, X X
1969)
Imunofluorescéncia indireta {Goff & Winward, X X

19837; Madruga et al., 1987)
Hemaglutinacao indireta (Goodger, 1971) X

Aglutinacao capilar (Ristic, 1962; Dwivedi & X X
Gautam, 1982)

Aglutinacao em lamina (Goodger & Mahoney, X
1974; Curnow, 1973)

Aglutinacao em cartao (Amerault & Roby, X X
1968; Chieves et al., 1989)

Aglutinacao em placa {Madruga et al., 1991; X X
Madruga et al., 1995)

Aglutinacao rapida em latex (Lopez & X X
Todorovic, 1978; Montenegro et al. 1981)

ELISA indireto, antigenos brutos (Barry et al., X X
1982; Duzgun et al., 1988; Madruga et al.,
19967a, 19967?b)

Dot- Elisa (Montenegro et al., 1989) X X
ELISA indireto antigeno recombinante (Bose X

et al., 1990)

ELISA competitivo X
Ensaio imunoradioativo {Schuntner & Leach, X X

1988; Schuntner & Wright, 1989)
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DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO DA
TRISTEZA PARASITARIA BOVINA

Ricardo A.A. Lemos'
Luciano Nakazato?

Sandro Cesar Salvador?

0O diagn(’)stico anatomopatolégico é aquele realizado através
dos achados de necropsia e histopatolégicos. Na tristeza parasitaria
bovina estes achados variam com o agente etiolégico.

Quando o agente envolvido for a Babesia bovis, os principais
achados de necropsia s$ao: mucosas e Sserosas acentuadamente
palidas, figado e bago escuros, congestos e aumentados de volume,
vesicula biliar distendida e os linfonodos aumentados e escuros. Os
rins podem estar aumentados e escuros e a urina avermelhada. Estes
ultimos achados, na maioria das vezes, ocorrem na fase terminal da
doenca, de modo que alguns animais podem morrer antes mesmo de
apresentar estas alteragcoes. O cérebro pode apresentar acentuada
congestao da rede capilar e, também, da substancia cinzenta, que
torna-se caracteristicamente avermelhada. Neste caso, a enfermidade
é conhecida como babesiose cerebral, o aspecto morfolégico do
cérebro é patognomoédnico para infeccao com Babesia bovis em

bovinos. Em determinadas ocasioes, a morte pode ocorrer em
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decorréncia de coagulacao intravascular disseminada {CID) e, nesses
casos, observam-se hemorragias generalizadas.

Na babesiose causada por Babesia bigemina, as mucosas,
serosas e a carcaga apresentam-se anémicas (palidas) podendo estar
concomitantemente ictéricas (amareladas), de modo que nestes casos
a ictericia € mais evidente. A exemplo da babesiose causada por 5.
bovis, o figado e o bago apresentam-se aumentados de volume e
congestos, a vesicula biliar distendida, os linfonodos aumentados e
escuros, rins aumentados e escuros, e a urina vermelho-escura (cor
de coca-cola).

Nos casos de anaplasmose, a carcaca apresenta-se ictérica
(amarelada), com o figado e o baco aumentados de volume. Em casos
superagudos pode-se nao observar ictericia, apenas severa anemia
caracterizada por intensa palidez da carcaca. A urina ndo apresenta
alteracao de coloracao.

Histologicamente, nenhum dos agentes apresenta alteracdes
especificas. Em todos os agentes pode-se observar congestdo em
diferentes 6rgdos e presenca de pigmento biliar no figado. Nos casos
de babesiose (B. bovis ou B. bigemina) nota-se presenca de material
eosinofilico e/ou alaranjado na luz de tubulos renais, bem como
alteracoes degenerativas no epitélioc tubular dos rins. Como foi
mencionado anteriormente, a babesiose por B. bovis pode levar ao
quadro de coagulacao intravascular disseminada, podendo-se
observar, histologicamente, a formacdo de numerosos microtrombos
nos capilares de diversos 6rgéaos.

Com excecdo da babesiose cerebral, os achados

anatomopatologicos na babesiose e na anaplasmose n3o sio
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patognomonicos, alem de serem extremamente varidveis quanto a
intensidade, devido & cepa do agente e a susceptibilidade do
hospedeiro. Desta forma, para elaboracao de um diagnodstico
conclusivo, € necessaria a identificacao do agente através de exame
laboratorial. Esta confirmacao pode ser realizada durante a necropsia
atraves de imprints de diferentes orgaos (cérebro, baco, rins e figado)
em laminas de vidro. O imprint deve ser fixado em alcoo! metilico, por
3-5 minutos e, posteriormente, corado por Giemsa. Em condi¢coes de
campo pode-se realizar o /imprint, fixar em alcool metilico e, apos,
remeter ao laboratério de diagnostico. Apds fixadas em metanol, as
laminas podem permanecer por longos periodos até serem coradas,
sem maiores prejuizos. Os esfregacos nao devem permanecer no
ambiente, expostos a acao de insetos.

Por outro lado, é importante a realizacao do diagndstico
diferencial com outras enfermidades que causam anemia e/ou
ictericia, dentre as quais destacamos as seguintes: leptospirose,
intoxicag¢ao por fedegoso (Senna occidentalis), hemoglobindria bacilar,
intoxicagao por cobre, intoxicacao por samambaia (Pteridium
aquitinum), trombocitopenia aguda severa e diatesis hemorréagica
associada ao virus da diarréia viral bovina (DVB)}, e intoxicacao por
Brachiaria sp.

Em bovinos, a leptospirose caracteriza-se, principalmente, por
abortos. Casos de ictericia e hemoglobinuria podem ocorrer
ocasionalmente em bezerros. O diagnéstico deve ser confirmado pelo
isclamento do agente de orgaos e urina de animais afetados, ou

através de sorologia pareada.
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Em casos naturais de intoxicagdo por fedegoso (Senna
occidentalis), em bovinos, a mioglobindria ¢ um achado clinico e
patolégico freqiente, que pode ser contundido, em condi¢coes de
campo, com hemoglobinuria. Entretanto, esta intoxicagcao produz
lesoes musculares macro e microscopicas caracteristicas, nao
observadas na tristeza parasitaria.

A intoxicacdo subaguda por samambaia (Pteridium aquilinum),
em bovinos, pode provocar hemangiomas na bexiga os quais levam a
hematiria (hematdria enzoética). Pode-se realizar o diagndstico
diferencial através do exame de sedimentagao de wurina (na
hemoglobindria a coloracdo vermelha permanece, na hematuria as
hemacias vao para o fundo e a urina adquire novamente coloracao
normal} e, também, da presenca de lesOes tumorais na necropsia de
bovinos intoxicados de forma subaguda por samambaia. A
intoxicacao aguda pela samambaia deve ser diferenciada de casos de
babesiose que apresentam hemorragia generalizada em consequéncia
da coagulacao intravascular disseminada (CID). |

A hemoglobinuria bacilar, causada por Clostridium
haemolyticum, pode apresentar quadro clinico-patoldgico semelhante
a tristeza parasitaria bovina. No entanto, esta enfermidade esta
associada a presenca de Fasciola hepdtica e apresenta infartos
caracteristicos no figado, observados na necropsia. O diagndstico
deve ser confirmado pela identificacao do agente.,

A intoxicacdo por cobre causa quadro clinico patolégico de
ictericia € hemoglobinuria. Esse € um problema freqliente em ovinos,
mas muito raro em bovinos, ocorrendo apenas acidentalmente quando

sao cometidos erros na formulagcao de racoes ou misturas minerais,
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levando o©s animais a ingerir quantidades muito elevadas deste
elemento. O diagnodstico é confirmado pela dosagem do cobre no
soro, figado e rim dos animais intoxicados.

Determinadas cepas do virus da diarréia viral bovina podem
provocar quadros de trombocitopenia, com hemorragias generalizadas
seguidas de diarréia. Estas cepas podem ser, ocasionalmente,
confundidas com aqueles casos de babesiose que levam & coagulagao
intravascular disseminada (CID). Esta forma de DVB ainda nao foi
descrita no Brasil, embora casos sugestivos tenham sido observados
no Rio Grande do Sul. A necropsia pode-se realizar o diferencial pela
observacao de lesdes caracteristicas do virus da diarréia viral bovina
(ulceracoes do trato digestivo) sendo o diagnostico confirmado pelo
isolamento do virus.

Casos de intoxicacao por plantas do género Brachiaria
(Brachiaria decumbens e B. radicans) podem produzir ictericia e/ou
hemoglobindria. A intoxicacao por B decumbens ¢é quase que
invariavelmente associada a fotossensibilizacdo hepatdégena, a qual
nao ocorre na babesiose. A hemoglobinuria é a principal alteracao
descrita na intoxicacao pela B. radicans. Neste caso o diagnoéstico
deve ser confirmado pelo histérico de pastejo continuo dos animais
em pastagens formadas exclusivamente pela pianta e exclusao de
outras possiveis causas de hemoglobinuria. No que se refere a
babesiose, esta exclusao deve ser feita pela auséncia de quantidades
significativas do protozoario através dos exames laboratoriais acima
mencionados.

Para melhor compreensao dos achados anatomopatoldégicos

da TPB ver as Fig. 1 a 8.
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FIG. 1. Bovino. Babesia bovis. Mucosa
ocular acentuadamente palida.

FIG. 2. Bovino. Babesia bigemina. Mucocsa
ocular amarelada (ictericia).



FIG. 3. Bovino. Babesia bigermina. Figado
escuro e aumentado de volume
(bordas arredondadas).

FIG. 4. Bovino. Anaplasma marginale. Baco
aumentado de volume.



FIG. 5. Bovino. Babesia bigemina. Rim au-
mentado de volume e vermelho ene-
grecido.

FIG. 6. Bovino. Babesra brigemina. Urina
vermelho-escura (“cor de coca-
cola”)



FIG. 7. Bovino. Babesia bovis. Substancia
cinzenta acentuadamente avermelha-
da (Foto cedida pelo prof. Claudio S.L.
de Barros - UFSM)

FIG. 8. Bovino. Babesia bovis. Hemacias
parasitadas em capilar do
cérebro (Imprint) (Foto cedida
pelo prof. Claudio S.L. de Barros
- UFSM)
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Trypanosoma vivax:

BIOLOGIA, DIAGNOSTICO E CONTROLE

Roberto Aguilar Machado Santos Silva'

Alberto Martin Rivera Davila?

INTRODUCAO

Os trépicos representam hoje as maiores reservas mundiais de
biodiversidade. A biodiversidade, além de representar um recurso
genético de valor inestimavel, também contribui para a ocorréncia de
grande numero de doengas. Os ambientes tropicais, onde geralmente
o calor e a umidade sao elevados, propiciam meios ideais ao
desenvolvimento de microorganismos patogénicos, entre eles o0s
tripanossomas e seus vetores. Os tripanossomas de importancia
econdmica e médica, encontrados na América do Sul sao:
Trypanosoma vivax, T. evansi, T. equiperdum, T. theileri e T. cruzi.
Entre eles o T. evansie o T. vivax sao um risco potencial para mais de
500 milhdes de bovinos e 100 mithoes de bufalos no mundo todo

(Peregrine, 1994).

" Méd Vet.. M.Sc., Embrapa Pantanal, Caixa Postal 109, CEP 79320-S00 Corumba, MS
? Bolsista CNPq/RHAE



TAXONOMIA

Todos 0s hemoflagelados pertencem a familia
Trypanosomatidae. As espécies patogénicas do género Trypanosoma
sdo divididas em duas secoes, Salivaria e Stercoraria, de acordo com
o seu desenvolvimento e forma de transmissao pela saliva ou fezes.
Cada uma das secoes é subdividida em subgénero e espécies. Losos
{1986) sugere uma classificagao pratica dos tripanossomas de

importancia médica e veterinaria, como se segue:

Salivaria

Subgénero Duttonella

Espécie: Trypanosoma vivax

Subgénero Nannomonas

Espécies: Trypanosoma congolense, T. simiae

Subgénero Trypanozoon

Espécies: Trypanosoma brucei, T. rhodesiense, T. gambiense, T.
evansi e T. equiperdum

Subgénero: Pycnomonas

Espécie: Trypanosoma suis
Stercoraria

Subgénero Schizotrypanum

Espécie: Trypanosoma cruzi
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MORFOLOGIA

Aparéncia externa

As formas tripomastigotas encontradas na corrente sangulinea
sao basicamente lancetadas. O corpo é alongado e achatado e suas
extremidades sao afiladas. A extremidade pela qual avanca durante a

locomocao é costumeiramente descrita como anterior final.

Citologia
As principais organelas de um tripanossoma sao o nucleo, o
cinetoplasto e o sistema mastigonte, representado pelo corpo basal e

o flagelo.

CICLO VITAL

Os membros do género Trypanosoma sao parasitas
digenéticos, cujo ciclo vital envolve dois hospedeiros. Um destes, um
animal vertebrado, ¢é o hospedeiro final, enquanto diversos
invertebrados hematdéfagos representam os hospedeiros intermediérios
ou vetores, oS quais transmitem a infeccao para novos hospedeiros
vertebrados.

No caso da transmissao mecanica, as formas sanglineas dos
tripanossomas sao transferidas diretamente, de um mamifero para
outro, por insetos hematdéfagos (por exemplo Tabanus spp.) ou
artificialmente por agulhas contaminadas com sangue infectado. Em

contraste com a transmissao ciclica, que pode ser tao longa quanto
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for a vida do vetor, a habilidade para transmitir mecanicamente 0S
tripanossomas €& de curta duracao I(geralmente mensurada em
minutos), dependendo da sobrevivéncia dos parasitas nas pegas

bucais do inseto.

Ciclo no mamifero

O desenvolvimento dos tripanossomas nos hospedeiros
mamiferos é relativamente simples. E iniciado pela introducdc de
metatripanossomas no hospedeiro. Isto pode ocorrer, passivamente,
pela contaminacao de membranas mucosas ou pele do hospedeiro
mamifero {no caso de espeécies Stercoraria como o T. cruz) ou
ativamente pela noculacao atraves de uma picada (no caso de

especies Salivaria, como, por exemplo, T. evansie T. vivax }.

Secao Salivaria

A reproducao desta secao, normalmente, toma lugar na
corrente circulatoria por fissao binaria do estagio tripomastigota.

Os tripanossomas da secao Salivaria também sao capazes de
invadir tecidos dos seus hospedeiros, sendo regular a ocorréncia de

amastigotas e outros estagios.

Ciclo no inseto
Salivaria
Os tripanossomas Salivaria, T. evansi e T. vivax, encontrados

na América do Sul, sao transmitidos apenas mecanicamente.
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DIAGNOSTICO

Caracteristicas para diagndstico direto

A caracteristica mais importante € a estrutura geral das formas
sanguineas, reveladas em preparagcoes coradas e examinadas atraveés
da microscopia Otica. As diversas espécies de Trypanosoma podem
diferir no tamanho : forma do corpo, na posicdo do nuicleo e
cinetoplasto, bem como no grau do desenvolvimento da membrana
ondulante e do flagelo.

Alguns indices sao uteis para definir a posicao do nucleo e do
cinetoplasto. Um desses indices é o indice nuclear (NI). O Ni
representa a razao da distancia do posterior final do corpo para o
nucleo (PN) e do nucleo para o anterior final (NA). Assim, NI =
PN/NA. Quando NI=1, o nucleo estd no meio do corpo. Quando é
< 1, estd na parte posterior e quando € >1 esta na parte anterior. O
indice cinetoplastico (Kl) se obtém dividindo-se a distancia desde o
posterior final ao nucleo (PN) pela distancia desde o cinetoplasto ao
nucleo (KN} (KI = PN/KN). Se o Kl é 1gual a 2, o cinetoplasto esta no
meio dos dois, se menor que 2 esta mais préximo ao posterior final, e
se € maior que 2 o cinetoplasto esta mais proximo ao nucleo (Hoare,
1972) (Fig.1}. No Pantanal de Mato Grosso do Sul, um isolado de 7.
evans/ de cao, e na Bolivia um isolado de 7. wvivax, tém sido
encontrados com um comprimento total inferior aos descritos por

Hoare (1972},
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Métodos de diagnostico parasitologico

¢ Meétodo do "aspirado” do linfonodo

O linfonodo mais féacil de manipular em bovinos é o pré-
escapular. Utiliza-se uma seringa de 2 ml com uma agulha 21 G X de
1 % polegadas, contendo 1 ml de solucao salina estéril. Localiza-se o
linfonodo pré-escapular e desinfecta-se a regido com 4alcool ou com
iodo, deixando-se secar. Fixa-se o linfonodo entre os dedos indicador
e polegar e, com a mao livre, pega-se o0 sistema seringa-agulha,
introduz-se a agulha no linfonodo até a metade do seu comprimento, e
injeta-se o soro. Logo apds. segurando ainda o linfonodo, retira-se o
liquido que se constitui numa mistura de sangue e soro. Nunca se
obtém 100 % do volume injetado. Com o liquido obtido, preparam-se

esfregacos grossos, os quais serao corados pelo método de Giemsa.

¢ Maeétodo da gota espessa

Para este meétodo, deve-se usar sangue periférico. Coloca-se
uma pequena gota de sangue_so'bre uma lamina e, com um palito, faz-
se movimentos-circulafes, esticando a gota de maneira que fique com
um didmetro de 6 mm. Coloca-se a lamina na estufa a 100°C, durante
30 minutos, para fixar a_preparagcdo. Posteriormente, cora-se com
Giemsa sem fixar com élcooi metllico. Na lamina, o tripanossoma fica
livre de eritrécitos, observando-se unicamente glébulos brancos e

plaquetas ao seu redor.
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¢ Meétodo da lamina delgada

Coloca-se uma gota do sangue numa lamina a uma distancia
de aproximadamente 1-2 cm de uma das bordas. A gota ¢ espalhada
até o lado final oposto. Isto e feito tracionando-se a gota com outra
ldmina colocada sobre a primeira num angulo de 45° Sao
recomendaveis esfregacos de camada fina, pois facilitam a leitura por

apresentarem as ceélulas mais dispersas.

¢ Método de Woo ou do Microhematdcrito

Preenche-se aproximadamente 2/3 do volume de um tubo
capilar com o sangue a ser testado. E recomendavel montar dois
capilares por cada amostra de sangue. Sela-se com fogo ou com
massa de modelagem uma das extremidades. Centrifuga-se e logo
realiza-se a leitura ao microscépio. Pode-se montar uma lamina,
quebrando-se o tubo capilar na interface entre a parte liquida e a parte
celular. Coloca-se uma ou duas gotas deste material numa lamina e
faz-se o esfregaco, o qual sera corado e examinado ao microscopio,

com objetiva de imersao.

Métodos de diagndstico sorolégico

Os métodos soroldgicos tém limitacdes na sua utilizacao como
diagndstico da tripanossomose.

Apds o tratamento, os anticorpos permanecem no plasma por
mais de um ano, o que dificulta saber se trata-se de uma nova
infeccao ou se sao anticorpos residuais de uma infeccao passada e ja

curada.
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Os métodos de diagndstico soroldgico mais comumente
utilizados para a deteccao de anticorpos contra o 7. vivax sao:
imunofluorescéncia indireta e ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay).

O ELISA de captura de antigeno {Ag-ELISA) para
tripanossomas africanos ndo € espécie-especifico e/ou nao ¢é
suficientemente sensivel para servir de ajuda no diagnoéstico de
tripanossomoses no gado. A deteccao de anticorpos nas infecgoes
com tripanossomas nao € espécie-especifica. As reagoes cruzadas
tém sido descritas entre todos os tripanossomas da seg¢ao salivaria. O
Ag-ELISA apresenta de 5-30% de resultados falsos positivos (M.

Desquesnes, comunicacao pessoal).

Métodos de diagndstico molecular

A acurada identificacdo e caracterizacao dos parasitas € de
fundamental importadncia quando se estuda a epidemiologia dos
tripanossomas.

Segundo o Dr. Phelix Majiwa do ILRI - International Livestock
Research Institute (comunicacao pessoal), o diagndstico baseado no
DNA oferece altos niveis de especificidade, quando combinado com o
PCR (Polymerase Chain Reaction). Varias sequéncias espécie-
especificas tém sido identificadas e permitem detectar pequenas
quantidades de parasitas nas amostras.

A técnica "Ramdom Amplified Polymorphic DNA" (RAPD) é
considerada para estudos taxondmicos por ter um grande potencial na

deteccao de DNA polimérfico. Os produtos gerados pelo RAPD podem
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ser usados na construcao de mapas genéticos que demonstram as
relacoes taxondmicas. Para fins epidemiolégicos, os resultados do
RAPD e "Pulsed Field Gel Eletrophoresis" (PFGE)} podem ser
combinados e reanalisados para produzir uma relacdo mais acurada

entre os isolados (Boid et al., 1996).

EPIZOOTIOLOGIA, PATOGENIA E TRATAMENTO DO

Trypanosoma vivax

Na Africa, o 7. vivax é encontrado em toda a area ocupada
pela mosca tsé-tsé. No Oeste da Africa, o T. vivax é considerado o
mais patogénico e importante tripanossoma dos bovinos. Ele,
contudo, tem se expandido para outras areas da Africa, América
Central, América do Sul e Caribe. A primeira ocorréncia do T. vivax
nas Américas foi na Guiana Francesa em 1919 e, mais tarde, em
outros paises da América do Sul, Central, e algumas ilhas do Caribe. A
tripanossomose bovina causada pelo 7. vivax afeta a saude animal e
produtividade na Colémbia e Venezuela.

No Brasil, a ocorréncia do 7. vivax foi registrada, pela primeira
vez, por Shaw & Lainson (1972) em um bufalo {Bubalis bubalis) nas

proximidades da cidade de Belém, Para.
Epizootiologia

O T. vivax infecta um grande numero de espécies de

ungulados selvagens e domésticos. Na Africa, é o responsavel pela
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tripanossomose em eqlinos, bovinos e outros ruminantes. Os camelos
sdo também susceptiveis ao 7. vivax. Os caes e porcos sao refratarios
a0 mesmo.

Este tripanossoma é transmitido, ciclicamente, pela mosca tse-
tsé e, mecanicamente, por outras moscas hematdfagas. As moscas
dos estdbulos e os tabanideos (“mutucas”), podem ser vetores nas
Américas e nas areas da Africa onde ndo ocorre a mosca tsé-tsé
(Levine,1973).

O 7. vivax causa a mais importante forma de tripanossomose
em bovinos no Oeste da Africa, e surtos agudos tém sido também
relatados no Leste da Africa (Losos & lkede, 1972). O 7. vivax tem
sido identificado no Novo Mundo desde 1919 (Leger & Vienne, 1919}.
A teoria mais aceita é a que este parasita foi introduzido com um
rebanho vindo do Senegal {Africa) em 1830. Depois difundiu-se de um
pais a outro por meio de translados de bovinos. Até 1976, a sua
distribuicao abrangia todos os paises da costa Norte do Oceano
Atlantico, além do Panama, Brasil e as llhas de Guadalupe e Martinica
{(Wells et al., 1982).

Ha uma associacao temporal entre a estacao das chuvas,
guando moscas hematofagas, particularmente Tabanidae, sao
abundantes e um aumento na prevaléncia do 7. vivax no gado bovino.
No Pantanal, estudos demonstraram que o pico populacional dos
Tabanidae ocorre na primeira metade da estacao chuvosa, de
setembro/outubro a dezembro/janeiro. Contudo os tabanideos ainda
permanecem em grande numero até o final da estacao. Esta estacao

representa o periodo de maior risco de transmissao de tripanossomas
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por estes insetos devido a sua abundancia, bem como pelo pique
populacional de espécies de alto potencial como vetor, como € 0 caso

do Tabanus importunus (Silva et al, 1995b).

Patogenia

O 7. vivax pocde provocar uma doenca fatal associada a uma
alta e persistente parasitemia {Losos & lkede, 1972). Resposta imune
reduzida, hemorragia e anemia tém sido verificadas em bovinos
infectados com 7. vivax (ILRAD, 1984; Whitelaw, 1979).

Na forma aguda, os animais morrem dentro de 5 semanas e
apresentam alta temperatura, letargia, fragqueza, anemia, perda na
condicao fisica, lacrimacao, diarréia que tem sido relatada em animais
que morreram 37 a 58 dias apos a infeccao experimental, e aborto. A
perda de peso pode ser substancial em curto espaco de tempo e 1em
sido observado que o0 gado zebu puro desenvolve alta parasitemia,

com a doenca terminando em morte.

Surtos de tripanossomose bovina por 7. wvivax em areas

inundaveis da Bolivia e Pantanal

Em 1995 o 7. vivax fol encontrado no municipio de Pocone,
localizado no norte do Pantanal (Silva et al., 1995b, 1996).
Posteriormente, ele foi encontrado em outros municipios do Estado de
Mato Grosso. Em fazendas localizadas no Pantanal de Poconeé
ocorreram surtos de aborto, substancial perda de peso em curto
espaco de tempo, anemia e mortes. Os principais sintomas clinicos

observados foram letargia, diarréia, perda de apetite, fraqueza,
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lacrimacdo, conjuntivite, aborto e perda da condicao ftisica. Alguns
animais apresentaram substancial perda de peso em curto periodo de
tempo, engquanto outros apresentavam a forma crénica da doenca por
4 a 6 meses, com emaciacao e caquexia. Dos 29 bovinos examinados
peinr técnica do microhematoécrito, 10 (34,48%) foram positivos para
Trvprenosoma vivax.

Recentemente, o 7. vivax tem sido encontrado no sul do
Pentanal. Seu diagnostico foi feito atraves do teste do
microhematoécrito e esfregacos sanguineos finos, apresentando uma
prevaléncia de 80,95% (17/21) e 50,00% (1/2} dos bovinos de duas
fazendas localizadas nas microrregioes do Nabileque e Paiaguas do
Fantanal do Estado do Mato Grosso do Sul, respectivamente. Os
<inais clinicos observados foram febre, anemia, fraqueza progressiva ,
rerda do apetite, letargia, substancial perda de peso em curto espacgo
de tempo.

Entre janeiro e maio de 1996, numerosos casos de abortos,
perda progressiva de peso, intensa anemia e morte de bovinos foram
registrados em varias provincias do Departamento de Santa Cruz, na
Bolivia. Inicialmente, o agente etiolégico foi identificado como T.
evansi. Embora os bovinos possam se infectar com esse parasita,
frequentemente nao € observada a enfermidade clinica. O 7. vivax foi
encontrado em esfregacos de sangue de bovinos enviados ao
LIDIVET, Bolivia, bem como em amostras de sangue coletadas de
bovinos na regiao da Laguna Concepcién e posteriormente

processadas pelo método de Woo.
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Como na Africa, ha uma associacdo temporal entre a estacao
das chuvas quando moscas hematdfagas, particularmente Tabanidae,
sao abundantes, e um aumento na prevaléncia do 7. vivax no gado
bovino. No Departamento de Santa Cruz e no Pantanal, os estudos
demonstraram qQue os T7Tabanidae ocorrem em abundancia, 35 e 25
espécies, respectivamente. Entao € provavel que a estacao das
chuvas represente 0 periodo de maior risco de transmissao de
tripanossomas por estes insetos, devido a sua abundancia, bem como
pelo pique populacional de espécies de alto potencial como vetor,
como é o caso do Tabanus importunus encontrado na regiao. O 7.
vivax também infecta varias espécies de antilopes, para 0os quais nao
é patogénico. Em algumas regioes do Departamento de Santa Cruz, a
fauna de ungulados (principalmente cervideos) parece ser rica e estes

animais poderiam servir como importantes reservatorios.

METODOS DE CONTROLE DAS TRIPANOSSOMOSES

A enfermidade pode ser controlada efetivamente com agentes
quimioterapicos ou quimioprofilaticos, bem como com o controle dos
artrépodes vetores.

Durante décadas, varios meétodos de controle, tais como
desmatamento, uso de machos estéreis e armadilhas impregnadas
com inseticidas para o controle dos vetores, pulverizacao de
inseticidas nos animais, na vegetacao, uso de inseticidas pour-on e

quimioprofilaxia foram tentados na Africa. Porém, atualmente, apenas
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a quimioprofilaxia e o controle dos vetores com drogas pour-on e

armadilhas impregnadas com inseticidas continuam sendo usadas.

Controle através de drogas tripanocidas

A gquimioterapia é provavelmente o mais importante método
pelo qual a tripanossomose é controlada em ammais domésticos. O
tratamento e a profilaxia da enfermidade nos bovinos, ovinos e
caprinos € correntemente dependente de sais de trés compostos:
homidium, isometamidium e dimenazene. Os sais de suramin,
quinapiramina e melarsomina sao usados terapeuticamente em
camelos, eqilinos e bufalos (Peregrine & Mamman, 1993).

O tratamento da tripanossomose pode ser curativo, usando
uma droga que dé& pouca ou nenhuma acgao residual ou preventiva. A
diferenca entre cura e preven¢ao depende da droga que esta sendo
usada e, em alguns casos, da dosagem que esta sendo administrada.
Algumas drogas sao armazenadas nos tecidos e, por uma lenta
liberacao na corrente circulatéria, mantém a concentracao do
composto ativo suficiente para controlar os tripanossomas (Peregrine,
1994). As drogas curativas sao usadas quando a incidéncia é baixa,
quando somente poucos casos ocorrem em um rebanho durante o
periodo de um ano ou quando o tratamento de poucos casos ocorre
principalmente durante uma estagcao, a qual geralmente ¢ a das

chuvas.
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¢ Tratamento protilatico
A profilaxia ou prevencgao é requerida quando o gado esta sob
constante risco e quando a enfermidade ocorre em um alto nivei

durante o ano todo (Boyt, 1986).

¢ Compostos correntemente em uso

A atual quimioterapia para a tripanossomose em animais
domésticos depende de seis compostos, alguns dos quais sao
quimicamente relacionados. @) dimenazene, homidium e
isometamidium sao primariamente usados para o tratamento e
profilaxia da tripanossomose em bovinos, ovinos e caprinos. A
quinapiramina, suramin e melarsomina sao primariamente usados
como agentes terapéuticos para infeccdes com Trypanosoma evansi,
embora a quinapiramina seja também usada para propositos
profilaticos. Estes trés ultimos compostos tém seu uso geralmente
restritos a camelos, equideos e butalos (Peregrine, 1994). A Tabela 1
lista as drogas tripanocidas, sua dosagem, o nome comercial citado na
literatura internacional, a espécie animal e a espécie do parasita contra
o qual é usada. A Tabela 2 lista as drogas tripanocidas disponiveis no

mercado brasileiro.
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TABELA 1 Compostos qumioterapéuticos ¢ quimioprofilaticos usados para a tripanossomose araal
{Peregrine, 1994).
Nome Dosagem
Compostos . 9 Rota Uso | Especificidade Animal
Comercial mg/kg L
Diaceturato de Beronal* 3,570 .m. T T congolense Bovinos
Dimenazene Veribem:« T vivax Pequenos rummantes
Ganaseg'® T evanss |Caes|
Diaseg® {T. brucen |Equideos]
Ganatet® *
Brometo de Ethidium:* 1,0 1.m. T/P | T.congolense Bovinos
Homidium T vivax Pequenos Ruminantes
|Equideos]|
Cloreto de Novidium « 1.0 1.m T/P | T.congolense Bovinos
Homidium T. vivax Pequenos Ruminantes
|Equideos|
Cloreto de Samorimi# 0,25-0.5 i.m. T T.congolense Bowvinos
Isometamidium Trypamidium& 0,5-1,0 i.m P T.vivax Pequenos Ruminantes
T. bruces Equideos
T. evans/ Camelos
Dimetilsultato de Trypacide 3,0-5,0 s.C. T T.congolense Suinos
Quinapiramina sulphate:® T.vivax Caes
T.brucer Equideos
T. evansi Camelos

T. sinvae




continuacao Tabela 1

Nome Dosagem o .
Compostos . 9¢ Rota Uso | Especificidade Animal
Comercial mg/kg

Dimetilsulfato de Trypacide 3,0-5,0° s.C. P T. congolense Suinos

Quinapiramina: Pro-salt® T. vivax Caes
Cloreto T. brucer Equideos
(3:2) T. evansi Camelos

T. simiae

Suramin Naganol® 7.0-10.0¢ V. TPy | T. evansi Camelos
Equideos
Melarsomina Cymellarsan 0,25 s.c./i.m. T T. evansi Camelos

i.m.: intramuscular; s.c.: subcutaneo; i.v.: intravenoso; T: agente terapéutico; P: agente profilatico;
{ ): atividade limitada; [ ]: pequeno indice terapéutico.

*Profilaxia observada com baixo desafio de Tsé-tsé.
®Dosagem do sulfato.

‘Gramas por animal.

*Ganatet ®: Dimenazene em associacao com Tetraciclina.




e caning

TARELA 2. Produtos usados no tratamento das mpanossomoses por T rypanosoma
evans e Trypanosoma vivax disponivels no mercado brasierro.
Nome . _
~ : Especificidade Fabricante
Zomercial
Beronat T congolense Quimio Produtos Quimicos Com. Ind.
LT wivan Lida.
T. brucer
Tristerl 7. congolense Probion - Ind. de Medicamentos
7. vivax Veterinarnios Ltda.
7. bruces
Hemo Chr | 7 congolense Embrasvet - Empresa Brasileira !
T vivax | Vetennana Ltda 'l
T bruce:
t  Plasmosil Babesia spp. Phihips Couto Industria Farmaceutica
Ltda.
Babesin T. congolense Fagra - Farmagricola S.A. Imp. &
T. vivax Exportacao
T bruces
Pirenthal T. congolense Minerthal Ltda.
T vivax
T brucer
- “Ganatet | Babesia spp Ciba Geigy Quimica S.A
Anaplasma spp.
| Ganaseg Tripanossomose Ciba Geigy Quimica S.A.
i
! Diaseg Tripanossomose Schering-Plough Veternnaria
‘ Babesiose
‘ Nambiusol | Prroplasmose bovina Farmavet Produtos Veterinanos Ltda.

*Todos o0s produtos

tém como principio ativo a droga diaceturato de

dimenazene. A dosagem recomendada e 3.5 mg/kg por via intramuscular para
equinos e bovinos

* T Apesar

de

nenhum dos

dosagem de 7,0 mg /kg.
** *Ganatet'®: Dimenazene em associacao com Tetraciclina.

tabricantes
tripanossomose pelo Trypanosoma evanst,

referir-se ao tratamento

' 10

da

o Dimenazene & efetivo na



FIG. 1. Medidas dos tripanossomas. L: comprimento total (incluindo o flagelo livre), PK:
distancia do posterior final ao cinetoplasto; KN: do cinetoplasto ao meio do nucleo;
PN: do posterior final ao meio do nucleo; NA: do meio do nucleo ao anterior final; F:
comprimento do flagelo livre; K: cinetoplasto. Baseado em Hoare (1972).
Trypanosoma vivax: forma tripomastigota em sangue de bovino (surto ocorrido no
Pantanaldo Poconé, 1995).



Posterior final arredondado

Cinetoplasto terminal grande

/

- Membrana ondulante reduzida

Flagelo livre sempre presente

FIG. 2. Trypanosoma vivax encontrado no sangue de bovinos naturalmente infectados no Pantanal de

Poconé, MT, Brasil.
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IMUNIDADE CONTRA Trypanosoma vivax

Flabio Ribeiro Araujo’
Claudio Roberto Madruga?

INTRODUCAO

O Trypanosoma vivax é um hemoprotozoario de ruminantes
do grupo dos Salivaria, presente na Africa, onde é transmitido
ciclicamente por moscas do género G/ossina, bem como nas Ameéricas
Central e do Sul e Asia, onde a transmissdo ocorre mecanicamente,
através de moscas hematdfagas, como as dos géneros Tabanus e
Stomoxys.

No Brasil, até recentemente, as descricoes da presenca do T.
vivax estavam circunscritas a regiao Norte, sendo o primeiro relato
em bufalos no Estado do Para {Shaw & Lainson, 1972). Entretanto,
recentemente, o 7. vivax foi identificado na regiao pantaneira de
Poconé, no Estado do Mato Grosso (Silva et al., 1995), sugerindo que
este hemoprotozodrio esta expandindo a sua presenca no territorio
brasileiro.

O T. vivax é responsavel por grandes perdas econdrmicas a

bovinocultura em areas tropicais, refletidas por perdas na produgao de

' Méd.-Vet., M.Sc., Departamento de Medicina Veterindria, UNIDERP, Rua Alexandre
Herculano, 1400, Campo Grande, MS,

2 Méd.-Vet., Ph.D., CRMV-MS n® 0587, Embrapa Gado de Corte, Caixa Postal 154, CEP
79002-970 Campo Grande, MS,



carne e leite, infertilidade, retardo no crescimento e mortalidade dos
animars.

A infeccao por este hemoparasito € caracterizada por
emagrecimento progressivo, anemia, edema de barbela, febre,
anorexia, oftalmite, diarréia e abortos (Silva et al., 1995). Apds a
infeccdo aguda, os bovinos apresentam baixas parasitemias,

permanecendo em um estado de portador assintomatico da doenca

(Lau, 1988).

EVASAO DA RESPOSTA IMUNE PELO 7. vivax

Embora os tripanossomas estejam constantemente expostos
ao sistema imune do hospedeiro, estes hemoparasitos desenvolvem
mecanismos de evasao, por variacao antigénica (Abbas et al., 1994).

Os antigenos do 7. vivax podem ser classificados em estaveis
{invaridveis) ou variaveis. Os antigenos estaveis sao constituintes do
parasito, como proteinas estruturais e enzimas, que podem ser
isoladas da populacdo dos hemoprotozoarios desta espécie em
qualquer fase da infeccao. Os antigenos variaveis, por outro lado,
estao localizados na superficie do tripanossoma e sao responsaveis
pelas variantes sorolégicas destes microrganismos (VATs-variable
antigen types). Esta cobertura antigénica de superficie é constituida
por mais de 10’ moléculas de uma unica glicoproteina variavel de
superficie (GVS).

Experimentos demonstraram gue quando um unico 7. vivax é

multiplicado em cultura, cada clone expressa uma unica GVS. Quando
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o organismo infecta o bovino pela primeira vez, o sistema imune gera
anticorpos contra este antigeno. Os anticorpos podem eliminar cerca
de 90% da populacao original de tripanossomas. No entanto, uma
parte destes hemoparasitos altera a constituicao da GVS e a nova
glicoproteina nao e reconhecida pela resposta imune inicial. Esta
mudanca ocorre espontaneamente € nao depende da resposta imune
do hospedeiro. A mudanga de uma GVS explica os piques de
parasitemia e a periodicidade da febre, caracteristicas da
tripanossomose. O potencial do repertdrio das GVS nao é conhecido,
embora ja tenha sido descrito que descendentes de um mesmo
tripanossoma podem apresentar até 100 GVS distintas (Stites & Terr,
1991).

A multiplicidade de variantes antigénicas observadas durante
estudos de campo em bovinos torna a vacinacao uma solucao pouco
provavel para a tripanossomose.

A maioria dos antigenos estaveis do 7. vivax nao esta
localizada na superficie do parasito e, portanto, nao esta exposta ao
sistema imune do hospedeiro. No entanto, estes antigenos sao
importantes na imunopatologia da infeccao e para utilizacao em

diagnostico sorolégico (Vickerman et al., 1992).

RESPOSTA IMUNE CONTRA O 7. vivax

Imunidade inata
A cobertura de glicoproteinas do 7. vivax parece conferir a

este hemoparasito resisténcia aos mecanismos de imunidade inata,
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como ativacao de complemento e opsonizagao para fagocitose pol
macréfagos. As formas metaciclicas na probdscida da Glossina, que
nao possuem GVS, suportam a exposicao ao sangue ingerido pelo
inseto durante sua alimentacao e estudos feitos /n vitro mostraram
que soro de cobaio, rico em complemento, nao os afeta, sugerindo
que este estagio possui outro mecanismo para evitar a inser¢ao do
complexo de atague a membrana (Tetley et al., 1981). Estudos
realizados com GVS purificadas de 7. brucei revelaram que estas
glicoproteinas ativam complemento na auséncia de resposta imune
especifica, porém o0s tripanossomas nao sao lisados (Mussoke &
Barbet, 1977). Este tipo de ativagdo pode contribuir para a deplegao
de complemento observada em bovinos infectados por T. vivax
(Rurangirwa, 1983).

A GVS parece atuar como uma capsula antifagocitica
eficiente, na auséncia de imunidade especifica, contra a VAT. Embora
a interacao especifica das células fagociticas com os tripanossomas
nao tenha sido investigada em detalhes, sabe-se que macréfagos
peritoneais de espécies de hospedeiros susceptiveis ndo se ligam nem
fagocitam as formas tripomastigotas (Mosser & Roberts, 1982).

Apesar da falta de fagocitose na auséncia de imunidade
especifica, estudos mostraram que a eliminagdo de 6xido nitrico por
macrofagos poderia destruir tripanossomas no baco, figado e medula

O6ssea (Liew & Cox, 1991).
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Resposta imune especifica

A resposta imune especifica as infecgdes por Trypanosoma é
caracterizada por um aumento  significativo  da relagao
BOCD4/BOCDS8, por ocasiao do primeiro pique de parasitemia, e
aumento no numero total de células T, B e nulas até trinta dias po6s-
inoculacao (Ellis et al., 1987}).

A imunidade especifica desempenha um papel fundamental no
curso da infecgao pelo 7. vivax. Quando um bovino é infectado por
um tripanossoma de um VAT em particular, uma resposta humoral
forte e rapida se desenvolve, protegendo-o contra este VAT, mas nao
contra outros. A variagao antigénica permite ao tripanossoma escapar
destes mecanismos imunes, fazendo com que novas respostas
tenham que ser montadas contra 0s sucessivos VATSs.

Provavelmente todos os estagios cobertos com GVS sao
capazes de induzir uma imunidade VAT-especifica em hospedeiros
imunocompetentes. As glicoproteinas de superficie nao sé sao as
proteinas mais abundantes no tripanossoma, como também as mais

imunogénicas.

¢ Resposta imune humoral

A resposta imune sistémica contra 7. vivax é mediada quase
que inteiramente por anticorpos VAT-especificos. A resposta humoral
tipica em mamiferos, na qual a sintese inicial de IgM € substituida
pela producao de IgG, é modificada em bovinos infectados por T.
vivax, com uma producao de IgM aumentada e prolongada.

Em bovinos experimentalmente infectados com 7. vivax,

titulos crescentes de IgM aparecem apds 10 dias de infeccao, e
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permanecem altos até os animais serem tratados {Luckins & Mehlitz,
1976). Os titulos de IgG1 e 1gG2 usualmente variam pouco em
bovinos infectados por T. vivax, embora aumentos da ordem de duas
vezes tenham sido observados em infecgdes naturais (Luckins &
Mehlitz, 1976). A IgM é mais efetiva do que a IgG na neutralizacao,
aglutinacao e lise dos tripanossomas /in vitro € no estabelecimento de
protecdo in vivo {(Mussoke et al., 1981}. No entanto, foi constatado
recentemente que a molécula de IgM ligada ao tripanossoma esta
envolvida no mecanismo de evasadao. A explicagdao para esta
observacdo é que a IgM limitaria a ligagao da IgG, que seria de fato a
imunoglobulina responsavel pelo processo imune de eliminagao do
parasito (Garcia et al., 1997). Em bovinos, piques recorrentes de
anticorpos contra o VAT infectante foram encontrados, porém nao se
sabe se estas respostas foram induzidas pela recrudescéncia deste
VAT ou por outro, cujo antigeno varidvel de superficie possua
epitopos em comum (Vos & Gardiner, 1990).

Parece provdvel que a macroglobulinemia persistente,
encontrada em bovinos e humanos infectados por tripanossomas
africanos, seja produto das respostas contra os sucessivos VATs, jé
que a adsorsao dos soros de bovinos infectados com T. bruce/ com
um painel de VATs removeu a maioria das IgM do soro (Mussoke et
al., 1981). No entanto, existe uma constatagcao mais recente que, nas
infeccoes por tripanossoma, ha produ¢ao de IgM nao especifica a
este protozoario pelas células B com marcador CD5, que aumentam
consideravelmente 7 a 10 dias apds a primeira parasitemia {(Naessens

& Williams, 1992).
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¢ Resposta imune celular

Ao contrario das respostas humorais, a participacao da
resposta imune celular nao estd bem definida. Alguns resultados de
experimento sugerem que esta tem um papel de pouca ou nenhuma
importancia na protecao contra tripanossomas salivarios. Isto foi
demonstrado em camundongos, Nos quais a resposta imune contra 7.
bruces foi transferida através de soro imune ou linfécitos B, porém
nao por linfécitos T. Camundongos atimicos homozigotos, deficientes
em linfécitos T maduros, porém capazes de montar uma resposta
humoral com IgM, controlaram a parasitemia de 7. rhodesiense
melhor do que os animais heterozigotos, que montam ambas as
respostas (Campbell et al., 1978). Entretanto, nas infeccées dos
bovinos com tripanossoma, foi verificada a proliferacao de linfécitos T
que poderiam participar no controle da infeccao através da producao
de linfocinas como IL-2, e atuaria em macréfagos, linfécitos B e
linfocitos T. Esses ultimos sao capazes de produzir IFN-y, uma
linfocina importante na ativacao dos macréfagos, que atua no
controle da tripanossomose (ILRAD, 1991). Existem evidéncias
circunstanciais que sugerem a participacao de células T CD8 e células
T com receptores yd na resisténcia ao 7Trypanosoma. Os bovinos da
raca N'Dama, resistentes a tripanossomose, tém a populagao destas
células aumentada consideravelmente durante a infeccao por esse
hemoprotozoario, ao contrario dos bovinos da raca Boran, que sao

susceptiveis (ILRAD, 1992).

153



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, A K.: LITCHMAN, A.H.; POBER, J.S. Immunity to microbes.
In: ABBAS, A.K.; LITCHMAN, A.H.; POBER, J.S. Cellular and
molecular immunology. 2.ed. Philadelphia: Saunders, 1994,

0.319-336.

CAMPBELL, J.H.; ESSER, K.M.; PHILLIPS, S.M. Trypanosoma
rhodesiense infection in congenitally atimic (nude) mice. Infection

& immunity, Washington, v. 20, p.714-720, 1978.

ELLIS, J.A.; SCOTT, J.R.; MACHUGH, N.D.; GETTIMBY, G.; DAVIS,
W.C. Peripheral blood leucocytes subpopulation dynamics during
Trypanosoma congolense infection in Boran and N'Dama cattle:
an analysis using monoclonal antibodies and flow cytometry.

Parasite Immunology, Oxford, v.9, p.363-378, 1987.

GARCIA, |L.E.; LIMA, M.R.D.; MARINHO, C.R.F.; KIPNIS, T.L. Role of
membrane bound IgM in 7rypanosoma cruzi evasion from

immune clearance. Journal of Parasitology, Lawrence, v.83,

p.230-233, 1997.

ILRAD (Nairobi, Kenya). The mechanism by wich cattle acquire
immunity to trypanosomiasis. ILRAD Reports, Nairobi, v.9, n.2,
p.1-4, Apr.1991. Baseado em relatério de D. Williams e E.
Authié.

154



ILRAD (Nairobi, Kenya). Do T cells help animals develop immunity to
trypanosomiasis? ILRAD Reports, Nairobi, v.10, n.2, p.1-2,
Apr.1992.

LAU, H.D. Sintomas e tratamento da tripanossomiase (T. vivax) em
bufalos. Belém: EMBRAPA-CPATU, 1988, 13p. (Boletim de
Pesquisa, 90).

LIEW, F.Y.; COX, F.E.G. Non-specific defence mechanism: the role of
nitric oxide. Parasitology Today, Barking, v.7, p.17-21, 1991.

LUCKINS, A.G.; MEHLITZ, D. Immunoglobulin levels in cattle
tripanosomiasis. Annals of Tropical Medicine and Parasitology,

v.70, p.479-480, 1976.

MOSSER, D.N.; ROBERTS, J.F. Trypanosoma brucei: recognition /in
vitro of two developmental forms by murine macrophages.

Experimental Parasitology, New York, v.54, p.310, 1982.

MUSSOKE, A.J.; NANTULYA, V.M.; BARBET, A.F.; KIRONDE, F.;
McGUIRE, T.C. Bovine immune response to African
tripanosomes:  specific antibodies to  variable surface

glycoproteins of T7Trypanosoma brucei. Parasite Immunology,

Oxford, v.3, p.97-106, 1981.

MUSSOKE, A.J.; BARBET, A.F. Activation of complement by variant-
specific surface antigen of Trypanosoma brucei. Nature, London,

v.270, p.438-440, 1977.

155



NAESSENS, J.; WILLIAMS, D.J.L. Characterization and measurement
of CD5* B cells in normal and Trypanosoma congolense infected
cattle. European Journal of Immunology, Florida, v.22, p.1713-

1718, 1992.

RURANGIRWA, F.R.; MUSSOKE, A.J.; NANTULYA, V.M.; TABEL, H.
Immunedepression in bovine tripanosomiasis: effects of acute
and chronic Trypanosoma congolense and chronic Trypanosoma
vivax infections on antibody response to . Brucella abortus

vaccine. Parasite Immunology, Oxford, v.5, p.207-276, 1983.

SILVA, R.A.M.S.; SCHNEIDER, R.C.; FREITAS, J.de; MESQUITA,
D.P.; MESQUITA, T.C.; RAMIREZ, L.; D'AVILA, A.M.R.;
PEREIRA, M.E.B. Bovine trypanosomiasis due to Trypanosoma
vivax in the Northern Subregion of Pantanal, Brazil. Trypnews,

Caiene, v.2, n.4, p.1-2, 1995,

STITES, D.P.; TERR, A.l. Parasitic diseases. In: STITES, D.P.; TERR,
A.l. Basic and clinical immunology. New York: Prentice-Hall

Corporation, 1991. p.672-687.

SHAW, J.J.; LAINSON, R. Trypanosoma vixax in Brazil. Annals of
Tropical Medicine and Parasitology, v.66, p.25-32, 1972.



TETLEY, L.; VICKERMAN, K.; MOLOO, S.K. Absence of a surface
coat from metacyciic Trypanosoma vivax: possible implication for
vaccination against vivax tripanosomiasis. Transactional Royal
Society Tropical Medicine and Hygiene, London, v.75, p.4Q9-
414, 1981.

VICKERMAN, K.; MYLER, P.J.; STUART, K.D. African
Trypanosomiasis. In: WARREN, K.S. Immunology and molecular
biology of parasitic infections. Boston: Blackwell Scientific

Publications, 1992. p.170-212.

VOS, G.J.; GARDINER, P.R. Parasite-specific antibody responses of
ruminats infected with Trypanosoma vivax. Parasitology,

London, v.100, p.93-100, 1990.

157



fundapam

| o

Fundogdo de Apoio d Pesquisa Agropecudrio e Ambientol

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
Ministério da Agricultura e do Abastecimento

Rodovia BR 262, km 4, CEP 79002-370 Campo Grands, MS
Telefone (067) 768 2064 Fax (067) 763 2700
e-mail: difusao@cnpgc.embrapa.br

|

|

|

I

8

ISBN 85-297-0033-2

I




	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_001
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_002
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_003
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_004
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_005
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_006
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_007
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_008
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_009
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_010
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_011
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_012
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_013
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_014
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_015
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_016
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_017
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_018
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_019
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_020
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_021
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_022
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_023
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_024
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_025
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_026
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_027
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_028
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_029
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_030
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_031
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_032
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_033
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_034
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_035
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_036
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_037
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_038
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_039
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_040
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_041
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_042
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_043
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_044
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_045
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_046
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_047
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_048
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_049
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_050
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_051
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_052
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_053
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_054
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_055
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_056
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_057
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_058
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_059
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_060
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_061
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_062
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_063
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_064
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_065
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_066
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_067
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_068
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_069
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_070
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_071
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_072
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_073
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_074
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_075
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_076
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_077
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_078
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_079
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_080
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_081
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_082
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_083
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_084
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_085
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_086
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_087
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_088
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_089
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_090
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_091
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_092
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_093
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_094
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_095
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_096
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_097
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_098
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_099
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_100
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_101
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_102
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_103
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_104
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_105
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_106
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_107
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_108
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_109
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_110
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_111
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_112
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_113
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_114
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_115
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_116
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_117
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_118
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_119
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_120
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_121
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_122
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_123
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_124
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_125
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_126
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_127
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_128
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_129
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_130
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_131
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_132
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_133
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_134
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_135
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_136
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_137
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_138
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_139
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_140
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_141
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_142
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_143
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_144
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_145
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_146
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_147
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_148
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_149
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_150
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_151
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_152
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_153
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_154
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_155
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_156
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_157
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_158
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_159
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_160
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_161
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_162
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_163
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_164
	CNPGC_CARRAP. TRIST. PARASIT. E TRIPAN._98_Página_165

