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PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS SERICOS DE
BOVINOS NATURALMENTE INFECTADOS POR Trypanosoma vivax

SERUM HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS OF CATTLE
NATURALLY INFECTED BY Trypanosoma vivax

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar os parametros bioquimicos séricos ¢ hematoldgicos de
bovinos naturalmente infectados por Trypanosoma vivax. Para isso, foram utilizadas
amostras de sangue com anticoagulante EDTA K3 e sem anticoagulante de 58 bovinos com
suspeita de tripanossomose. Foram realizados os hemogramas e as dosagens bioquimicas
séricas de proteinas totais, albumina, globulinas, relagdo albumina:globulinas , creatinina,
ureia, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e gama glutamiltransferase. A pesquisa
parasitologica foi realizada pela técnica do microhematdcrito, além de extensdes
sanguineas da papa de leucdcitos coradas pelo May-Griinwald-Giemsa. Para a anélise
estatistica foram utilizados o Teste de Tukey e Teste de Mann-Whitney. Das 58 amostras,
42 foram positivas e 16 foram negativas para formas tripomastigotas de 7rypanosoma
vivax. Uma anemia normocitica normocromica foi observada nos animais positivos. A
analise do leucograma revelou uma leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda e
linfocitose nos animais negativos, com diferencas significativas (p<0,05) nas contagens de
leucocitos totais, mondcitos e eosindfilos. Alteracdes significativas (p<0,05) foram
observadas nas concentragdes de albumina, relacdo albumina:globulinas, aspartato
aminotransferase e gama glutamiltransferase. As alteragdes no eritrograma e nas
concentragdes bioquimicas séricas sdo condizentes com uma infec¢ao cronica por 7. vivax.
Anemia e alteragdes no proteinograma foram os achados mais significantes.
Palavras-chave: Anemia, Hemograma, Leucograma, Tripanossomose.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate hematological and serum biochemical
parameters of cattle naturally infected with Trypanosoma vivax. 58 blood samples with
anticoagulant EDTA K3 and without anticoagulant from cattle with suspected
trypanosomiasis were analyzed. Blood count and serum biochemical of total proteins,
albumin, globulins, albumin:globulins ratio, creatinine, urea, aspartate transaminase (AST),
alkaline phosphatase (FAL) and gamma glutamyltransferase (GGT) were performed.
Parasitological research was performed using the microhematocrit technique and in blood
smears of leukocyte slayer stained by May-Griinwald-Giemsa. Statistical analysis was
analyzed by the Tukey Test and Mann-Whitney Test. Of the 58 samples, 42 were positive
and 16 were negative for trypomastigote forms of Trypanosoma vivax. Normochromic
normocytic anemia was observed in positive animals. Leukogram revealed neutrophil
leukocytosis with left shift and lymphocytosis in negative animals, with significant
diferences (p <0.05) on the count of total leukocytes, monocytes and eosinophils.
Significant changes (p <0.05) were observed in albumin, albumin:globulins ratio, aspartate
transaminase and gamma glutamyltransferase. Changes in erythrogram and serum
biochemical concentrations are consistent with chronic T. vivax infection. Anemia and
changes in the proteinogram were the most significant findings.

Keywords: Anemia, Blood count, Leukogram, Trypanosomiasis.
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Introduciao

Tripanossomiases sao um conjunto de doencas provocadas por protozoarios do género
Trypanosoma, as quais sdo zoonoses € antropozoonoses de importincia médico
veterinarial. Dentre esses protozoarios, destaca-se o Trypanosoma vivax, importante
tripanosoma de bovinos que tem seu local de origem no Oeste da Africa, mas se adaptou &
transmissdo mecanica por insetos hematofagos, tais como Stomoxys spp. € Tabanus spp.
Dessa forma, estd presente em varios paises da América do Sul, América Central e
Caribe®.

O bovino naturalmente infectado por 7. vivax apresenta varios sinais inespecificos como
febre, anorexia, aumento de linfonodos, reducdo da produgio de leite, aborto e diarreia .
Os achados hematolégicos incluem uma anemia hemolitica de origem imunomediada®®,
leucopenia® ou leucocitose®. Os pardmetros bioquimicos séricos normalmente ndo estio
alterados “®. E importante ressaltar que a infecgdo por 7. vivax varia de acordo com o
hospedeiro, o qual pode permanecer clinicamente normal por um longo periodo e
contribuir com a disseminacdo da doenca'”.

Neste contexto, a tripanossomiase € de grande importancia, pois causa consideraveis
perdas econdmicas na producdo de leite, além de infertilidade e morte de animais
afetados®. Assim, o objetivo deste trabalho é analisar os pardmetros hematologicos e
bioquimicos séricos de bovinos naturalmente infectados por 7. vivax, confrontando os

valores de animais negativos € positivos na pesquisa parasitologica.

Material e métodos

Foram utilizadas amostras de sangue com anticoagulante (EDTA K3) e sem anticoagulante,
coletadas de 58 vacas leiteiras. Estas foram encaminhadas ao Laboratorio de Patologia
Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, com
suspeita de tripanossomose.

Das amostras coletadas com anticoagulante, foram realizados os hemogramas em

analisador automatico ABC Vet™

, € 0s seguintes parametros foram analisados: volume
globular (VG), hematimetria (He), hemoglobinometria (Hgb), volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM), contagem de plaquetas e leucometria. A contagem diferencial
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de leucocitos foi realizada em extensdes sanguineas coradas pelo método May-Griinwald-
Giemsa. Foram identificadas e contadas 100 células e estabelecida a férmula leucocitéria
relativa e absoluta ©.

As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas a 720G por 6 minutos, o
soro obtido foi transferido para microtubos (Eppendorf) e congelados a — 20° C, por um
periodo maximo de 48 horas até o momento das analises. Determinou-se em cada amostra
de soro as concentragdes de proteinas totais (PT), albumina (ALB), creatinina (CRE), ureia
(URE), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL) e gama
glutamiltransferase (GGT), em analisador automatico multicanal Labmax Plenno,
previamente calibrado (calibra H) e aferido com soro controle universal (Qualitrol),
utilizando os kits comerciais da Labtest Diagnostica®. A concentragdo sérica de globulinas
(GLOB) foi calculada subtraindo o valor da albumina do valor das proteinas séricas totais,
a relagdo albumina:globulinas (A:G) foi calculada dividindo o valor da albumina pelo das
globulinas.

Para cada amostra de sangue com anticoagulante, um tubo de microhematdcrito foi
preenchido até aproximadamente 2/3 do seu volume total. A extremidade posterior foi
selada com chama, e posteriormente centrifugado a 13552G por 5 minutos. A leitura para
observacdo das formas de tripomastigota foi realizada em microscopio Optico na interface
entre a papa de leucdcitos e o plasma, em aumento de 100x e 400x19).

Ap0s a leitura, os tubos de microhematodcrito foram quebrados entre o plasma e a papa
leucocitaria (Buffy Coat) e confeccionados esfregacos, corados pelo método May-Griiwald-
Giemsa e examinados em microscOpio Optico com objetiva de imersao (aumento de 1000x)
para a pesquisa do parasito!!).

Os dados referentes a hematimetria, leucometria e bioquimica sérica foram tabulados e
analisados com o auxilio do software IBM SPSS Statistics 21®. As médias dos valores que
seguiam uma distribuicdo normal foram submetidas ao Teste de Tukey, e as que seguiam
uma distribui¢do ndo gaussiana ao teste de Mann-Whitney, ambas ao nivel de 5% de

significancia.

Resultados

Das 58 amostras analisadas, 42 foram positivas e 16 foram negativas para pesquisa

parasitologica da forma tripomastigota de 7. vivax.
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Os valores encontrados no eritrograma de bovinos positivos e negativos para 7. vivax estao
representados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios, desvios padrio e valores de referéncia dos pardmetros do
eritrograma de bovinos parasitologicamente positivos € negativos para Trypanosoma vivax.

Parametros Média £+ Desvio Padrao Valores de
analisados — - Referéncia*
Positivos Negativos
(n=42) (n=16)

Hemacias (10%/uL) 4,04 £1,1B 6,13 £ 1,3A 5-10
Hgb (g/dL) 6,3+1,5B 9,1 +1,3A 8—-15
VG (%) 18,6 £4,2B 28,1 £ 54A 24 — 46
VCM (fL) 47,0 £ 6,6A 46,1 £ 2,7A 40 - 60
CHCM (fL) 33,8 £2,4A 32,8 +£2.3A 30-36
Plaquetas (103/uL) 210,3 +136,0B 371,5+173,8A 100 - 800

Letras maitsculas diferentes na mesma linha sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
*MAHAFFEY"?).

Observa-se que as médias dos indices hematimétricos volume corpuscular médio e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média ndo apresentaram diferenga estatistica
(p>0,05), com maiores valores para os animais negativos. No entanto, os valores médios
para hemacias, hemoglobina, volume globular e plaquetas diferiram significativamente
(p<0,05), com valores menores nos animais positivos e abaixo dos de referéncia relatados
por Mahaffey!?, caracterizando um quadro de anemia, que pode ser classificada como
normocitica e normocromica. Pois os valores do volume corpuscular médio e concentragdao
de hemoglobina corpuscular média, estio dentro do intervalo de referéncial”. As médias
da contagem de plaquetas seguem os valores de referéncia determinados por Mahaffey!!?),
apesar da diferenga estatistica (p<0,05) observada nos animais em estudo.

A tabela 2 mostra os dados relativos ao leucograma.
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Tabela 2. Valores médios, desvios padrdo e valores de referéncia do leucograma de
bovinos parasitologicamente positivos e negativos para 7. vivax.

. Média + Desvio Padrio Valores de
Parametros _ . Referéncia®
avaliados Positivos Negativos
(n=42) (n=16)
Leucocitos (uL) 8211,9 £4091,0B 12343,7 +7226,5A 4000 — 12000
Bastonetes (uL) 300,7 + 193,7A 236,4 £231,9A 0-100
Segmentados (nL) 1878,3 £ 1015,8B 3055,9 £ 1080,1A 600 — 4000
Eosinéfilos (uL) 375,9 +511,8B 936,7 £ 921,9A 600 — 2400
Basoéfilos (uL) 3,7+ 17,5A 10,9 +43,7A 0-200
Monocitos (nL) 366,8 + 300,9A 156,6 + 146,2B 0-900
Linfécitos (uL) 5293,0 £3594,7A 7892.4 + 6538,8A 2500 — 7500

Letras maiusculas diferentes na mesma linha significam valores estatisticamente diferentes
(p<0,05). *MAHAFFEY"?),

Pode-se constatar, através da analise da tabela 2, que as médias dos bastonetes, baséfilos e
linfocitos ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). As médias referentes aos
leucocitos, neutrdfilos segmentados, eosindfilos e mondcitos apresentaram diferenca
significativa (p<0,05). Os maiores valores dos leucdcitos, neutrofilos segmentados,
eosinofilos, basofilos e linfocitos foram observados nos animais negativos. Enquanto os
bastonetes € mondcitos nos animais positivos. Os bovinos negativos apresentaram valores
de leucocitos, bastonetes e linfocitos superiores aos de referéncia!?, caracterizando um
quadro de leucocitose com desvio a esquerda e linfocitose. Os animais negativos, apesar
dos leucdcitos normais, apresentaram neutrofilos bastonetes acima da referéncia para a
espécie!?), apresentando um quadro de desvio a esquerda.

Os resultados das analises bioquimicas séricas estdo representados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores médios, desvios padrao e valores de referéncia dos parametros
bioquimicos séricos de bovinos positivos e negativos para 7. vivax.

Média + Desvio Padrao Valores de
Parametros Positivos Negativos Referéncia™*
(n=42) (n=16)

PT (g/dL) 5,8+ 3,3A 6,9 +£3,4A 6,574
ALB (g/dL) 1,3+0,7B 2,0+0,7A 3-3,6
GLOB (g/dL) 4,4 +£27A 5,0+ 2,8A 3-35
Relacio A:G 0,4=+0,2B 0,5+0,2A 1-1,02
CRE (mg/dL) 0,5+0,2A 0,6 £ 0,2A 1-2
URE (mg/dL) 25,2+ 14,4A 30,6 £ 13,7A 23 - 58
FAL (U/L) 72,7+ 70,1A 90,9 + 58,8A 0—488
AST (U/L) 442 +21,8B 59,3+ 17,7A 78 — 132
GGT (U/L) 14,6 + 8,3B 23,6 £ 10,5A 6,1 -17,4

Letras maitsculas diferentes na mesma linha significam valores de média estatisticamente
diferentes (p<0,05). **KANEKO et al.!!3).

De acordo com a andlise dos dados, as médias dos valores de proteinas totais, globulinas,
creatinina, ureia e fosfatase alcalina nao diferiram estatisticamente (p>0,05). No entanto,
albumina, relagdo albumina/globulinas, aspartato aminotransferase e
gamaglutamiltransferase apresentaram diferenga estatistica (p<0,05), com maiores valores
sendo observados nos animais negativos. Os valores de todos os constituintes bioquimicos
séricos analisados apresentaram valores menores nos animais positivos, sendo que os
valores da albumina, creatinina e aspartato aminotransferase foram menores que os de
referéncia determinados por Kaneko et al.!¥. Os outros parimetros analisados ficaram
dentro do intervalo de referéncia'®, exceto a gamaglutamiltransferase nos animais

positivos, que se apresentou ligeiramente aumentada.

Discussao

Os resultados observados na analise do eritrograma corroboram com os vistos por Batista
et al."¥, Cuglovici et al. 1 e Cadioli et al.*”), os quais constataram anemia leve a moderada
em animais naturalmente infectados. A anemia na infec¢do por 7. vivax pode ser descrita
como sendo normocitica normocromica, também observada no presente estudo, com uma

tendéncia a se tornar macrocitica normocromical!®. A reducdo dos valores de hemécias,
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hemoglobina e hematdcrito sdo achados comuns na fase aguda da doenca® e ocorre, em
grande parte, pela desialilacdo dos eritrocitos pelas formas tripomastigotas do 7. vivax!”.
Outros mecanismos, como hemolise intra ¢ extravascular, diminui¢do ou inibi¢do da
eritropoiese ¢ hemorragias também podem estar associados a anemia nos animais
infectados!®).

Diminuicao significativa foi observada na contagem de plaquetas (p<0,05), apesar dos
valores permanecerem na faixa de normalidade para bovinos!?. A maioria dos trabalhos,
entretanto, descreve a trombocitopenia como principal achado de animais infectados por 7.
vivax"2D. Anosa, Logan-Henfrey e Shaw®! descreveram trés mecanismos principais
como causa da trombocitopenia: fagocitose plaquetdria, agregacdao plaquetaria e uma
possivel coagulacdo intravascular disseminada. Um fendmeno, conhecido como
tripanotolerancia, pode ser observado em algumas ragas de bovinos e estd associado a
fatores ambientais e genéticos, podendo variar com a idade, estado nutricional, infec¢des
intercorrentes, entre outros”, podendo explicar o fato de os animais positivos ainda
estarem na faixa de normalidade para bovinos?).

Os resultados obtidos na andlise do leucograma dos animais positivos diferem dos
observados pela maioria dos estudos, os quais demonstram tanto uma leucopenia com
linfocitose®!*2?? quanto uma leucocitose por linfocitose ?>?*), em bovinos com infec¢io
por T. vivax. A eosinopenia observada corrobora com os resultados encontrados por Paiva
etal.®),

A leucopenia na tripanossomose tem sido atribuida a uma diminuicio na mielopoiese®®.
Jenkins e Facer® relataram uma leucopenia inicial durante as primeiras 3 semanas de
infeccdo por 7. vivax em bovinos, com valores subsequentemente acima dos niveis pré-
infecciosos. Cadioli et al.®) e Almeida et al.?® observaram diferentes comportamentos no
leucograma de animais infectados, os quais podem permanecer dentro da normalidade ou
caracterizarem um quadro de leucopenia na fase inicial da infec¢do e apresentarem
leucocitose por linfocitose em estdgios mais avancados da doenga. Esta dindmica
possivelmente explica a leucocitose por linfocitose observada nos animais considerados
como negativos. Embora sejam negativos na pesquisa parasitologica, os ultimos podem ter
sido infectados e se apresentam na fase cronica da doenca, pois os bovinos podem ser
negativos parasitologicamente, com sinais clinicos ou ndo, e positivos na avaliacao
sorologica, como na Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Durante o curso das

tripanossomiases, verificam-se flutuagdes da parasitemia ou até intervalos
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aparasitémicos®?”, que podem estar relacionados a resposta imunoldgica do hospedeiro e a
variacdo antigénica das glicoproteinas variantes de superficie (GVS) dos tripanossomas®).
Diferengas significativas (p<0,05) foram observadas nas contagens de eosindfilos e
monocitos quando confrontados bovinos positivos e negativos. Essa condi¢do pode ser
explicada pela liberagdo de glicocorticoides endogenos em resposta ao estresse causado
pela doenga.

Animais negativos e positivos apresentaram desvio a esquerda e diferenga estatistica na
contagem de neutréfilos segmentados, revelando uma provavel infec¢ao secundaria. A
susceptibilidade a infec¢des secundarias ¢ um fendmeno bastante conhecido em bovinos
infectados com tripanosoma. Infeccdes oportunistas sdo capazes de provocar quadros
graves podendo, inclusive, levar a morte do animalV.

Com relacdo ao proteinograma, tais resultados sdo semelhantes aos observados por
Schenck et al.¥), os quais observaram diminuicdo dos valores de proteinas totais e
albumina de 4 a 8 dias ap6s a infeccdo por Trypanosoma vivax, além do aumento na
concentracdo de globulinas ap6s 12 dias da infec¢do. De acordo com os mesmos autores,
essa condi¢do provavelmente estd relacionada a um estimulo antigénico do parasito com
aumento da imonoglobulinas. A diferenca estatistica (p<0,05) da relacdo
albumina/globulinas pode ser explicada também pela diminuicdo dos valores de albumina
dos animais positivos. Os animais do grupo negativo apresentaram valores das globulinas
superiores aos de referéncia'®), possivelmente por estarem infectados, embora em uma
condig¢do aparasitémica.

Em relagdo a ureia e creatinina, a maioria dos estudos relataram concentragdes dentro dos
valores de referéncia para bovinos**). As médias de creatinina no estudo em questio
podem ser explicadas por diminui¢do da massa muscular dos bovinos analisados, e ndo por
algum dano renal.

Estudos realizados por Moraes®? e Schenck et al.¥ demonstraram uma atividade da AST
inalterada em animais infectados. Kadima et al.®! observaram um incremento inicial até 6
dias apos a infec¢do com posterior decréscimo. No presente estudo, as médias de AST
foram inferiores em animais positivos e as médias da enzima diferiram estatisticamente
(p<0,05). Esse decréscimo pode ser associado a alteracao hepatica com a progressao da
doenca, como fibrose do 6rgao®?.

Os resultados das médias de concentragdes de GGT diferem dos observados por Schenck

et al.Y, os quais notaram aumento da enzima quando comparado ao controle, mas dentro
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dos valores normais para bovinos. Moura et al.®? perceberam tanto um aumento quanto
uma diminui¢do na concentracdo da enzima em animais naturalmente infectados pelo

parasito.

Conclusoes

Os resultados permitem inferir que as alteracdes nos parametros bioquimicos € no
eritrograma sdo compativeis com a infeccdo por Trypanosoma vivax. Anemia e as

alterag¢des do proteinograma sdo os principais achados na avaliacao laboratorial.
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