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RESUMO

Realizou-se um estudo da dinimica de infecgdes naturais por Anaplasma marginale, durante o periodo de
um ano. em duas propriedades localizadss na Regido Metalirgica do estado de Minas Gerais. Foram
realizados csfregagos sangiiineos, sorologia através da reagfio Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e
determinado o volume globutar (VG). Os animais que nasceram no perfodo de margo a julho sofreram a
infecedo em outubro e novembro, independente da idade do animal: enquanto, 0s que nasceram no
periodo de setembro a dezembro adquiriram a infecgdo nos primeiros dias de vida, com parasitemia
patente a partir de 30 dias de idade. Durante o periodo patente o VG reduziu na primeira semana de
infecgdo. variando entre 20 a 23%. Das 56 bezerras acompanhadas, 55% foram positivas a IFI. A
prevaléncia miaxima de bezerras com anticorpos anti-A. marginale ocorreu em animais acima de 150 dias
de idade. correspondendo ao periodo logo apos o pico da parasitemia, Concluiu-se que a ocorréncia da
primo-infec¢ao sofre influéncia das estagdes do ano e que os animais nascidos na estagio seca apresentam
maior risco de infec¢do, quando expostos as condigdes de elevada transmissdo durante a estacio chuvosa
subsequente.

Palavras-chave: Anaplasma marginale, anaplasmose. bovinos, epidemiologia, Imunofluorescéncia
Indireta.

ABSTRACT

The dynamic of Anaplasma marginafe natural infections in calves was evaluated during a period of one
vear in two farms located in the "Metalirgica" Region of the Minas Gerais State. Brazil. Blood samples
were collected weekly for determination of parasitemia. packed cell volume (PCV) and serology by the
Indirect Antibody Fluorescent Test (IFAT). The animals which were born from March to July suffered
the infection in October and November. independently of their age. while catves which were born from
September to December acquired the infection during the first days of life. presenting patent parasitemia
from 30 days of life. During the patent period. the PCV decreased after one week of infection, varying
from 20 and 23%. Amongst the 56 calves studied 55 % were positive by IFAT. The maximum titles of
antibodies were detected in calves older than 150 days. which corresponded to the period soon after the
maximum parasitemia. It was concluded that, in the studied region, transmission of A. marginale is
influenced by climatic conditions and that calves born during the dry season are more likely to acquire the
infection when they are exposed to high transmission levels during the subsequent raining season.

Key words: Anaplasma marginale, anaplasmosis, cattle. epidemiology, Indirect Fluorescent Antibody
Test .




1 INTRODUCAO

A anaplasmose ¢ uma doeng¢a de ruminantes
caracterizada por anemia progressiva (Ristic,
1968). A principal espécie que se destaca como
causa desta doenca nos bovinos € o Araplasma
marginale, Theiler 1910,

Esta hemoparasitose ¢ endémica nas regides
tropicais € subtropicais, constituindo-se um fator
limitante ao desenvolvimento da pecuaria.
devido a mortalidade, redugiio na produgio de
carne ¢ leite e custo de medicamentos
{(McDowell et al.. 1964: James et al.. 1985
Lima. 1991).

Estudos epidemiologicos tém demonstrado
variagoes na soroprevaléncia da anaplasmose,
alguns revelando dreas de estabilidade enzoodtica
(Payne & Osorio. 1990), enquanto outros
indicam situagdo de instabilidade em outras dreas
(Madruga et al.. 1983; Ribeiro et al., 1984). Nas
dreas de instabilidade. onde os niveis de
infestagio dos vetores sdo baixos para a
transmissdo do agente, ha ocorréncia de
manifestagdes  clinicas da  anaplasmose
ocasionando altas taxas de mortalidade (Madruga
et al.. 1983). Nas dreas de estabilidade, devido a
protegdo adquirida nos primeiros meses de vida,
apenas ¢asos clinicos esporadicos sfo observados
(Payne & Osorio, 1990).

Atualmente as dreas de instabilidade tendem a
aumentar em fungiio de priticas que interferem
nos  determinantes  epidemiolégicos  da
anaplasmose. A  utilizagdo exagerada de
carrapauicidas e inseticidas em dreas de
estabilidade tem reduzido os niveis de infestagio
dos vetores tfransmissores e, consequentemente,
grande parte da populagio de bezerros ndo
adquire a infeccdo. A adogdo de novas priticas
de manejo visando aumento de produtividade dos
rebanhos, tais como, o aleitamento artificial de
bezerros, uso de bezerreiros individuais, sistema
"free stall", dentre outros, também reduz o
contato dos animais com os vetores favorecendo
o0 aparccimento de A4reas de instabilidade
{Madruga et al., 1983; Ribeiro et al., 1984).

A susceptibilidade dos animais aumenta com a
idade, sendo que os jovens apresentam alteracées
clinicas ¢ hematoldgicas menos severas (Roby et
al., 1961). Este fato é atribuido a determinados

fatores, tais como: a persisténcia de anticorpos
colostrais (Commier & Guzman, 1977), a
imunidade celular (Buening, 1973), a maior
atividade eritropoiética da medula éssea (Ristic,
1968) ¢ a fungio protetora da hemoglobina fetal
(Anderson et al.. 1972).

Em dreas endémicas, os bezerros se infectam nos
primeiros meses apos o nascimento (Ribeiro,
1979). A primo-infecgfio ocorre em bezerros de
um a quatro meses de idade, provavelmente.
devido 4 queda nos niveis de anticorpos
colostrais entre o 28° ao 84° dia apds o
nascimento (Madruga et al._ 1984).

Apesar da prevaléncia de anticorpos contra 4.
marginale no estado de Minas Gerais ser
elevada, ocorre a anaplasmose clinica com
situagdes de instabilidade. Embora a importincia
do 4. marginale seja reconhecida. os dados

-epidemioldgicos existentes tém sido

determinados em trabalhos isolados. ndo
podendo ser extrapolados para todo o Estado,
devido ndo s0 4 existéncia de condigbes
ecologicas diferentes, como também ao sistema
de criagdo adotado em todas as regides (Ribeiro
& Reis, [981a; Ribeiro & Reis, 1981b; Ribeiro et
al., 1984).

O presente trabalho teve como objetive estudar a
dindmica de infecgSes naturais por 4. marginale,
durante o periodo de um ano na regiio
Metalargica, estado de Minas Gerais, buscando
compreender a cpidemiologia dessa doenga e,
possivelmente. fornecer subsidios para a
formulagdo de estratégias de controle mais
eficientes para a regido estudada.

2 LITERATURA CONSULTADA

A anaplasmose € uma doenga causada por uma
rickéttsia intraeritrocitica obrigatéria, do género
Anaplasma, que  pertence a  familia
Anaplasmataceae e ordem Rickettsiales (Ristic,
1968).

O termo Anaplasma foi sugerido em razio do
agente 4 microscopia de luz, aparentar
desprovide de citoplasma, enquanto o termo
marginale indica a sua localizagio periférica
dentro do eritrocito. Os corpos marginais de
Anaplasma medem entre 03 a 1,0 um de
didmetro e sdo constituidos por uma membrana
externa simples que limita uma a oito
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subunidades, denominadas de corpisculos
iniciais. Cada corpusculo inicial corresponde a
uma unidade infectante do Araplasma (Ristic,
1968)

O Anaplasma infecta eritrécitos F-ovinos,
bubalinos. ovinos ¢ caprinos, ai. . ‘12 uma
variedade de ruminantes silvestres, © pode ser
transmitido por vetores artropodes, tais como: os
carrapatos, possiveis vetores biolégicos. e as
moscas hematéfagas (Tabanidae e Stomoxys) e
05 mosquitos (Psorophora), vetores mecinicos
(Wanduragala & Ristic, 1993). O Boophilus
microplus ¢ a espécie de carrapato mais citada na
literatura como vetor do Araplasma (Losos,
1986). Entretanto. para ser considerado como tal
hi necessidade de ter transmissdo transovariana
dessa rickéttsia. A demonstracio da transmissio
transovariana tem falhado constantemente. nio
sendo considerada. portanto como o método de
transmissdc que ocorre com freqiéncia na
natureza (Ribeiro & Lima, 1993a; Ribeiro ct al..
1996). Aguirre et al. (1994) observaram que a
transmisso deste carrapato depende do nivel de
rickettsemia do animal.

Bennett (1974) demonstrou que varias larvas e
ninfas desse carrapato. que desprendem dos
animais durante o periodo do repasto sangiiineo,
530 vidvels. e sugere que possam se fixar em
outros hospedeiros, transmitindo a doenga. Esses
dados sugerem que. no campo, a lransmissio
transestadial assume real importincia. podendo
0s bezerros se infectar com B. microplus
oriundos da propria mie, durante 3
amamentacio,

A maioria dos conhecimentos ecoldgicos do B.
microplus sio devido aos estudos australianos.
Magalhdies (1989) ¢ Batista (1998) fazendo
estudos programados sobre o ciclo de vida do B.
microplus e insetos hematofagos,
respectivamente, na Regido Metalirgica, estado
de Minas Gerais, observaram a ocorréncia
sazonal destes vetores transmissores e seus
aspectos biologicos e ecologicos.

Além dos vetores. a anaplasmose pode ser
transmitida de forma iatrogénica (Guglielmone et
al., 1997) e por via transplacentina (Zaugg &
Kuttler, 1984).

A doenga foi primeiramente descrita por Theiler
em 1910, ¢ caracteriza-se por anemia severa
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associada ao parasitismo intraeritrocitdrio, queda
progressiva do volume globular, ictericia
acompanhada por febre, apatia ¢ inapeténcia. E
uma enfermidade de dificil diagnoéstico clinico,
devido aos sinais clinicos serem comuns a
diversos processos patologicos (Ristic, 1968:
Losos, 1986). A anemia observada em animais
com anaplasmose € provocada pela fagocitose de
eritrocitos aparentemente nio infectados, além
dos infectados. devido a uma resposta auto-
imune causada pela alteragio da membrana
eritrocitdria pelo  Anaplasma. Portanto, a
intensidade da ancmia ndo estid associada a
parasitemia, mas a0 mecanismo auto-imune
{Ristic, 1968; Losos, 1986)

A susceptibilidade dos animais aumenta com a
idade. sendo que os jovens apresentam gquadros
mengs severos. A intensidade e a gravidade da
infecgio estio relacionadas diretamente com a
idade do animal (Roby et al.. 1961; Ristic, 1968;
Alonso et al.. 1992. Wanduragala & Ristic. 1993;
Guglielmone. 1995). Segundo Jones et al.
(1968). a intensidade da anemia. a parasitemia e
sua duragio estdo diretamente relacionadas com
a idade do hospedeiro. Os mesmos autores
afirmam que os animais jovens apresentam
menor decréscimo do volume globular, menor
parasitemia, quando comparados com animais
adultos.

A infec¢fio geraimente é moderada em bezerros
com idade inferior a um ano de vida; é
considerada aguda. mas raramente fatal em
animais de até dois anos de idade; ¢ aguda e
ocasionaimente fatal em animais de até trés anos;
¢ superaguda ¢ freqiientemente fatal em animais
com idade acima de trés anos de vida (Ristic,
1968). :

Os animais que se recuperam da anaplasmose
permanecem  portaderes,  atuando  como
reservatorios. Estes animais apresentam baixa
parasitemia, podendo, entretanto, transmitir a
doenga para outros bovinos susceptiveis por
meio de vetores mecinicos efou biologicos
(Schilf, 1971}

A anaplasmose apresenta uma ampla distribuigio
geografica, ocorrendo  endemicamentz  em
regiies  tropicais ¢  subtropicais, sendo
responsavel por alta mortalidade e grandes
perdas na produgfio de carne e leite (McDowell
et al,, 1964; James et al., 1985; Lima, 1991).




A anaplasmose em Minas Gerais € considerada .

endémica ¢ os animais geralmente adquirem a
infecgdo quando jovens apresentando parasitemia
moderada e decréscimo significativo do volume
globular (Ribeiro & Reis, 1981a). Segundo
Ribeiro et al. (1984), a transmissio da
anaplasmose em Minas Gerais ndo ¢ constante
durante o ano, causando instabilidade em zonas
cndémicas.

Normalmente, nas areas endémicas ocorre alta
percentagem de animais adultos com anticorpos
contra A. marginale (Kuttler et al., 1970; Corrier
& Guzman, 1977) e. em conseqiiéncia. quase
todos os bezerros obtém. por meio do colostro,
imunidade passiva (Kuttler et al.. 1962 Ribeiro,
1979). Ross & Lohr (1970} sugeriram que os
anticorpos colostrais sejam um dos fatores
responsaveis pela resisténcia natural 3 infecgiio
por A. marginale.

Além da imunidade passiva, a maior resisténcia
dos bezerros 4 anaplasmose, ainda que nio bem
definida, esta comumente associada a uma
melhor resposta imunoldgica, particularmente a
imunidade celular decorrente da persisténeia do
timo {(Buening, 1973), i pgrande atividade
eritropoiética da medula dssea (Ristic et al.,
1958) e a uma possivel agdo protetora da
hemoglobina fetal (Anderson et al., 1972).

Apesar destes fatores de resisténcia, bovinos de
todas as idades sdo susceptiveis 4 anaplasmose
{Jones et al.. 1968. Losos. 1986). Surtos desta
doenga tém sido relatados na América Latina
com significativas perdas econdmicas (Payne &
Scott. 1982; Payne & Osorio, 1990
Guglielmone, 1995). Em nosso pais, virios
trabalhos apontam a anaplasmose, isoladamente
ou associada com a babesiose, como uma das
principais causas de morte ou  sub-
desenvolvimento de bezerros (Leite & Lima,
1982; Ribeiro et al., 1983; Madruga et al., 1984).

O grau de susceptibilidade ao 4. marginale do
Bos indicus, Bos taqurus e cruzamentos Bos
indicus X Bos taurus constitui-se um aspecto que
ainda ndo apresenta um conceito bem definido.
Alguns autores afirmam que os zebuinos sdo
mais resistentes que os taurinos (Ristic, 1968;
Callow. 1976; Uilemberg, 1976, Obi, 1978),
enquanto outros pesquisadores, sob condigdes
naturais ou experimentais, ndo verificaram
nenhuma diferenga significativa entre estas

espécies ou nos cruzamentos entre ambas
(Kuttler et al., 1970; Patarroyo et al., 1978; Otim
et al., 1980; Wilson et al., 1980; Madruga et al.,
1984).

Madruga et al. (1985) observaram parasitemias
medias menores em bezerros zebuinos e
sugeriram que 0§ cruzamentos Imeio-sangue
tenham menor probabilidade de apresentar
anaplasmose. Bock et al. (1997) observaram que
tanto ¢ B. tgurus comoe o B. indicus sdo
susceptiveis a esta doenca quando expostos ao A.
marginale, A Babesia bovis e 3 Babesia
bigemina.

A incidéncia e a importdncia econdmica da
anaplasmose variam de uma regijo para outra.
dependendo das condi¢des climdticas e de
manejo das fazendas. A introdugio de bovinos
altamente  susceptiveis, particularmente os
importados de regides de clima temperado, a fim
de melhorar a indistria local. resulta no
aparecimento de varias manifestagtes clinicas
(Aboytes-Torres et al.. 1994).

Varios modelos epidemiologicos t8m  sido
desenvolvidos para o estudo da anaplasmose.
Estes modelos constituem uma importante
ferramenta para melhor compreensio desta
doenca,  entretanto  apresentam  algumas
desvantagens. pelo fato dos scus dados ndo
poderem ser extrapolados para outras dreas, pois
a anaplasmose ¢ uma doenga influenciada por
fatores ambientais e de manejo. O estado
portador cronico ¢ a dinimica da populagdo de
vetores mecdnicos ¢ bioldgicos também
aumentam estas desvantagens (Abovtes-Torres et
al., 1994).

Virios ensaios  soroldgicos vém  sendo
empregados para diagnostico e estudos de
prevaléncia do A. marginale, tais como, a
aglutinagdo em tubo capilar (AC), a aglutinagio
“card test” (CT), “enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA) e o DOT
ELISA, o radioimunoensaio {(RIA) e a
imunofluorescéncia indireta (IFI) (Knowles et
al. 1982; Montenegro-James et al., 1985; Barry
et al., 1986; Schuntner & Leatch, 1988, Wright,
1990 Alonso et al | 1007

Estes testes apresentam uma  elevada
especificidade. O CT é considerado um ensaio
rdpido, porém menos especifico quando
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comparado com os outros testes (Amerauit et al.
1981, Knowles et al. 1982). Hungerford &
Smith {1997) desenvolveram um CT modificado
mais sensivel utilizado para estimar a prevaléncia
da anapliasmose bovina.

Apesar de varias modificagfes destas técnicas,
algumas  apresentam  varias  desvantagens
relacionadas, principalmente. com a reatividade
inespecifica. que interfere na interpretacdo dos
resultados (Wright, 1990).

Antigenos purificados vém sendo desenvolvidos
a fim de substituirem os antigenos brutos, que
sdo  geralmente utilizados nos  ensaios
soroldgicos. Os antigenos brutos sdo obtidos a
partir do sangue de bezerros recém-nascidos,
esplenectomizados e infectados
experimentalmente com wna amostra isolada do
agente e. por este motivo, apresentame-se
contaminados por componentes celulares do
hosgpedeiro. o que determina inespecificidade as
reagoes sorologicas (Rodgers et al., 1998
Wright, 1990). Os antigenos purificados estdo
sendo empregados em  alguns  ensaios
soroldgicos. tal como na aglutinagio em latex,
que utiliza microesferas sensibilizadas com
proteinas do agente cultivado, ¢ que vem
determinando maior sensibilidade €
cspecificidade ac  imunodiagnéstico  da
anaplasmose bovina (Rodgers et al., 1998).

Os testes soroldgicos mais utilizados para
imunodiagndstico da anaplasmose bovina e para
estudos de prevaléncia desta doenca sdio o
ELISA e a IFI (Thoen et al.. 1980; Wright, 1990;
Alonso et al.. 1992; Nielsen et al., 1996).

O ELISA ¢ considerado um teste sensivel ¢ de
alta especificidade. Os resultados dos soros testes
precisam  ser avaliados per meio de
espectrofotometria, 0 que exige o uso de um
leitor automatizado (Duzgun et al, 1988;
Nakamura et al, 1988, Kroon et al, 1990;
Nielsen et al., 1996). Trueblood et al. (1991)
desenvolveram um  ELISA de  maior
especificidade para 4. marginale utilizando um
painel de anticorpos monoclonais.

A IFI ¢ mais indicada para pesquisas onde siio
requisitadas titulagdes (Wilson et al. 1978
Wright 1990). Goff et al. (1985) desenvolveram
uma IFI modificada utilizando
microfluorometria. De acordo com os autores, a
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fluorometria mede a  intensidade da
fluorescéncia, o que proporciona uma maior
sensibilidade ao teste para identificacio de
bovinos que apresentam  infecgfes com
Anaplasma. A TF1 é considerada uma prova
simples ¢ sensivel para detecgdo de animais
infectados com A. marginale, quando comparada
com CT (Gonzalez et al.. 1978; Akinboade &
Dipeolu, 1984: Wright, 1990), Este teste vem
sendo utilizado em estudos de prevaléncia
sorologica da anaplasmose em muitas regides do
mundo (Kroon et al. 1990: Wright, 1990:
Alonso et al., 1992: Jorgensen et al., 1992).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL E PERIODO

Este estudo foi realizado em duas propriedades
de exploragio leiteira, a fazenda Barreiro Alto.
localizada no municipio de Sete Lagoas ¢ a
fazenda HMS. no municipic de Cordisburgo.

Estes municipios situam-se na  Regido
Metalurgica do estado de Minas Gerais. que de
acordo com a classificagio climdtica de Képpen
possui um clima do tipp CWa, cujas
caracteristicas sio de clima temperado chuvoso
{mesotérmico) com inverno seco e verdo
chuvoso. condicGes essas, dominantes na regido
dos Cerrados. A temperatura média do més mais
frio ¢ inferior a 18°C ¢ a do més mais quente é
superior a 22°C. Embora a precipitagio anual
seja elevada. da ordem de 1350 mm. o regime
das chuvas apresenta periodo de seca bem
definido (maio a agosto} e a precipitagio se
concentra no periodo de novembro a marco. Nio
¢ rara a ocorréncia de intensas precipitagdes em
24 horas (Antunes, 1986; Magalhies, 1989).

O municipic de Sete Lagoas localiza-se a uma
altitude de 766 m, latitude 19°27°S ¢ longitude
44°14’W. com temperatura média de 21,5°C,
enquanto ¢ municipio de Cordisburgo, a uma
altitude de 700 m, latitude de 19°07°S e
longitude de 44°19°W, com temperatura média
de 20,9°C.

Na fazenda Barreiro Alto, a coleta de amostras
de sangue foi realivads Jumntc 2 soricdo de
margo a dezembro de 1997, enquanto na fazenda
HMS, foi de margo de 1997 a maio de 1998
Foram realizadas semanalmente, avaliagfes




clinicas e anotagdes de todas as ocorréncias de
cada amimal. do nascimento até o finai do estudo.

3.2 ANIMAIS

3.2.1 FAZENDA HMS

Foram utilizadas 35 bezerras da raga Holandesa.
que foram divididas em dois grupos, quanto ao
periode de nascimento: grupo i, composto de 30
animais nascidos no periodo de margo a julho, ¢
grupo 2, composto de 25 animais nascidos no
periodo de setembro a dezembro. Os animais
foram identificados com brincos numerados logo
apds o nascimento e expostos ao A. marginale
por infestagdo naturai de vetores,

O sistema de manejo consistiu na separagio das
bezerras das maes logo apds o recebimento do
colostro no primeiro dia de vida. Em seguida. as
bezerras foram mantidas em gaiolas individuais e
passaram a receber diariamente, até 30 dias de
idade. 4 kg de leite. dgua i vontade. ragio
comercial ¢ feno “croast cross”. A partir deste
periodo, foram transferidas para baias coletivas
com acesso restrito ao pasto (duas vezes por
semana) até 60 dias de idade, quando foram
transferidas definitivamente para o pasto (grama
estrela africana) com suplementa¢io de ragio
comercial, mistura mineral e 4gua a vontade.

3.2.2 FAZENDA BARREIRO ALTO

Foram utilizadas 33 bezerras das racas
Holandesa ¢ Pardo Suico. nascidas no periodo de
mar¢o a julho, Os animais foram identificados
com brincos numerados logo apds o nascimento
¢ expostos a infestacfio natural de vetores,

O manejo consistiv na separagio das bezerras
das miies logo apds o recebimento do colostro.
Em seguida, passaram a receber diariamente 4 kg
de leite, ragio comercial ¢ 4dgua a vontade, e
foram mantidas em gaiolas individuais mdveis,
até 60 dias de idade. A partir deste periodo foram
transferidas para o pasto (Brachiaria decuntbens)
com suplementagio de ragio comercial, mistura
mineral e dgua 4 vontade.

3.3 EXAMES RFE AT IZADOS
As amostras sangiiineas foram  obtidas

semanalmente, por meio de puncio da veia
jugular. O sangue coletado foi acondicionado em

tubos de ensaio contendo solucdo de acido
etileno diamino-tetracético (EDTA) a 10%.

O processamento das amostras de sangue, bem
como a realizagio das técnicas hematoldgicas ¢
sorologicas foram feitas no Laboratorio de
Protozooses do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria e
no Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG.

3.3.1 DETERMINACAO DA PARASITEMIA
(%)

Das amostras coletadas foram feitos esfregacos
sangiiineos. que foram fixados em dlcool
metilico, por cinco mimuos A temperatura
ambiente. e corados pelo método de Giemsa
(Schalm et al., 1973). Os esfregacos foram
examinados ao microscopio de luz sob objetiva
de timersio, sendo contados 40 campos
homogéneos de aproximadamente 200 hemacias
cada, ¢ calculada a percentagem de hemacias
parasitadas.

332 DETERMINACAO DO VOLUME
GLOBULAR (%)

Foram uulizados tubos capilares para cada
amostra de sangue, os quais foram enchidos por
acdo capilar. A extremidade oposta ao tubo foi
vedada com uma massa especial. Depois de
lacrados, os tubos foram colocados em uma
centrifiga  de micrchematocrito. Apos
centrifugacio a 12000g por cinco mimutos, os
tubos foram colocados cuidadosamente em uma
escala de leitura especial para determinagio do
volume globular (VG) (Schalm et al., 1975).

3.33 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
(IFT)

3.3.3.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para realizacio da reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (IFT) foram acompanhadas 23 bezerras
da fazenda HMS, nascidas no periodo de margo a
junho, e 33 bezerras da fazenda Barreiro Alto,
nascidas no periodo de margo a julho. As
amosiras foram examinadas a cada quatro
semanas, at€¢ dezembro para a fazenda HMS e até
novembro para Barreiro Alto.
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As amostras sangiiineas coletadas com EDTA '

foram centrifugadas a 1000g por dez minutos. O
plasma foi retirado e congelado a -20°C até o
momento de uso.

3.3.3.2 PREPARO DO ANTIGENO PARA IF]

Foi utilizado antigeno bruto de 4. marginale
produzide no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterindria
da UFMG.

Bezerros recém-nascidos foram
esplenectomizados e inoculados
experimentalmente  com  amostra de 4.
marginale. (s animais foram monitorados
diartamente por meio da tomada de temperatura
¢ esfregacos de sangue, Quando foi constatada
parasitemia de 6%. 250 mi de sangue foi
coletado com anticoagulante. Este sangue foi
submetido 4 centrifugacdo, o plasma e a camada
de leucécitos foram retirados e as hemdcias
lavadas trés vezes em solugdo tampdo fosfatada
(PBS). Finalmente. as hemdcias foram suspensas
em PBS para obtengio de VG de 23%.
Esfregacos foram confeccionados, fixados por
dez minutos com acetona resfriada a 4°C e.
armazenados a -20°C até sua utilizagio.

3.3331IFL

O antigeno foi descongelado a temperatura
ambiente, imediatamente antes de seu uso.
Foram feitas marcagies em forma de anéis.
utilizando-se esmalte de unha, para demarcacio
dos locais de reagdo do antigeno e
imunoglobutinas.

Os plasmas foram descongelados a temperatura
ambiente e, em seguida, diluidos em solugdo
tampédo fosfatada (PBS) pH 7.2 utilizando-se
fator quatro de diluigio (1:40; 1:160; 1:640;
1:2560). Os plasmas diluidos foram incubados
com o antigeno a 37°C por 30 minutos em
cimara tUmida. Apds incubacio, as liminas
foram lavadas em PBS por duas vezes e, mais
duas vezes em dgua destilada, e secas a
temperatura  ambiente. Apds secagem das
laminas, foi aplicada uma anti-imunoglobulina
marcada, o conjugado fluoresceina-anti-TeGy
bovino*, diluido 1:160 em PBS-Tween 20. As
liminas foram incubadas por 30 minutos a 37°C.
Em seguida. as liminas foram submetidas ao
mesmo processo de lavagem, secas e cobertas
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com glicerina tamponada 10%, e examinadas por
meio do microscopio de luz ultravioleta. Em
cada lAmina de antigeno foram colocados os
soros controles positivo e negativo e o controle
PBS.

O titulo de anticorpos foi obtido pela maior
dilui¢iio em que houve fluorescéncia. O teste foi
realizado conforme técnica descrita no manual
do HCA (INSTITUTQO INTERAMERICANO
DE COOPERACION PARA LA
AGRICULTURA - [ICA. 1987).

3.4 ESTATISTICA

Foram utilizadas as médias e desvio padrio para
o estudo do volume globular, enquanto para as
parasitemias. o calculo das medianas (Me). Para
analise das varidveis em estudo foi empregado o
teste do X? (qui-quadrado) (Sampaio, 1998).

4 RESULTADOS

4.1 CONDICOES CLIMATICAS

Na Regido Metalirgica, a precipitagio
pluvioméirica concentra-se no periodo de
novembro a margo, apresentando periodo de seca
bem definido (maio a agosto). Na figura | estdo
representados os dados de temperatura e
precipitagdo pluviomeétrica da regido, no periodo
de 1994 a 1998,

Durante os meses de abrii a agosto, a
temperatura media foi inferior a 20°C e. ocorreu
precipitagdo pluviométrica inferior a 50 mm.
condiges consideradas pouco favoraveis ao
ciclo bioldgico de carmapatos e moscas
hematofagas. A partir de setembro hia aumento
da temperatura média e das chuvas mensais
oferecendo condiges favoraveis ao ciclo dos
vetores (Fig.1).

*Produzido no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da EV/UFMG




4.2 FAZENDA HMS
4.2.1 PRIMO-INFECCAQ

Dos animais nascidos no periodo de marco a
junho (grupo 1). nove (30%) adquiriram a
infeccdo nos primeiros 90 dias de vida. O
restante das bezerras (70%) apresentou infecgdo
a partir de 150 a 240 dias de idade (Fig.2).

Dos animais do grupo L, 16 {53%) apresentaram
as primeiras hemicias parasitadas no més de
novembro (Fig.3). Dos animais que tiveram
infecgdo neste periodo, 3% nasceram em margo;
7%, em abril; 23%, em maio € 20%. em junho.
Destes amimats, 33% tiveram a primo-infecgio
com idade média de 180 dias de vida (Fig.2).

Dos animais nascidos no periodo de setembro a
dezembro (grupo 2), 11 (44%) adquiriram
infecgdo nos primeiros 90 dias de vida, enquanto
o restante das bezerras (56%) apresentoun
infecgdo a partir de 120 a 210 dias de vida
(Fig.4).

Dos animais do grupo 2. 13 (52%) tiveram a
primo-infeccio no més de janeiro (Fig.3). Dos
animais que tiveram infecgio neste periodo. 24%
nasceram em setembro; 4%, em outubro: 12%,
em novembro e 12% em dezembro. Destes
animais, 72% tiveram a primo-infec¢io com
idade média de 120 dias de vida (Fig.4).

4.2.2 PARASITEMIA

No grupo 1. as parasitemias aos 30 dias
oscilaram entre 1.3% e 3.6% (Me=2.6%): aos 60
dias entre 0.5% ¢ 1,2% (Me=1.5%); aos 90 dias
entre 0,01% e 0,08% (Me=0,05%); aos 120 dias
entre 0,5% e 1,7% (Me=0,8%); aos 150 dias
entre 0,7% e 1,5% (Me=1,2); aos 180 dias entre
1.2% e 1,6% (Me=1.4%) ¢ aos 210 dias de idade
entre 2,3% ¢ 3,3% (Me=3,8%). As parasitemias
mais elevadas ocorreram aos 210 dias de vida.

No grupo 2, as parasitemias oscilaram aos 30
dias entre 0,5% e 0,7% (Me=0,6%); aos 60 dias
entre 0,06% e 0.8% (Me=0,6%), aos 90 dias
entre 0,7% e 1.3% (Me=0,8%), aos 120 dias
entre 0,3% e 0,7% (Me=0,6%), aos 150 dias
entre 0.4% e 1.2% (Me=0,8%) ¢ aos 180 dias de
idade entre 1,1% e 1.7% (Me=1,4%). As
parasitemias mais elevadas ocorreram aos 180
dias de vida.

Os picos de parasitemias ocorreram durante os
meses de junho e novembro para o gnipo 1. € nos
meses de abril e maio para o grupo 2 (Fig. 6). Os
picos de parasitemia foram observados no
periodo de sete a 35 dias apds o aparecimento
das primeiras hemadcias parasitadas.

Recrudescéncia de parasitemia foi observada em
22 (40%) dos 55 animais estudados. sendeo oito
{15%) em bezerras do grupo | ¢ 14 (25%) em
bezerras do grupo 2. A primeira recrudescéncia
ocorreu a partir de 30 dias apds o pico, sendo
observadas parasitemias de 1,1% a 1.8%
(Me=1,7%). Uma segunda recidiva foi observada
em 24% das bezerras, ocorrendo entre 20 ¢ 40
dias apos a primeira recidiva (Me=1,6%),.

4.2.3 VOLUME GLOBULAR

O volume globular (VG) médio, verificado antes
do periodo patente do A, marginale, foi de 33%
para ambos os grupos, Apds a parasitemia o VG
meédio reduziu para 25% no grupo 1. e 27% no
grupo 2. havendo significincia estatistica
(P<0.05) entre os valores médios antes € apds a
primo-infec¢io. O VG meédio nas recidivas foi de
25% e 26% para o0s respectivos grupos de
animais. Nio foi observada diferenga
estatisticamente significativa (P<0,05) no VG
entre a primo-infecgio e as recidivas.

No grupo 1, 0 VG de 25% permanecen por um
periodo que variou de 15 a 98 dias, enquanto no
grupo 2, permaneceu a 27% por sete dias.

4.2.4 SOROLOGIA

Reagdes positivas de  Imunofluorescéncia
Indireta (IFI} para 4. marginale foram
observadas em 12 das 23 bezerras testadas,
representando uma prevaléncia média de animais
com anticorpos de 52%.

Os titulos maximos de anticorpos ocorreram em
animais com idade entre 210 e 240 dias de vida,
correspondendo ao periodo logo apds o pico da
parasitemia patente (Fig.7).

Dos animais positivos para 4. marginale, cinco

(42%) apresentaram timilns mais .elevadng
(1:2560) através da IFI (Fig. 7).
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4.3 FAZENDA BARREIRO ALTO
4.3.1 PRIMO-INFECCAOC

Nesta propriedade, das 33 bezerras estudadas, 22
(67%) adquiriram infec¢do por 1 marginale. e
destas, apenas nove (41%) sc infectaram nos
primeiros 90 dias de vida, enquanto 59%
apresentaram infecgfio entre 120 ¢ 210 dias de
idade (Fig. 2).

Dos animais infectados. 11 (50%) tiveram a
primo-infec¢do no periode de setembro (14%) e
outubro (36%) (Fig. 8). Dos animais que tiveram
infecgdo neste periodo. 9% nasceram em abril:
27%. em maio e 14% em junho. Destes animais.
32% tiveram a primo-infec¢do com idade média
de 90 dias de vida (Fig. 2).

4.3.2 PARASITEMIA

As parasitemias oscilaram aos 30 dias entre 0,8%
e 1.8% (Me=1.3%); aos 60 dias entre 0.1% e
1.6% (Me=0,6%). aos 90 dias entre 0.3% ¢ 3.1%
(Me=2.2%), aos 120 dias entre 0.5% e 1.1%
{(Me=0.7%); aos 150 dias entre 2,4% ¢ 3.5%
{(Me=3,3%) e aos 180 dias de idade entre 0.8% e
3.3% (Me=2.6%). As parasitemias mais elevadas
ocorreram aos 150 dias de vida.

As parasitemias foram elevadas, principalmente
durante sete a dez dias apés o aparecimento de
hemicias parasitadas. Os picos de parasitemias
ocorreram durante os meses de julho e outubro,
conforme observado na Figura 9.
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Recrudescéncia de parasitemia foi observada em
oito (24%) dos 33 animais. As parasitemias
oscilaram entre 0,3% e 1,5% (Me=1%), que
foram observadas a partir de 20 dias apos 2 pico
de parasitemia.

4.3.3 VOLUME GLOBULAR

O volume globular (VG) médio. verificado antes
do periodo patente do 4. marginale. foi de 32%.
Apos a parasitemia, 0 VG médio reduziu para
24% na primeira semana de infecgio, havendo
diferenga estatisticamente significante (P<0.05)
entre os valores médios antes € apds a primo-
infeccdo. O VG médio nas recidivas foi de 25%.
nio sendo observada diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05) no VG entre a primo-
infecgdo ¢ as recidivas. O VG permanecen
reduzido por um periodo que varion de sete a
105 dias.

4.3.4 SOROLOGIA

Reacbes positivas de IFI para 4. marginale
foram observadas em 19 dos 33 bezerros
testados, representando uma prevaléncia meédia
de animais com anticorpos de 58%.

Os titulos maximos de anticorpos ocorreram em
animais com idade entre 180 e 240 dias.
correspondendo ao periode logo apds o pico da
parasitemia patente (Fig. 10).

Dos animais positivos para A. marginale. oito
(42%) apresentaram tiuos mais elevados
(1:2560) através da IFI (Fig. 10).
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Figura 7 - Freqiiéncia de anticorpos anti-4. marginafe (IFT), em bezerras nascidas no
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Figura 8 — Primo-infecgdo por 4. marginale em bezerras nascidas no periodo de
margo a julho, na fazenda Barrciro Alto, Regido Metaliirgica. MG, 1997.
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Figura 10 - Freqiiéncia de anticorpos anti-A. marginale (IFI), em bezerras nascidas no
periodo de marco a jutho, na fazenda Barreiro Alto, Regido Metalirgica,
M@, 1997.
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5 DISCUSSAQ
5.1 TRANSMISSAO E PRIMO-INFECCAO

Os dados apresentados na Figura 1. caracterizam
dois periodos bem definidos. e sugerem uma
relagdo direta entre as condigdes climaticas e a
transmissdo do A. marginale na regido estudada.

O A. marginale pode ser transmitido por vetores
artropodes. tais como, 0§ CArrapatos, as MoScas
hematofagas e os mosquitos (Wanduragala &
Ristic. 1993). Das espécies de carrapatos citadas
como vetores da anaplasmose, o B. micropius
tem sido considerado como o principal
transmissor dessa rickéttsia nas regies tropicais
¢ subtropicais (Losos. 1986). A importincia do
B. microplus tem sido questionada nas condicdes
brasileiras (Ribeiro et al.. 1996). A transmissdo
transovariang em B. microplus. ainda apresenta
controvérsias. pois  vdrios (rabalhos ndo
conseguiram confirmd-la, sendo considerada um
mecamsmo de transmissio que ndo ocorre com
muita freqiiéncia na natureza (Losos, [986).
Ribeiro & Lima (1995a) observaram que a
temperatura parece interferir na sobrevivéncia do
A. marginale nos 6rgios dos carrapatos. No
0SSO meio, uma temperatura ambiente mais
baixa (inverno) poderia prolongar o periodo de
pré-postura ¢ de postura do B. microplus. o que
possibilitaria a multiplicagdo do A. marginale.
permitindo seu acesso ao ovario do carrapato,
entretanto  cstes  autores ndo  conseguiram
confirmar tal mecanismo de transmissio (Ribeiro
et al.. 1996).

Embora o B. micropius seja monoxénico, alguns
trabalhos tém demostrado a transferéncia do
carrapato de wm bovino para o outro,
possibilitando a ocorréncia de transmissdo
transestadial (Bennett, 1974: Aguirre et al,
1994). A  transmissio transestadial da
anaplasmose assume real importincia, uma vez
que os bezerros podem se infestar com os
carrapatos da propria mde durante a
amamentagio. As transmissfes transestadial e
intraestadial s30 mais eficientes nos sistemas de
criagfies intensivas. onde o contato fisico entre os
animais ¢ mais freqiiente, permitindo a
transferéncia de carrapatos (Aguirre et al., 1994).

Na Regido Metalirgica foi observada a
ocorréncia de um namero médio de quatro
geracdes por ano do B. microplus, sob condicdes
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naturais. A infestagio foi observada durante todo
0 ano. apresentando pico de maior incidéncia
entre os meses de novembro a janeiro. quando a
temperatura meédia foi superior a 20°C
(Magalhdes. 1989). Quanto 4 flutuacio
populacional de moscas hematofagas nesta
regido, foi observada a ocorréncia de dois picos
de maior incidéncia nos meses de outubro
(primavera) e janeiro (verdo), quando as
condigbes climaticas da regifio estdo favordveis
para o desenvolvimento destes vetores (Batista.
1998).

Neste contexto. nas propriedades estudadas.
observam-se duas situagdes distintas para o
desenvolvimento desses vetores transmissores.
No periodo de setembro a dezembro. o aumento
da precipitagdo pluviométrica ¢ da temperatura
média foi favoravel para o desenvolvimento da
populagio do B,  microplus ¢ moscas
hematofagas.

No més de abril (outono) a transmissio do 4.
marginale foi afetada, devido a redugio na
populagio de vetores, carrapatos ¢ insetos
hematofagos, que foi ocasionada por condigdes
climaticas desfavordveis ao ciclo biologico dos
IeSmos. tais como. queda na temperatura e na
precipitagio pluviométrica.

A bovinocultura de leite. geralmente emprega as
estagdes de monta por terem um efeito positivo
considerdvel sobre a produtividade geral das
fazendas. A concentragio de partos e
subseqiientes operagdes (desmama.
suplementacdes alimentares, vacinagoes/
vermifugagdes. etc.) facilita o conirole ¢ o
manejo do rebanho. Entretanto, a concentragio
de um maior mimero de nascimentos de bezerros.
em pertodos pouco favordveis para a transmissio
da anaplasmose (estagdo seca), determina wm
risco maior de infecgio, quando estes animais
§80 expostos as condigdes de elevada
transmissdo durante a  estagio  chuvosa
subsequente.

Muito dos animais nascidos no periodo de marco
a julho. tanto na fazenda HMS., como em
Barreiro  Alto, sofreram a infecgdo por A.
marginale no inicio dos meses de mutuhra e
novembro, respectivamente, independente da
idade do animal Observando a Figura |.
verifica-se que estes dados coincidem com o
aumento da temperatura e inicio da precipitagio




pluviométrica na regifio. que resultam em
aumento da populagdo de vetores transmissores
da anaplasmose bovina. As bezerras nascidas
nesse periodo, foram desafiadas com baixa
populagio de wvetores, contrainde a infecgdo
quando iniciaram as chuvas e quando ocorreu
aumento da temperatura média na regido, o que
foi verificado a partir de seterbro.

Os animais que nasceram no periedo de
setembro a dezembro (grupo 2) da fazenda HMS
adquiriram a infec¢io nos primeiros dias de vida,
apresentando parasitemia patente a partir de 30
dias de idade. sendo observada, na sua maioria.
no més de janeiro, A ocorréncia da primo-
infecgdo por A. marginale, a partir de 30 dias de
vida, em adrea endémica, sob condigdes
climdticas favoraveis. foi também constatada por
outros pesquisadores (Corrier & Guzman, 1977,
Ribeiro. 1979: Madruga et al., 1983).

Conforme verificada. a primo-infeccdo nas duas
fazendas ocorreu iguaimente. nos primeiros dias
de vida. apresentando pequenas diferencas
relacionadas ao periodo de exposi¢do aos
vetores. que foi determinado pelo sistema
manejo de cada fazenda. Na fazenda HMS, as
bezerras foram submetidas a uma exposicio
moderada a partir dos 30 dias de vida, enquanto
na fazenda Barreiro Alto, a uma exposigio
definitiva ao pasto a partir de 60 dias de vida.

5.2 PARASITEMIA

A ocorréncia da parasitemia em animais com
idade acima de 150 dias de vida, estd de acordo
com os achados de Ristic (1968). Este fato estd
relacionado com a menor susceptibilidade dos
animais jovens, devido a protecdo parcial de
anticorpos colostrais (Madruga et al, 1984), 4
maior atividade eritropoiética da medula 6ssea
(Ristic et al., 1958), a imunidade -celular
(Buening, 1973) e fungo protetora da
hemoglobina fetal (Anderson et al., 1972).
Apesar da menor susceptibilidade nawral das
bezerras, as parasitemias elevadas ocorreram nos
meses de outubro ¢ novembro, periodo chuvoso
na regido estudada, coincidente com o aumento
da populagdo de vetores.

5.3 VOLUME GLOBULAR

O decréscimo do volume globular ocorren uma
semana apos o pico de parasitemia. Este fato

concorda com relatos de outros pesquisadores
(Ristic, 1968; Cormrer & Guzman, 1977; Ribeiro.
1979).

Foi constatada diferenga estatisticamente
significativa (P<0,05) entre os valores médios do
VG antes e apos a pnmo infecgio, entretanto nio
foi cobservada significincia estatistica (P<0,05)
nos valores medios do VG entre primo-infecgdo
e recidivas, sugerindo que os animais, apos
sofrerem a infecgdo, recuperam-se e tornam-se
portadores, com o retorno dos valores do VG aos
niveis normais. Este fato foi também relatado por
outros autores (Ristic, 1968; Cormrier & Guzman.
1977).

5.4 SOROLOGIA

A prevaléncia de animais positivos com
anticorpos anti-4. marginale de 55% em bezerras
sugere que a anaplasmose € de cariter endémico
na regiio onde estio localizadas ambas as
propriedades.  fato  relatado por outros
pesquisadores (Ribeiro, 1979. Ribeiro & Reis,
1981a)

A prevaléncia total de bezerras com anticorpos
anti-4. marginale encontrada na regifo estudada
foi consideravelmente menor que as relatadas por
outros autores. Em El Salvador. Payne & Scott
(1982) observaram uma prevaiéncia de
anticorpos de 78,5% para 4. marginale. No
Paraguai  Akinboade & Dipeolu (1984)
encontraram 68% de prevaléncia. enquanto
James et al. (1985) encontraram 57,7%. Em uma
drea cstdvel para anaplasmose do Paraguai,
Payne & Osorio (1990) observaram 92% de
prevaléncia.

Por outro lado, existemm relatos de menor
prevaléncia que a relatada neste estudo. Obi
(1978) fazendo um estudo em gado zebuino na
Nigéria, observou 34% de prevaléncia de 4.
marginale, Knowles et al. (1982) utilizando o CT
encontraram 25% de prevaléncia. Em Cuba, em
uma situagio de epizootia instavel, Alonso et al.
(1992) observaram que 43% dos animais
apresentaram reagées positivas de IF1

5.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os animais nascidos na estagio chuvosa
{setembro a margo), expostos as condigdes
favordveis de transmissdo deste periodo,
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adquirem a infeccdo por 4. marginale nos
primeiros dias de vida. Em dreas enzoéticas com
altos niveis de transmissio, os bezerros sio
geralmente infectados nos primeiros dias de vida
e, geralmente sofrem uma doenca clinica
moderada. devido A protegio parcial dos
anticorpos colostrais. 4 imunidade celular. a agdo
eritropoiética da medula 6ssea e a fungdo
protetora da hemoglobina fetal. Enquanto que os
bezerros nascidos na estagio seca (abril a agosto)
adquiremn a infec¢do quando ocorre aumento das
condigbes favordveis para transmissio. A
maioria dos proprietirios adota estacio de monta
visando nascimento de bezerros no periodo de
seca (abril a setembro). a fim de estabelecer cota
de Icite nas cooperativas. Este fato determina um
risco maior de casos clinicos, guando estes
animais sio expostos As condicdes favoraveis de
transmissdo. Portanto. estes animais encontram-
se vulneraveis a infec¢do no inicio da estagdo
chuvosa subseqiiente. quando é observado o
aumento da populagdo de vetores transmnissores.
Os resultados obtidos neste estudo sugerem que,
na regidc Metalirgica de Minas Gerais, os
animais nascidos no periodo de abril a agosto
(estaclio seca) necessitam ser submetidos 4 uma
medida preventiva. no inicio da estagio chuvosa,
evitando-se as perdas econdmicas decorrentes de
mortalidade ¢ medicamentos no tratamento dos
casos clinicos.

Virias pesquisas sobre prevencio e tratamento
da anaplasmose bovina vém sendo desenvolvidas
para protecio dos animais susceptiveis. A
imunizagdo, utilizando inoculos com doses
padronizadas de Anaplasma, bem como a
quimioprofilaxia ¢ tratamento pele uso de
tetraciclinas, sdo os métodos disponiveis e mais
recomendados para controle desta doenca. A
imunizagdo pode ser usada para proteger os
rebanhos em regides com niveis de transmissdo
elevados ou baixos, bem como em rebanhos
altamente susceptiveis, como os importados para
dreas enzodticas. O método de imunizagio
empregado requer que o individuo deseavolva
uma infeccio patente primaria. O animal
permanece persistentemente infectado e pode
desenvolver uma imunidade sélidns a desafios
homologos efou heterdlogos.

Na anaplasmose, as tetraciclinas tém sido
administradas, por serem especificas para o
tratamento de ricketsemias, bem como uma
importante medida de controle. A eficiéncia da
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quimioprofilaxia est4 relacionada com o periodo
em que ¢ aplicada nos animais, sendo mais
eficiente quando a rickéttsia inicia sua
multiplicagdo, momento em que ¢ mais
susceptivel 4 ago de inibicio do medicamento.
A administragdo de um in6culo padronizado de
A. marginale associado 4 quimioprofilaxia pode
ser também uma alternativa para o controle desta
doenga.

6 CONCLUSOES

- Na sitwagdo epidemioldgica estudada.
observam-s¢ duas condigdes distintas quanto
a transmissdo da anaplasmose bovina: na
estagdo chuvosa (primavera/verio) ocorre
aumento da infecgio por Anaplasma
marginale, enquantc na  estagdo  seca
{outono/inverno) ocorre redugio.

- A ocorréncia da primo-infeccio ¢
influenciada pelas estages do ano.
independentemente da idade do animal.

- Os animais nascidos na estacdio seca sdo
mais susceptiveis a infec¢do por Anaplasma.
quando  expostos 4s  condigbes  de
transmissio da estagdo chuvosa.
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