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Resumo:

A tripanossomose em ruminantes é uma doencga de grande importancia na América do
Sul. Uma das maiores dificuldades para o diagnostico por meio de exames
parasitoldgicos é a viabilidade do parasita depois que o sangue é colhido até a realizacdo
da analise. O teste de Woo0 é o exame mais indicado a campo, quando a parasitemia da
amostra é baixa, pois apresenta maior sensibilidade entre os diagndsticos
parasitologicos da doenca. A agua de coco vem sendo usada para cultivo de células
vegetais, como meio de cultura para cultivo de fungos e protozoérios e como diluente de
sémen de diversas espécies. Este trabalho teve como objetivo a utilizacdo da agua de
coco industrializada como adjuvante no diagnéstico do Trypanosoma vivax pelo método
de Woo. O estudo foi realizado no més de julho de 2013, baseado na analise de trés
parasitemias diferentes, 550000, 100000 e 1000 parasitas/mL. Cada parasitemia possuia
60 amostras, as quais 30 amostras pertencentes ao grupo controle G1 (1 mL sangue
infectado) e as outras 30 amostras ao grupo tratado G2 (1 mL de sangue infectado mais
1 mL de &gua de coco industrializada). Todas as amostras foram avaliadas em cinco
tempos (T1: zero hora; T2: 6 horas ap6s diluicdo; T3: 12 horas apos diluicdo; T4: 24
horas apds diluicdo; e T5: 48 horas ap6s diluicdo). Para analise estatistica dos dados
utilizou-se o teste de Qui-quadrado e Mcnemar com minimo de 95% de significancia (p
< 0,05), pelo programa SAS. Os resultados obtidos nos tempos avaliados demonstraram
diferencas significativas entre os tratamentos realizados. A utilizagdo da agua de coco
aumentou a viabilidade do hemoparasita nos tempos T2, T3 e T4. As trés parasitemias,
quando analisadas separadamente, apresentaram resultados distintos e apontaram sua
influéncia, assim como os tempos envolvidos no estudo.

Palavras-chave: Trypanosoma vivax, bovino, método de Woo, agua de coco.



Abstract:

Trypanosomiasis in ruminants is a disease of great importance in South America. A
major difficulty for parasitological diagnosis is the parasite viability after the blood is
collected to perform the analysis. The Woo test is the widely used test when the
parasitemia of the sample is low, because it has greater sensitivity. Coconut water has
been used for the cultivation of plant cells, adjuvant for culture of fungi and protozoa,
and as diluent semen from several species. This study aimed to use the coconut water
industrialized as adjuvant in the diagnosis of Trypanosoma vivax by the method of
Woo. The study was conducted in July 2013, based on the analysis of three different
parasitemia, 550000, 100000 and 1000 parasites/mL. Each parasitemia had 60 samples,
including 30 samples in the control group G1 (ImL infected blood ) and the other 30
samples in the treated group G2 (1 mL of infected blood plus 1 ml of coconut water
processed). All samples were analyzed in five times (T1: time zero, T2: 6 hours after
dilution, T3: 12 hours after dilution, T4 for 24 hours after dilution, and T5: 48 hours
after dilution). For statistical analysis was used the chi- square and McNemar tests, with
minimun 95 % significance (p < 0.05), in SAS program. The results obtained showed
significant differences between the treatments. The use of coconut water increased the
viability of hemoparasite at times T2, T3 and T4. The three parasitaemia, when
analyzed separately, showed different results and pointed their influence, as well as the
time involved in the study.

Key-words: Trypanosoma vivax, bovine, Woo test, coconut water.



1. Introducéo

O hemoparasita Trypanosoma
vivax é uma dos agentes causadores da
tripanossomiase em ruminantes, entre eles
bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos.
Considerada doenca de grande importancia
para a pecudria por gerar perdas na
produtividade animal, esta enfermidade
ocorre  principalmente no  continente
Africano, em areas onde seu vetor biol6gico
esta presente, a mosca tsé-tsé (Glossina
spp.). Entretanto, pela alta adaptabilidade
do parasita a forma de transmissdo, tornou-
se epidemiologicamente importante no
continente  Americano, com registros de
casos ha América Central e do Sul (Paiva,
2009).

Fora do habitat natural da mosca
tsé-tsé ocorre a transmissdo mecéanica do
hemoparasita, através de insetos
hematéfagos como os tabanideos e a
Stomoxys calcitrans. As moscas picadoras
sdo capazes de transmitir mecanicamente o
Trypanosoma vivax por meio de suas pecgas
bucais ao se alimentarem em mais de um
hospedeiro em curto intervalo de tempo.
Outra forma de transmissdo mecanica pode
ocorrer do modo iatrogénico através da
utilizagdo de uma mesma agulha por varios
animais  durante a aplicagdo de
medicamentos ou vacinagdes (Vargas e
Arellano, 1997; Jones e Dévila, 2001). A
transmissdo transplacentéria nos ruminantes
também é considerada importante na
epidemiologia da doenca (Paiva, 2009).

Levine  (1973) reportou a
ocorréncia de T. vivax também em equinos
e em outros estudos, tém-se encontrado
suinos parasitados por T. vivax (Simo et al.,
2006; Nimpaye et al., 2011). Alguns
animais silvestres como o veado, coelhos e
porcos  selvagens sdo  considerados
reservatorios em potencial do parasita.
Estes possuem resisténcia & doenca
associada a um longo periodo de
parasitemia, possibilitando o surgimento de
casos no ambiente doméstico, devido ao

contato entre esses animais e 0s animais de
producdo (Lafferty, 1997).
O primeiro relato de T. vivax no

Brasil ocorreu em 1946 no estado do Parg,
por Boulhosa. Diagndsticos em 1981 no
Amapa, 1996 em Mato Grosso, 2002 na
Paraiba e 2008 nos estados do Maranhdo e
Minas Gerais, demonstram a adaptabilidade
e o favorecimento & expansdo do agente
etiolégico pela movimentacao dos rebanhos
bovinos dentro do territério nacional (Serra
Freire, 1981; Silva et al., 1996; Batista,
2006; Guerra et al. 2008; Carvalho et al.,
2008).

Uma das maiores dificuldades para
o diagnostico da tripanossomiase nos
exames parasitoldgicos é a viabilidade do
parasita depois que o sangue é colhido até a
realizacdo da analise. O teste de Woo é o
método indicado quando a parasitemia da
amostra é baixa, até 700 parasitas/mL,
porém esta exerce influéncia na
confirmacdo pelo teste (Desquesnes e
Tresse, 1996). Pifieres et al. (2009)
realizaram estudo de criopreservacao do T.
vivax, com o objetivo de ampliar o tempo
de vida do parasita, porém as amostras nédo
apresentaram resultados satisfatorios no
teste de Woo apdés o descongelamento,
concluindo que a temperatura ambiente
favorece a viabilidade do hemoparasita.

A 4gua de coco vem sendo usada
para cultivo de células vegetais (Soares et
al. 2013), como meio de cultura para
cultivo de fungos patogénicos e como
diluente de sémen das espécies ovina,
caprina e suina (Blume e Marques, 1994).
A mesma ainda é utilizada para enriquecer
meios de cultura de Tritrichomonas foetus,
protozoario parasita do sistema reprodutivo
dos bovinos (Martins et al. 2004) e no
desenvolvimento de tecidos destinados ao
estudo da biossintese de virus vegetais
(Carvalho et al. 2006).

A utilizacdo da agua de coco
industrializada ao invés de in natura para a



diluicio das amostras no presente
experimento, foi baseada no estudo
realizado anteriormente por Paula Motta et
al. (2013), que constatou uma viabilidade
mais prolongada em amostras de sangue
com T. vivax diluidas em &gua de coco
industrializada quando comparadas as
diluidas em agua de coco in natura. Além
disso, o produto industrializado agrega
facilidade de acesso, transporte, aumento do
prazo de validade e custo na obtencéo.

A industrializacdo da &gua de
coco tornou possivel a distribuicdo do
produto para todas as regifes brasileiras, o
que permite facil acesso ao consumidor e
maior vida atil. Os métodos de conservagdo
utilizados pela industria, como a adicdo de
metabissulfito de sodio, ttm como funcéo a
inibicdo da acdo de enzimas oxidativas e a
garantia da estabilidade microbioldgica da
agua ap6s abertura do fruto, além de
manter, 0 maximo possivel, suas
caracteristicas sensoriais originais (Aragao
etal., 2001; Carvalho et al., 2006).

Objetivou-se com este trabalho
avaliar a utilizacdo da agua de coco
industrializada como  conservante  no
diagnostico do Trypanosoma vivax pelo
método de Woo.

2. Revisao de Literatura

As principais espécies causadoras
de tripanossomiase em animais domésticos
na América do Sul sdo o Trypanosoma
cruzi, T. equiperdum, T. evansi e T. vivax,
sendo os trés Gltimos 0s mais patogénicos e
de maior relevancia veterinaria (Clarkson,
1976).

O Trypanosoma vivax foi
introduzido na América Latina pela
importacdo de gado zebu do Senegal para
Guiana Francesa e Antilhas em 1830 (Leger
e Vienne, 1919) e disseminou-se
rapidamente por sua alta capacidade de
adaptacdo e por ser transmitido
mecanicamente por moscas hematdfagas
(Silva et al., 2002). A doenca pode causar
perdas econdmicas significativas de até

47% na reducdo do lucro em um rebanho
leiteiro, com elevados indices de
mortalidade dos animais adultos, aumento
do nimero de abortos e queda expressiva na
producdo de leite, (Abrdo, 2009).

o protozoario eucariotico
Trypanosoma vivax (Dutonella) pertence ao
grupo Salivaria. As formas tripomastigotas
encontradas na  corrente  sanguinea
apresentam cinetoplastos grandes, em
forma de meia lua, localizado na porg¢do
terminal. Possui um anico flagelo livre e
tem comprimento que varia de 16 um a 23
um, além de corpo alongado, achatado,
extremidades afiladas e membrana
ondulante reduzida (Déavila et al, 1998).
Apesar de ser um parasita de sangue
circulante, possui capacidade migratoria
para outros tecidos do hospedeiro
vertebrado, sugerindo sua participagdo em
lesbes inflamatdrias, degenerativas de
6rgdos como coracdo (Masake, 1980;
Kimeto et al.,, 1990), sistema nervoso
central (Batista et al., 2007; Batista et al.,
2008) e sistema reprodutivo (Bezerra et al.,
2008).

O periodo de incubacdo da
infeccdo por T. vivax é variavel. Em
caprinos e ovinos este periodo varia de
quatro a doze dias, ja nos bovinos atinge de
nove a quatorze dias, podendo chegar aos
59 dias, dependendo da viruléncia da
amostra do parasita (Osorio et al, 2008).

A patogenia da tripanossomiase
por T. vivax é influenciada por fatores
ligados ao hospedeiro, como
susceptibilidade e resposta do sistema
imunolégico do animal, e também por
fatores inerentes ao parasita, como a
viruléncia da amostra (Anosa, 1983). O
resultado dessa interacao influencia o curso
da infeccdo, que pode se manifestar de
forma aguda, subaguda e cronica, bem
como apresentar sinais clinicos variados,
como anemia, anorexia, atraso no
crescimento, perda de peso, aborto, redugéo
da fertilidade e queda na producédo de leite



(Paiva, 2009). O fendmeno conhecido como
tripanotolerdncia  pode  ocorrer em
ruminantes com infeccdo cronica por T.
vivax, permanecendo como portadores
clinicamente normais durante um longo
periodo, o0 que favorece a disseminacdo em
rebanhos. A tripanotolerancia permite que o
individuo controle o desenvolvimento dos
parasitas e limite os efeitos patoldgicos
associados a doenca, assim como 0s niveis
de parasitemia (Silbermayr et al., 2013).
Isso ocorre devido a maior producdo de
anticorpos, especialmente 1gG1, por esses
animais, contra antigenos do tripanossoma,
associada a resposta mais rapida dos
linfécitos T, capazes de reconhecer 0s
antigenos que se modificam no agente,
diferente de um animal que apresenta o
guadro normal da doenga, com uma
resposta transitéria do sistema imune
(Paling e Dwinger, 1993).

Em wuma infeccdo superaguda
encontra-se uma parasitemia alta e
persistente, geralmente associada a morte
do animal. Na infec¢cdo aguda a parasitemia
é alta e na fase cronica ocorre baixa
parasitemia, que pode se estender por varios
meses, Ou reaparecer em casos de
imunossupressdo do individuo (Madruga,
2004).

Os principais sinais clinicos
geralmente encontrados sdo palidez de
mucosas, anemia, perda progressiva de
peso, anorexia, febre, diarreia, sintomas de
ordem neuroldgica, caracterizando
neuropatias (Batista, 2007), desordens
reprodutivas como aborto no terceiro
trimestre de gestagdo e mortalidade
perinatal nas fémeas (Silva et al., 2013) e
lesGes degenerativas causadas por processos
inflamatdrios nos testiculos e epididimo nos
machos, assim como alteragbes na
viabilidade espermatica (Sekoni et al.,
2004; Bezerra et al., 2008).

A anemia causada na
tripanossomiase é atribuida a hemolise intra
e extra-vascular, com diminuicdo da
eritropoiese e hemorragias, caracterizada
como normocitica normocrémica, com
tendéncia a se tornar  macrocitica
normocrémica. Ao exame de esfregacos
sanguineos observa-se anisocitose,
policromasia e presenca de corpusculos
Howell-Jolly. Apesar de sua natureza ndo
ter sido completamente elucidada, a anemia
constitui-se na maior causa de morbidade
nas tripanossomiases bovinas, podendo ser
usada como parametro para monitorar a
intensidade da doenga no rebanho (Saror,
1979).

0O diagnostico das
tripanossomiases pode ser feito por
métodos parasitoldgicos, imunoldgicos ou
de biologia molecular. O método
parasitologico é o mais utilizado no Brasil
para o diagnostico das infecgbes clinicas
por T. vivax em rebanhos bovinos
(Madruga, 2004).

Na fase aguda, quando o0s
tripanossomas sdo abundantes na corrente
sanguinea, a identificagdo morfoldgica do
parasita é possivel através de métodos
parasitologicos diretos, por meio de exames
de sangue fresco entre lamina e laminula
(Gardiner, 1989). O sangue é mantido
aquecido e examinado imediatamente a
procura de tripanosomas com movimento
ativo. Outro método parasitologico é a
confeccdo de esfregacos com gota espessa,
corados pelo método de Giemsa, porém
necessitam de confirmacdo por esfregacos
finos corados pelo mesmo método (Wilson,
1971).

Os esfregagos sanguineos finos
corados pelo método de Giemsa,
observados em microscopia 6ptica, sdo uma
opcao para confirmacéo e diferenciacdo das
espécies de Trypanosoma pelo tamanho,
forma do corpo, posicdo do nucleo, do
cinetoplasto e grau de desenvolvimento da
membrana ondulante e do flagelo (Silva et
al., 2002). Entretanto, durante a infecgéo,
com a cronicidade da doenga, ocorrem
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flutuacbes da parasitemia, devido as
mudancas de antigenos proteicos do
hemoparasita com a finalidade de ndo ser
reconhecido e destruido pelo sistema
imunolégico do hospedeiro, tornando-se
dificil o encontro de parasitos em
esfregagos sanguineos (Madruga et al.,
2006).

Quando a parasitemia torna-se
baixa e intermitente, a sensibilidade do
método parasitoldgico direto pode aumentar
com a técnica da centrifugacdo do sangue
em tubo capilar, conhecida como técnica do
microhematdcrito de Woo (1970). Tal
técnica consiste no preenchimento de um
tubo capilar de vidro para cada amostra de
sangue, centrifugacdo a 5.000 rpm por
cinco minutos e leitura deste tubo em
microscopio 6tico, com aumento de 40X,
para visualizagdo das formas sanguineas,
que se concentram entre o plasma e a
camada leucocitaria. Quebrando-se 0
capilar entre a camada liquida e a camada
celular e depositando-se duas a trés gotas
em l&mina de vidro, um esfregaco corado
com Panético Rapido pode  ser
confeccionado, esta técnica é chamada
Buffy Coat (Murray et al., 1977).

A inoculagdo em camundongos
também é uma pratica no diagndstico das
tripanossomiases com boa sensibilidade.
Consiste na inoculagdo via intraperitoneal
ou intramuscular de 0,2 ml de sangue
infectado em camundongos, que sédo
acompanhados pela determinacdo da
parasitemia e/ou mortalidade (Silva et al.,
2002). Entretanto, autores apontam que a
inoculagdo em camundongo seja pouco
sensivel na deteccdo de algumas amostras
de T. vivax (Murray et al., 1977; Kalu et al.,
1986).

Os testes soroldgicos sdo mais
indicados em inquéritos epidemiol6gicos
guando existe possibilidade de infecgéo
subclinica ou doenga croénica no rebanho
(Eisler et al., 1998; Ventura et al., 2001). O
ensaio imunoenziméatico (ELISA) e as
reacbes de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) sdo os métodos mais comumente

utilizados para o diagnostico soroldgico. A
deteccdo de anticorpos anti-tripanosoma em
soros de animais infectados fornece
informacOes exatas a respeito da situacao da
doenca, porém néo apresentam
especificidade capaz de diferenciar as
espécies (Desquesnes e Tresse, 1996; Silva
et al., 2002).

Na América do Sul, a utilizagdo
do ELISA em estudos soroldgicos torna-se
viavel devido a auséncia de espécies de
tripanosomas que induzam resposta imune
capazes de gerar reagOes cruzadas com 0s
antigenos do T. vivax, diferente do
continente Africano, onde o T. congolense
interfere nos resultados. Além disso, T.
theilleri, que ocorre na América Latina, ndo
apresenta reagdo cruzada com antigenos de
T. vivax. A sensibilidade do ELISA chega a
97,6% e sua especificidade a 96,9%, porém
reacdes cruzadas com outros hemoparasitas,
como Babesia bigemina, Babesia bovis e
Anaplasma marginale, podem ocorrer em
5,5% dos testes (Madruga et al., 2006).

No caso da RIFI sdo utilizados
tripanosomas inteiros fixados para a
demonstracdo de anticorpos, ndo havendo
reacdo cruzada entre o T. vivax e outros
hemoparasitos, como Anaplasma
marginale, Eperythrozoon sp., Babesia
bigemina e Babesia bovis. Este método
pode ser utilizado para deteccdo da
tripanossomiase, porém possui  baixa
especificidade quando comparado aos
métodos moleculares, que ultrapassam
99,0% (Platt e Adams, 1976; Garcia et al.,
2006).

As técnicas moleculares sdo
baseadas na identificacdo do DNA dos
tripanosomas, a técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) apresenta alta
especificidade e permite detectar pequenas
quantidades do DNA do parasito nas
amostras, possibilitando o diagnostico
definitivo da infeccdo através da
identificacdo precoce e especifica do
parasita. Apesar do custo mais elevado para
sua realizacdo, o diagndstico por meio de
método molecular possui uma maior
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especificidade (Masake et al., 1997). O
método de PCR também permitiu avangos
na caracterizacdo genética e taxonémica das
diferentes cepas de T. vivax, com maior
precisdo e confiabilidade (Desquesnes e
Davila, 2002).

Em relacdo ao tratamento da
doenca 0s medicamentos encontrados na
literatura sdo diaceturato de diminazene,
brometo de homidium, cloreto de
homidium e cloreto de isometamidium
(Silva et al., 2004). O tratamento ou
profilaxia da tripanossomiase depende de
uso correto das bases medicamentosas,
sendo importante a identificacdo dos
parasitos envolvidos, a fim de evitar o
estabelecimento  de  resisténcia  aos
antiparasitarios (Garcia et al., 2006).

Poucos estudos s&o realizados
com a utilizagho de adjuvantes na
conservacdo do T. vivax para ampliar sua
viabilidade e aumentar a sensibilidade dos
testes parasitologicos. Pifieres et al. (2009)
avaliaram o tempo de sobrevivéncia do T.
vivax refrigerado sem conservantes, em
temperatura ambiente sem conservantes e
criopreservado com a utilizagdo de DMSO
5% e glicerol 10%. O protozoario
apresentou uma maior viabilidade em
temperatura ambiente quando comparado
ao refrigerado, avaliados até oito horas apés
a coleta. Em relacdo a criopreservacao
constatou-se que a técnica deve ser
realizada em duas etapas com nitrogénio,
inicial gasosa e depois liquida, com
melhores  resultados  utilizando-se 0
criopreservador glicerol 10%.

A 4gua de coco, por ser uma
solugdo  estéril, ligeiramente  &cida,
composta de proteinas, sais, acUcares,
vitaminas, gorduras neutras, além de
indutores da divisdo celular e eletrolitos
diversos, que Ihe conferem densidade e pH
compativeis com o plasma sanguineo, é
constantemente utilizada na é&rea da
biotecnologia da reproducdo das espécies
animais, pois fornece 0s nutrientes
necessarios para manter a sobrevivéncia e a
viabilidade dos gametas masculinos e

femininos nos processos de criopreservagdo
(Carvalho et al. 2006). A agua de coco
apresenta composicdo de aminoacidos
semelhante a do leite, porém com maior
porcentagem de arginina, alanina, cistina e
serina (Aragdo, 2001). Foi isolada da agua
de coco uma molécula pertencente ao grupo
das auxinas, o acido 3-indol-acético, o qual
confere aos espermatozéides um aumento
na motilidade e na porcentagem de
espermatozoides vivos, elevando assim a
taxa de fertilidade (Carvalho et al. 2006).

A 4gua de coco in natura
apresenta em sua composi¢do bésica 93%
de agua, 5% de acucares, além de proteinas,
vitaminas, sais minerais, grau brix igual a
7,0 (21°C) e pH igual a 4,8. Cada 100 mL
de agua de coco contém 4,4 g de glicose;
0,37 mg de proteinas; 6,2 mg de fdsforo;
175 mg de potéssio;17,5 mg de célcio; 8,5
mg de magnésio; 10,5 mg de sédio; 0,06
mg de ferro e 57 mg de vitamina C. Com o
progresso da maturagdo do fruto Aragéo et
al. (2001) observaram reducdo no volume
de a&gua, nos aglcares, soélidos totais,
enquanto os teores de gordura e proteina
aumentaram significativamente. O pH no
fruto chega a elevar-se acima de 5 até o
final da sua maturacdo. A legislacdo
brasileira permite a adi¢do de &cido citrico
para correcdo da acidez no caso da dgua-de-
coco submetida a algum  processo
tecnoldgico de conservagdo (BRASIL,
2002).

Atualmente, existe no mercado a
agua de coco processada por UHT (ultra
high temperature), comercializada em
embalagens cartonadas. O processo de
esterilizacdo visa a destruicdo de todos os
microrganismos presentes no alimento e
tem como consequéncia a reducdo das
alteracdes fisicas e quimicas no produto
(Penha et al. 2010). A industrializacdo da
dgua de coco com a utilizagdo de
conservantes propicia uma reducdo dos
niveis de contaminacdo, garantindo a
seguranca alimentar e aumentando o tempo
de prateleira do produto, por tratar-se de um
meio  extremamente  suscetivel  ao
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crescimento microbiano (Aragdo et al.,
2001).

A adicdo do  conservante
metabissulfito de sodio provoca
modificacbes nas caracteristicas fisico-
quimicas da dgua de coco como pH, sélidos
sollveis totais, cor e acUcares redutores que
influenciam os atributos de sabor e
aparéncia (Costa et al. 2005). O mesmo
pode ser responsavel pelo elevado teor de
sodio encontrado nas amostras comerciais.
O sulfito em alimento possui a funcdo de
inibir o escurecimento enzimatico, pois
desativa a acdo de enzimas como a
polifenoloxidase (Naozuka et al. 2004).
Segundo Laurila et al. (1998), os sulfitos
sdo agentes multifuncionais e possuem
capacidade controladora do
desenvolvimento  microbiolégico  nos
alimentos. Devido a sua acdo antioxidante,
0 metabissulfito de sodio sequestra o
oxigénio tanto da agua quanto do alimento,
gerando assim um ambiente anaerébio, o
gue consequentemente causa interferéncia
sobre  0s  microrganismos  aerdbios
presentes. Todavia, 0s aerobios que tém
capacidade de serem anaeradbios
facultativos e os anaerébios séo favorecidos
com esta reducdo do oxigénio (Goes et al.
2006).

Nos tripanosomatideos, ocorrem
taxas parecidas do consumo de glicose tanto
em anaerobiose quanto em aerobiose, 0 que
¢ caracteristico de um metabolismo
fermentativo (Tielens, 1998). No caso da
glicdlise anaerébica no hemoparasita, a
enzima glicerol quinase é essencial para o
processo, produzindo ATP a partir do
glicerol (Ely, 2011).

Possibilitar um aumento do tempo
de vida do Trypanosoma vivax apés a coleta
do material infectado poderia contribuir no
diagndstico  parasitolégico da doenga,
principalmente nas fases com menor
parasitemia circulante. A dificuldade do
diagnostico confirmat6rio por um método
parasitologico nas propriedades do pais,
comumente distantes de laboratérios e de
médo de obra qualificada, incentivou a

realizacdo do estudo. Objetivo-se avaliar a
viabilidade do T. vivax utilizando a 4gua de
coco industrializada como  possivel
conservante nas amostras.

3. Material e Métodos
3.1 Obtencéo das amostras

O estudo foi realizado no més de
julho de 2013, no laboratério da Clinica de
Ruminantes do Departamento de Clinica e
Cirurgias Veterinarias da Universidade
Federal de Minas Gerais. O sangue
parasitado com T. vivax foi oriundo de um
carneiro  previamente inoculado para
obtencéo de antigeno destinado a confeccéo
de exames soroldgicos da doenca. Este
procedimento foi aprovado pelo CETEA
UFMG, segundo protocolo 143/2008.

O carneiro era um macho castrado
de 30 kg de peso vivo, sem raca definida, e
foi inoculado com 1 mL de indculo
preservado em nitrogénio liquido (10’
trypanosomas/mL). O periodo de incubacéo
foi de 15 dias e foram observados sintomas
como febre, anorexia, desidratacéo
moderada e mucosas levemente
hipocoradas. O sangue infectado foi obtido
no 17° dia ap6s a inoculacdo, através da
puncdo da veia jugular em tubos com
sistema de vacuo, contendo EDTA como
anticoagulante.  Nesse  momento, a
parasitemia era de 550000 parasitas/mL. O
animal foi tratado uma semana depois do
surgimento dos sintomas da doenga com
diaceturato de diminazene na dose de 3,5
mg/kg por via intramuscular, segundo
indicacdo do fabricante (Hertape Calier
Saude Animal S/A).

3.2 Obtencdo das parasitemias e
tempos analisados

O diagnostico parasitologico foi
realizado pelo método de Woo (1970). A
determinacdo da parasitemia do T. vivax foi
realizada de acordo com Brener (1961). Foi
utilizado  5ul de  sangue  entre
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lamina/laminula (22 x 22 mm) e realizou-se
a leitura de 50 campos microscopicos. O
niamero de parasitos observados foi
multiplicado pelo fator 80, obtendo-se o
nimero de tripanossomas em 5ul de
sangue.

O experimento foi baseado na
andlise de trés parasitemias diferentes, com
dois tratamentos por parasitemia e cinco
tempos de anélise pos coleta.

As parasitemias utilizadas foram
550000, 100000 e 1000 T. vivax/mL.
Inicialmente, o sangue coletado apresentou
uma parasitemia de 550000 de T. vivax/mL
e para a obtencdo das duas parasitemias
menores (100000 e 1000 T. vivax/mL), esta
amostra foi diluida utilizando-se sangue de
um ovino saudavel compativel, através do
teste de compatibilidade sanguinea pela
prova cruzada, segundo Brown e Vap
(2007). Apos a diluicdo, as novas amostras
obtidas foram avaliadas quanto a
parasitemia de acordo com Brener (1961).

As amostras foram divididas em
dois tratamentos, o grupo G1, controle, e 0
grupo G2, tratado. O G1 possuia apenas 1
mL de sangue infectado, enquanto o G2, 1
mL de sangue infectado com a adigdo de 1
mL de &gua de coco industrializada. Cada
parasitemia possuia 30 amostras em cada
tratamento, totalizando 180 amostras.

Né&o foi levada em consideracao a
diluicdo da parasitemia que ocorreu no
grupo G2, devido a adi¢do da agua de coco
industrializada, o estudo possuia como
objetivo maior um método facil e pratico
para conservar 0 parasita por mais tempo
até a chegada de uma possivel amostra
infectada a um laboratério  para
confirmagdo da doenca.

O produto utilizado na diluicdo
das amostras do G2 foi da marca
Kerococo® (® Pepsico do Brasil LTDA) e

obteve em anélise com phmetro, pH 5,04,
osmolaridade de 322 mEg/L em osmometro
e cerca de 0,055 g de aglcares/mL, segundo
informacGes da tabela nutricional do
produto.

Todas as amostras  foram
avaliadas em 5 tempos: T1-zero hora; T2-6
horas apds diluicdo; T3-12 horas apds
diluicdo; T4-24 horas ap6s diluicdo; e T5-
48 horas ap0s diluicdo. O tempo de 6 horas
pos coleta para a primeira analise, foi
escolhido baseado na observacdo de Woo
(1970), de acordo com a viabilidade
maxima do parasita enviado para
diagnostico. Durante o0s intervalos de
andlise, as amostras  permaneceram
acondicionadas em geladeira, a 7°C. Antes
de cada andlise foram homogeneizadas
durante 3 minutos, como descrito por
Desquesnes e Tresse (1996).

3.3 Analise estatistica

Para analise estatistica utilizou-se
analise de contingéncia, que comparou a
frequéncia de amostras positivas entre 0s
tratamentos, os grupos com diferentes
parasitemias e entre os tempos, pelo teste de
Qui-quadrado e Mcnemar, com minimo de
95% de significancia (p < 0,05), pelo
programa SAS.

4. Resultados e Discussao

A utilizacdo da agua de coco
industrializada aumentou a viabilidade do
hemoparasita depois de 6, 12 e 24 horas de
diluicdo. No momento zero, todas as
amostras confirmaram-se positivas e 48
horas ap6s a diluicdo todas as amostras
confirmaram-se negativas, como
demonstrado na tabela 1 e no grafico 1.
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Tabela 1. Frequéncia de amostras de sangue positivas para Trypanosoma vivax no teste de
Woo, de acordo com o tratamento da amostra (G1-controle e G2-4gua de coco industrializada)
e tempo de coleta (T1-0, T2-6h, T3-12h, T4-24h e T5-48h).

T1 T2 T3 T4 T5
Gl 100% A 444%aB 222%aC 11%aD 0%
G2 100% A 58,8% b B 37,7%bC 11,1%b D 0%

*Resultados seguidos de letras minudsculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente em
relacdo ao tratamento, pelo teste de Quiquadrado X2 (p< 0,05).

** Resultados seguidos de letras mailsculas diferentes na mesma linha, diferem estatisticamente em
relacdo ao tempo, pelo teste de Mcnemar X2 (p< 0,05).

100%%

80%%

Gl

G0%%
G2

40%0

2024

O% T T 1

B T1 T2 T3 T4 T5
GRAFICO 1. Frequéncia de amostras de sangue positivas no teste de Woo, de acordo com o tratamento
(G1-Controle e G2-Tratado com agua de coco industrializada) da amostra e tempo de coleta (T1-0, T2—

6h, T3-12h, T4-24h e T5-48h). (a-b) Resultados com diferenca estatistica (p< 0,05).

O pH do sangue bovino varia viabilidade do T. vivax, devido a grande

entre 7,31 e 7,41 e sua osmolaridade entre guantidade energia disponivel no meio para
280 a 320 mEg/L (Cunningham, 1993). O a utilizagdo do parasita. Os dados obtidos,
fato do aproveitamento da agua de coco apresentados na tabela 1 demonstram que a
seco, mais maduro e consequentemente utilizagdo da agua de coco industrializada
com pH mais elevado, para a producéo de aumentou em até 24 horas a viabilidade do
agua de coco longa vida a partir do ano parasita nas amostras, ultrapassando o
2000, pode ser um fator prevalente para o tempo limite para diagnéstico positivo no
valor do pH obtido na amostra utilizada exame de Woo (1970).
(Carvalho et al. 2006). Durante o Quando analisadas separadamente
processamento da agua de coco, podem ser as diferentes parasitemias demonstraram
adicionados acucares exclusivamente para relevancia nos resultados obtidos em
correcdo e padronizacdo do teor de sélidos relacdo a viabilidade do protozoario. Na
sollveis do produto, como a sacarose, em tabela 2, estdo demonstrados os resultados
guantidade ndo superior a 1,0 g/100 mL das parasitemias testadas nos tempos, de
(Penha et al. 2010), fato este que pode acordo com os tratamentos utilizados.

haver influenciado positivamente na

15



Tabela 2. Frequéncia de amostras de sangue positivas para Trypanosoma vivax no teste de
Woo, de acordo com as parasitemias (550000, 100000 e 1000 parasitas/mL), o tratamento da
amostra (G1 — controle e G2 — agua de coco industrializada) e tempo de coleta (T1-0, T2-6h,
T3-12h, T4-24h e T5-48h).

550000 T. vivax/mL 100000 T. vivax/mL 1000 T. vivax/mL

Gl G2 Gl G2 G1 G2
T1 100% A 100% A 100% A 100% A 100% A 100% A
T2 100% A 100% A 20% aB 40%bB 13,3%aB 36,6% b B
T3 66,6% a B 93,3% b A 0% a 20%bC 0% 0%
T4 3,3%acC 333% b B 0% 0% 0% 0%
T5 0% 0% 0% 0% 0% 0%

*Resultados seguidos de letras minGsculas diferentes na mesma linha, dentro de cada parasitemia, diferem
estatisticamente em relagéo ao tratamento, pelo teste de Quiquadrado X2 (p< 0,05).
**Resultados seguidos de letras maidsculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente em relacdo ao

tempo, pelo teste de Mcnemar X2 (p< 0,05).

100%% —
80%

B 500000 T.vivax/mL
60%% — )

H 100000 T.vivax/mL
a0% — k1000 T.vivax,/mL
20% —

0% T = T 1
T1 T2 T3 T4 TS

GRAFICO 2. Efeito do tratamento (grupo Controle) nos tempos (T1-0, T2—6h, T3-12h, T4-24h e T5-
48h) nas trés parasitemias (550000, 100000 e 1000 t. vivax/mL) na detec¢do de amostras positivas no

teste de Woo.

100%
80%
H 500000 T.wivax/mL
60%
H 100000 T.wivax,/mL
A0% Ml 1000 T.vivax/mL
2054

O% = T T 1
T1 T2 T2 T4 TS5
GRAFICO 3. Efeito do tratamento (grupo Tratado com agua de coco industrializada) nos tempos (T1-0,
T2-6h, T3-12h, T4-24h e T5-48h) nas trés parasitemias (550000, 100000 e 1000 t. vivax/mL) na
deteccdo de amostras positivas no teste de Woo. (*) Resultados com diferenca estatistica.

Os grupos G1 e G2 apresentaram tempos e de acordo com tratamento
resultados  distintos e demonstraram envolvido. Perante os dados demonstrados
influéncia das parasitemias testadas, nos na tabela 2 independente da parasitemia da
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amostra o tempo influencia em sua
viabilidade, porém quanto maior for a
parasitemia mais tempo ela permanece
positiva. Em relacdo ao tratamento
utilizado, observou-se um maior nimero de
amostras positivas por mais tempo com o
uso da &gua de coco como conservante do
hemoparasita nas trés parasitemias, apesar
da influéncia direta das mesmas nas
amostras, como visualizado nos gréfico 2 e
3. Segundo estudos de Desquesnes e Tresse
(1996) a sensibilidade do teste de Woo
atinge 100% com parasitemia acima de 700
tripanosomas/ml de sangue, 80% entre 300
e 700 parasitos, 50% entre 60 e 300
parasitos, e muito baixa quando se tem
menos de 60 tripanosomas/ ml de sangue.
De acordo com Wang (1984) a influéncia
da parasitemia elevada em uma amostra
sanguinea pode sofrer variagdo da
susceptibilidade de cada individuo
eucariotico presente, como também pode
haver diferenga na utilizacdo da glicose
pelos mesmos.

No caso do T. brucei ocorre
utilizacao de 85 nmol de glicose por minuto
com a finalidade de divisdo do parasito uma
vez a cada sete horas, o que tornaria o
nimero de tripanosomas encontrados na
corrente sanguinea mais elevado. Como o
rendimento energético da glicolise é baixo e
as formas tripomastigotas utilizam apenas a
glicose como fonte energética, a demanda
pelo aglcar é alta, e apesar desta ser
abundante nos fluidos de seus hospedeiros
vertebrados em condi¢Bes normais, uma
hipoglicemia pode ser observada em
animais infectados na fase aguda (Wang,
1984). Segundo Ely (2011), o simples
metabolismo energético da glicolise é
comum a todos os tripanosomatideos,
porém existem pequenas e significativas
diferengas entre 0s varios organismos, ndo
sO entre as espécies, mas também entre
fases distintas do ciclo de vida da mesma
espécie. Ao contrario da maior parte dos
eucariotos onde a glicolise ocorre no
citoplasma, nos tripanosomatideos esta via
ocorre em uma organela denominada

glicossomo. Eles ndo utilizam a cadeia
respiratdria ou fosforilacdo oxidativa para a
producdo de ATP, o principal produto final
da degradacdo da glicose na maioria dos
tripanosomatideos é o acetato, exceto para
as formas tripomastigotas de T. brucei que
excretam piruvato. Em relacdo ao T. vivax,
mais estudos sd0 necessarios para a
identificacdo de possiveis diferencas em seu
metabolismo.

5. Consideracdes Finais

A utilizacdo de um meio que
possa proporcionar ao hemoparasita um
maior aporte de nutrientes pode possibilitar
um acréscimo no tempo de viabilidade,
auxiliando em um diagnostico
confirmatério da doenga em casos agudos
de forma eficaz, rapida e com baixo custo
para realizagéo.

Apesar da influéncia do nivel de
parasitemia e do tempo para realizacdo do
método de Woo, 0 uso de agua de coco
industrializada nas amostras possibilitou
um maior tempo de viabilidade das mesmas
em relacdo ao grupo G1 controle. Mais
estudos sdo necessarios para elucidar o real
metabolismo do Trypanosoma vivax com o
intuito de auxiliar tanto nas caracteristicas
da propria doenga, como nos métodos
diagnosticos e novos tratamentos possiveis
para a tripanossomiase.

6. Conclusao

A utilizacdo da agua de coco
industrializada como conservante para a
sobrevivéncia do hemoparasita
Trypanosoma vivax demonstrou ser eficaz,
no diagnostico confirmatorio da doenca
pelo teste de Woo. O método também
contribuiu com o0 aumento do tempo de
viabilidade das amostras com baixa
parasitemia, possibilitando maiores chances
de um diagnéstico confirmatorio da doenga
na fase aguda, por meio de material enviado
a laboratdrio para analise.
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