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RESUMO

A sobrevivéncia dos animais acometidos com Anaplasma marginale depende de sua
capacidade de manter o equilibrio hidroeletrolitico e &cido-base. Objetivou-se avaliar o
comportamento do perfil hidroeletrolitico e &cido-base durante a fase de paténcia e
convalescéncia de bezerros inoculados com A. marginale. Foram utilizados 12 bezerros
machos, com idade de 3 a 4 meses. Os animais foram divididos em grupo inoculado (n=6)
com 10s hemacias parasitadas com isolado de UFMGL1 de A. marginale, por via
intravenosa (IV) e grupo controle (n=6). Os animais foram avaliados nos periodos pré
patente e no periodo patente quando o volume globular(VG) reduziu para 80, 60 e 40%
do VG basal. A avaliacao foi realizada também no periodo convalescente quando o VG
recuperou para 60 e 80 % do VG basal. Foram avaliados o hemograma, o perfil acido-
base, eletrolitico e bioquimico. Para testar as diferencas entre 0s grupos, ajustou-se um
modelo de regressdo de efeitos mistos utilizando software estatistico R com nivel de
significancia de 0,05 (P <0,05). Durante a fase de paténcia da anaplasmose ocorreu
anemia grave, resultando em alcalose respiratéria, com aumento do pH sanguineo e
reducdo da pressdo de gas carbonico. A anaplasmose ndo influenciou o perfil
hidroeletrolitico durante a fase de paténcia e convalescéncia.

Palavras-chave: Anaplasma marginale; bovinos; equilibrio; energético; gasometria;
hematologia, minerais; pH

ABSTRACT

The survival of animals infected by Anaplasma marginale depends on its capacity to
maintain the hydroelectrolytic and acid-base equilibrium. The objective of this work was
to evaluate the behavior of the hydroelectrolytic and acid-base profile during the phases
of patency and convalescence in calves affected by anaplasmosis. In this experiment, 12
male calves were used, aged between 3 and 4 months. The animals were divided into two
groups: One inoculated (n=6) with 10s erythrocytes containing the isolate UFMG1 of A.
marginale, administered intravenously (IV) and the control group (n=6). The animals
were evaluated in the pre-patency and patency period when the packed cell volume (PCV)
decreased to 80, 60 and 40% of the baseline value. The evaluation was also performed in
the convalescence period in which the VG recovered to 60 and 80% of the baseline value.
The hemogram, acid-base, hydroelectrolytic and biochemical profile were evaluated. To
test the differences between groups, a model of mix effects was adjusted using a statistical
software R with a level of significance of 0,05 (p<0,05). During the phase of patency, a
severe anemia happen leading to respiratory alkalosis, with increased blood pH and
reduction of PCO2. The anaplasmosis had no influence in the hydroelectrolytic profile in
neither patency nor convalescence phase.

Key words: Anaplasma marginale; balance; cattle; energetic; gasometry; hematology,
minerals; pH
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INTRODUCAO

A anaplasmose bovina é uma doenca infecciosa causada por uma riquetsia
intraeritrocitaria, a Anaplasma marginale (Theiler, 1910). A anaplasmose ocorre
principalmente em paises tropicais e subtropicais, mas também ¢é relatada em algumas
regides temperadas (OIE, 2016). Essa doenca é associada a grandes perdas na
bovinocultura devido ao baixo ganho de peso, a reducdo na producao de leite, ao aborto,
aos custos dos tratamentos e a mortalidade dos animais. Na América Latina as perdas
econdmicas anuais causadas pela anaplasmose variam de US$ 800 a 875 milhdes (Kocan
et al., 2003).

Na América do Sul essa riquetsia ¢ transmitida pelo carrapato monoxénico Rhipicephalus
microplus, por insetos hematdfagos, por fomites contaminados e pela transmissao vertical
(Guglielmone, 1995; Kocan et al., 2003; Gongalves et al., 2005). Os principais sinais
clinicos da doenca consistem em anemia, ictericia, pirexia, fadiga, lacrimejamento,
anorexia, perda de peso e aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria dos animais
acometidos (Ristic, 1981; Vidotto e Marana, 1999; Coelho, 2007).

O curso da doenca pode ser dividido didaticamente em quatro fases. A primeira fase
consiste no periodo pré patente, que decorre entre a penetracao da riquetsia até a primeira
observacdo de hemécias parasitadas nos esfregacos sanguineos. A duracdo dessa fase
varia de 20 a 40 dias. Apds este periodo, inicia-se o periodo de paténcia (segunda fase)
que se estende até 0 momento em que € observado os menores valores de hematdcrito do
animal, essa fase tem duracdo média de 15 dias (Vidotto e Marana, 1999). A terceira fase
é o0 periodo de convalescéncia, que € a fase de recuperacdo do animal e tem duracéo de
dois meses. Na quarta fase, o animal torna-se portador assintomatico e tem niveis baixos
de riquetsemia que podem ser observados por meses ou anos (Coelho, 2007).

Coelho (2007) demonstrou que existe correlacdo negativa entre a riquetsemia e o
hematdcrito do animal infectado. No entanto, ¢ esperado anemia progressiva devido a
riquetsemia e consequente destruicdo extravascular dos eritrécitos no baco e na medula
6ssea (Thrall, 2004).

Na progressao da enfermidade observa-se que o nimero de células eliminadas pode ser
maior do que o numero de células infectadas. Ocorre fagocitose de eritrocitos infectados
e ndo infectados devido a presenca de imunoglobulinas que estimulam a destruicdo
imunomediada dos eritrocitos ndo parasitados pelas células do sistema mononuclear
fagocitario (Ristic et al., 1972). Isto sugere que a opsonofagocitose pode tanto limitar a
propagacao da riquetsia, quanto contribuir para a anemia grave que caracteriza a doenca
(Jain, 1986; Melendez, 2005).

As alteracBes decorridas da destruicdo macica de hemaécias e da reducdo da capacidade
de transporte de O2 e COz2 causa a hipdxia tecidual. O que pode resultar em producédo de
acido lactico e liberacdo de produtos originados da lise celular. Por conseguinte,
provocam alteracBes no equilibrio eletrolitico e acido-base (Coelho, 2007; Prieto-
Callejero et al., 2012, Kamal e Hussam, 2013).
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A sobrevivéncia do animal depende da capacidade de resposta fisiologica compensatdria
que o individuo desenvolve para regular o desequilibrio acido-base e a anemia (Allen e
Kutler, 1981).

Nesse contexto, o estudo do perfil &cido-base e hidroeletrolitico durante as fases das
manifestacdes clinicas da doenca (paténcia) e na recuperacdo do animal (convalescéncia)
¢ de suma importancia para determinar o progndéstico dos animais acometidos. Além disso,
serve como base tedrica para posteriores pesquisas que visem avaliar novas terapias de
suporte para minimizar a gravidade das alterac6es clinicas causadas em bezerros com
anaplasmose.

OBJETIVOS
1.1. Geral

Avaliar o comportamento do perfil hidroeletrolitico e &cido-base durante a fase de
paténcia e convalescéncia em bezerros inoculados com A. marginale.

1.2.  Especifico

Avaliar nas diferentes fases da anaplasmose induzida por inoculagdo experimental em
bezerros, 0s seguintes parametros sanguineos:

Hemograma;

pH;

Pressao de géas carbonico;
Dioxido de carbono total;
Bicarbonato de sodio;
Sadio;

Potassio;

Glicose;

Caélcio ionizado;

Lactato;

fon Cloreto;

Proteina total;

Albumina;

Fibrinogénio;

Uréia;

Creatinina.

AN NN YN N N N N N Y N N N N
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REVISAO DE LITERATURA
1.3.  Anaplasma marginale

A anaplasmose bovina foi primariamente descrita por Arnold Theiler em 1910, na Africa
do Sul. Theiler (1910) inicialmente reconheceu “pontos marginais” no interior dos
eritrocitos de laminas coradas, causando uma doenca especifica em bovinos. Em 1911
esse pesquisador observou o mesmo corpusculo no centro do eritrécito e o identificou
como A. centrale, sendo uma variagdo menos patogénica do A. marginale (Theiler, 1911).

Theiler atribuiu 0 nome cientifico A. marginale baseando-se nas caracteristicas de sua
coloragdo e localizagdo. Dessa forma, “Anaplasma” foi referido a auséncia de citoplasma
e “marginale” indicando a localizacdo periférica no interior da hemacia (Theiler, 1910).

Os organismos atribuidos a ordem das Rickettsiales foram reclassificados com base nas
analises genéticas (Dumler et al., 2001), e apds essa reclassificacdo a Anaplasma
marginale passou a fazer parte da familia Anaplasmataceae. A Anaplasma marginale é
uma bactéria intra-eritrocitaria, que é encontrada exclusivamente em vacutolos ligados a
membrana do citoplasma da célula hospedeira. Além disso, sdo bactérias que se
multiplicam em organismos vertebrados e invertebrados (Dumler et al., 2001; Kocan et
al., 2010).

Esses vacuolos parasitoforos sdo vistos em microscopia Optica e apresentam-se
morfologicamente como corpusculos de inclusdo densos, com coloracdo roxo-azulados,
homogéneos, com formato esférico medindo de 0,3 a 1,0 um de didmetro. Esses
corpusculos sdo compostos por uma a oito subunidades denominadas de corpusculos
iniciais. Esses corpusculos séo visiveis na microscopia eletronica e medem de 0,3 um a
0,4 um de diametro e representam as unidades infectantes (Wanduragala e Ristic, 1993;
Ribeiro e Passos, 2002).

1.3.1. Distribuicdo, epidemiologia e fatores de risco

A anaplasmose ocorre principalmente em paises tropicais e subtropicais, mas também é
relatado em algumas regides temperadas (OIE, 2015). Essa doenca é endémica na Africa,
na Asia, na Europa (paises do mediterraneo), no sul dos Estados Unidos e na maioria dos
paises da América Central e do Sul, com exce¢do das areas de deserto e de elevadas
altitudes (Guglielmone, 1995; Kocan et al., 2003).

Nos proximos anos, é esperado mudancas na distribuicdo mundial da anaplasmose devido
ao aquecimento global e a influéncia do movimento dos animais livres que hospedam o
carrapato infectado (Kocan et al., 2010). No periodo dos anos 2000 a 2009 a anaplasmose
foi diagnosticada em rebanhos bovinos de varias regides do Canada, porém antes dessa
época este pais era considerado livre da doenca (Howden et al., 2010). Com isso,
aumentou a preocupacdo com a forma de transmissdo de agentes infecciosos entre
animais de vida livre e da pecuaria doméstica, sobretudo em areas onde os animais
domésticos tém contato com os animais selvagens (Chomel et al., 1994; Kocan et al.,
2010).
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A anaplasmose bovina encontra-se na lista da Office International des Epizooties (OIE,
2017) devido ao impacto significativo na salde dos animais domésticos e pela alta
ocorréncia e gravidade dos sinais clinicos, incluindo perdas diretas de producao e de
mortalidade.

A doenca clinica é mais elucidada em bovinos, porém outros ruminantes como bufalos,
bisGes, antilopes e cervos podem se infectar persistentemente com A. marginale (Kocan
et al., 2003).

Cada regido pode ser classificada de forma epidemioldgica, como area de estabilidade ou
instabilidade enzodtica (Jonsson et al., 2008). Utilizando como modelo a babesiose, mas
que pode ser valido para anaplasmose, Mahoney e Ross (1972) descreveram estabilidade
enzootica como uma condicdo em que ocorre uma alta incidéncia de animais infectados,
mas raramente ha a doenca clinica (Mahoney e Ross,1972). Essa situacao costuma ocorrer
quando a quantidade de vetores sd0 numerosos e 0s animais possuem a idade de até 9
meses de idade. Uma vez que nessa fase 0s bezerros consiguem eliminar a doenca e ao
mesmo tempo desenvolver uma resposta imunolégica . Por outro lado, a instabilidade
enzootica ocorre quando ha pouca exposicado dos bezerros nos primeiros meses de viada
ao0s vetores e consequentemente a maioria dos animais se infectam apds os 9 meses. Com
isso, torna-se frequente a observacdo de quadros clinicos graves da doenca e os altos
indices de mortalidade (Mahoney e Ross, 1972; Madruga et al., 1985).

Os estudos sorologicos sdo importantes para determinar o risco da doenga por
caracterizacao epidemioldgica do rebanho. A soroprevaléncia em paises das Américas
apresenta grande variedade, o que leva a formacdo de regides de estabilidade e
instabilidade enzoo6ticas (Kocan et al., 2003). No Brasil, Ribeiro e Reis (1981) verificaram
alta prevaléncia da anaplasmose em quatro regides de Minas Gerais: no Alto Paranaiba,
na Zona Metallrgica, no Sul de Minas e no Triangulo Mineiro. Souza et al. (2000)
também observaram alta prevaléncia no Norte Fluminense (Rio de Janeiro). Na regido do
semiarido da Bahia, Barros et al. (2005) verificaram alta prevaléncia de animais
sorologicamente positivos. Na regido de Araguaina no Tocantins verificou-se 89,9% de
animais positivos (Trindade et al., 2011). No sul do pais, Andrade et al. (2001) também
demonstraram que 92,94% dos animais eram soropositivos na regido de Londrina, no
estado do Parana. No entanto, na regido Noroeste e Centro oeste do Parand, Marana et al.
(2009) relataram prevaléncia menor (58,74%) dos animais reagentes a A. marginale. Esse
quadro sugere instabilidade enzod6tica. Além disso, a condicdo de instabilidade enzodtica
foi observada nas regides climaticas arida, semiarida, de transicdo semiarida e subsumida
do Sergipe (Oliveira et al., 1992). Possivelmente a baixa prevaléncia nessas areas se deve
as condigdes adversas de temperatura e umidade que podem afetar o ciclo de vida dos
vetores.

1.3.2. Transmissao e ciclo biol6gico

Existem trés formas de transmissdo do Anaplasma marginale para o hospedeiro
susceptivel, sendo elas a mecéanica, a vertical e a bioldgica.
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A transmissdo mecanica ocorre atravées da transferéncia de hemacias infectadas para os
bovinos susceptiveis sem que haja multiplicacdo do A. marginale no vetor. Essa
transmissdo ocorre pela picada de insetos hemat6fagos ou por meio de fomites
contaminados com sangue, tais como as agulhas, os brincos, as argolas nasais, 0S
materiais cirurgicos e os tatuadores (Kocan et al., 2003; Aubry e Geale, 2011). Tem sido
relatado que a principal via de transmissdo mecanica da anaplasmose é feita por insetos
hematdfagos como os dipteros do género Tabanus e Stomoxys e 0s mosquitos do género
Culex e Aedes (Ewing, 1981; Foil, 1989). Essa transmissdao é a principal via de
disseminacéo da riquetsia em regides da Africa, da América Central e da América do Sul.
Uma vez que, nesses locais ndo ha carrapatos transmissores da anaplasmose (Ewing, 1981;
Foil, 1989) ou sdo regides em que o Rhipicephalus microplus nédo parece ser o principal
vetor (Figueroa et al., 1998; Coronado, 2001).

Na transmissao vertical o Anaplasma marginale pode ser transmitido da vaca infectada
para o feto via placenta durante a gestacdo (Aubry e Geale, 2011). A imunossupressao
transitoria de vacas no periparto possivelmente é uma das causas que favorecem essa
forma de transmissédo (Silva e Fonseca, 2014). Em areas endémicas no estado de Minas
Gerais a transmissao vertical apresentou frequéncia de 10% em bezerros neonatos
(Meneses, 2013). Portanto, essa transmissao pode contribuir para a epidemiologia da
anaplasmose em algumas regides (Kocan et al., 2003).

A transmissdo bioldgica ocorre através dos carrapatos, apos a ingestdo de eritrocitos
infectados pela riquétsia. Mais de 20 espécies de carrapatos séo elucidadas como vetores
bioldgicos de A. marginale no mundo. Os principais géneros de carrapatos envolvidos na
transmissao bioldgica sdo o Rhipicephalus spp., 0 Dermacentor spp. e o Ixodes ricinus,
enquanto que o Amblyomma spp. demonstrou ndo estar envolvido na transmisséo.
(revisado por Kocan et al., 2004). O Rhipicephalus microplus é considerado a espécie
transmissora de A. marginale no Brasil (Guglielmone,1995; Ribeiro e Lima, 1996).

A transmissdo bioldgica pode ocorrer por trés vias, a transestadial, a intraestadial e a
transovariana. Na via transestadial, a transmissdo do A. marginale ocorre entre 0s estagios
de desenvolvimento do carrapato, ou seja, quando a ninfa cai do hospedeiro se tranforma
em adulto e vai para outro hospedeiro. Na via intraestadial a transmisséo do A. marginale
ocorre no estagio de desenvolvimento em que o aracnideo estd. Além desses, ha a
transmissdo transovariana, que consiste na passagem do A. marginale presente na
teledgena para sua prole, porém essa via de transmissdo tem pouca relevancia (Stich et
al., 1989; Ribeiro et al., 1996). A transmissdo intraestadial apresenta-se como uma
importante via do A. marginale, uma vez que 0s principais carrapatos gue transmitem a
anaplasmose possuem um Unico hospedeiro (monéxenos) como o R. microplus e
Dermacentor albipictus. Nesse sentido, os machos adultos possuem relevancia uma vez
que eles transitam entre os animais do rebanho mesmo sem ocorrer a mudancas de fase
(Kocan et al., 2003).

O ciclo bioldgico de desenvolvimento do A. marginale inicia-se quando o carrapato
ingere as hemacias infectadas (Fig. 1). Em seguida, essas hemacias alcangam o limen
intestinal do vetor, onde inicia-se a infecgdo nas células do intestino. Em seguida, ocorre
a multiplicacdo da riquetsia em muitos outros tecidos do carrapato, incluindo as glandulas
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salivares. Estas glandulas, s@o os locais onde a riquetsia é excretada e transmitida para 0s
hospedeiros durante a alimentacao do artrépode (Kocan et al., 2003).

No carrapato primariamente aparecem a forma reticulada (vegetativa) de A. marginale.
Essas se dividem por fissdo binéria formando grandes col6nias, que podem conter
centenas de individuos. Posteriormente ocorre mudanca da forma reticulada para a forma
densa (infectante). Esta é a forma considerada infectante e que pode sobreviver no meio
extracelular no hospedeiro por um tempo limitado (Kocan et al., 2003).

As formas densas ao entrarem nos bovinos, penetram as hemacias em um processo
chamado rofeocitose. Esse processo consiste na invaginacdo da membrana plasmatica das
hemécias formando um vaclolo parasitéforo. No interior desses vacuolos, ocorre
multiplicacdo dos corpusculos iniciais atraves da fissdo binaria. Em seguida, 0s
corpusculos deixam a hemadcia por um processo chamado rofeocitose reversa, sem
provocar ruptura da membrana celular. Enfim, inicia-se um novo ciclo de replicagdo ao
penetrar em outra hemacia. Essa transferéncia entre as hemacias pode ocorrer através de
pontes intercelulares (Ribeiro e Passos, 2002).

Figura 1. Ciclo bioldgico da A. marginale no hospedeiro bovino e em carrapatos.

ﬁ

Anaplasma marginale no bovino Rhipicephalus
microplus

Células Eritrocitos
endoteliais

Formas densas
infectantes

Multiplicagdo em
diversos tecidos
Transmissao biologica dos carrapatos

pelo carrapato

Transmissao mecanica

por transferéncia de \ ,
hemacias infectadas \N

Fonte: Adaptacéo de Kocan et al. (2003) e Rodriguez et al. (2009).

O A. marginale é descrito como uma riquetsia intraeritrocitaria obrigatoria, ou seja, as
hemaécias séo os unicos locais de infec¢do em bovinos (Kocan et al., 2010). No entanto,
alguns pesquisadores elucidaram que as células endoteliais podem ser um outro local da
replicacdo da riquetsia in vitro (Munderloh et al., 2004) e in vivo (Carrefio et al., 2007).
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1.3.3. Patogenia e manifestacdes clinicas

O desenvolvimento da doenca pode ser dividido didaticamente em quatro fases (Richey,
1993). A primeira fase é o periodo pré patente (PPP), que decorre entre a penetracdo da
riquetsia até a primeira observacdo dos esfregacos sanguineos com as hemécias
parasitadas, esse periodo tem duracdo média de 20 a 60 dias (Vidotto e Marana, 1999;
Kocan et al., 2003).

A partir da visualizagdo das primeiras hemécias infectadas, segue o periodo de paténcia
(PP) que se estende até o momento em que se observam o0s menores valores de
hematocrito do animal parasitado. Essa fase possui dura¢do média de 15 dias (Vidotto e
Marana, 1999). Nesse momento, ocorrem sucessivos ciclos de invasao e de replicacdo do
A. marginale, e os eritrocitos infectados aumentam de forma exponencial (Kocan et al.,
2003). Posteriormente os eritrdcitos infectados e ndo infectados sdo fagocitados pelas
celulas reticulo endoteliais esplénicas. Isso resulta no desenvolvimento de anemia branda
a grave, e ictericia sem hemoglobinemia e sem hemoglobindria (Kocan et al., 2003).

Apbs o término do PP, segue o periodo de convalescéncia que se resume na recuperacao
do animal, e pode ter duracdo de 2 meses. Neste momento ocorre o reestabelecimento do
volume globular e a resolucdo dos sinais clinicos (Kocan et al., 2003).

Por fim, 0 animal se torna persistentemente infectado (portador), ou seja, a infec¢cdo aguda
e a sintomatologia clinica sdo resolvidas. Contudo, 0s animais permanecem
persistentemente infectados e com baixos niveis de riquetsemia, esses valores variam de
102 a 107 eritrécitos infectados/mL sanguineo. (Coelho, 2007; Brown, 2012). Esses
valores demonstram que em ambas as infeccOes sdo caracterizadas por cargas de
antigenos relativamente altas (Brown, 2012). Portanto, os bovinos portadores tém
imunidade vitalicia e sdo resistentes as doencgas clinicas ao serem desafiados. No entanto,
0s bovinos infectados persistentemente servem como reservatorios.

O animal pode manifestar diversas sindromes clinicas da doenca, dentre elas as formas:
super aguda, aguda e sub clinica (Vidotto e Marana, 2001). As sindromes superagudas
sdo raras, porém na maioria dos casos resulta em morte rapida do animal. A forma branda
da doenca manifesta-se em animais com até um ano de vida, porém com o passar do
tempo torna-se mais severa. Nesse contexto, 0s bovinos com mais de trés anos de vida e
sem contato prévio com o agente infeccioso geralmente apresentam a sindrome super
aguda a fatal (Ristic, 1968). Os mecanismos que atribuem maior resisténcia aos bovinos
jovens ainda ndo sdo bem compreendidos. Algumas hipdteses sugerem que essa
resisténcia se deve a presenca de anticorpos colostrais, a maior eritropoiese da medula
0ssea, a rapida resposta celular e a presenca de hemoglobina fetal nos eritrdcitos (Ribeiro
e Passos, 2002).

Além disso, a severidade da doenca esta intimamente associada ao nivel e a duracdo da
infeccéo, que por sua vez, esta relacionada a taxa de multiplicagdo do microrganismo e a
habilidade do hospedeiro em debelar a infeccdo através de sua resposta imune (Waner et
al., 2010). Outro ponto importante a ser considerado € a remocao do baco, que torna 0s
bezerros totalmente susceptiveis a infeccdo. A anaplasmose em bezerros
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esplenectomizado sdo frequentemente mais severas do que a observada em bovinos mais
velhos (Kocan et al., 2003).

A forma aguda é caracterizada por uma riquetsemia ascendente em que o A. marginale
pode atingir 109 hem@cias infectadas/mL (PCRquantitativo) e o volume globular (VG)
pode reduzir de 30 a 50% do valor normal (Brown, 2012).

Os principais sinais clinicos da forma aguda consistem no desenvolvimento de anemia
discreta a intensa, com mucosas hipocoradas, ictericia sem hemoglobinemia e sem
hemoglobinudria. Além disso pode ocorrer febre, depressdo, anorexia, desidratacao,
fraqueza, aborto e diminuicdo da producdo de leite (Coelho, 2007; Waner et al., 2010). A
intensa hemocaterese causada pela retirada das hemacias infectadas faz com que a bile
possa se apresentar espessa, grumosa, de cor amarelada e os tecidos ictéricos (Souza et
al., 2000). Além disso a intensa anemia pode acarretar em hipoxia e 0s animais
apresentarem taquipnéia e taquicardia (Coelho, 2007; Lasmar, 2010).

Na fase inicial da doenca, as alteragdes clinicas dos animais com anaplasmose sdo
discretas e soO se evidenciam quando a anemia € intensa. No entanto, a temperatura retal
demonstrou ser um bom pardmetro de monitoramento dos animais, possibilitando o
diagnostico precoce e 0 momento ideal para o tratamento antecedendo o momento de
queda do VG (Coelho, 2007).

H& evidéncias que durante a infeccdo pelo Anaplasma marginale, a quantidade de
eritrdcitos retirados da circulagdo pode sobrepor a quantidade de hemaécias infectadas
(Schroeder and Ristic 1968; Giardina et al., 1993; Coelho, 2007). Isso ocorre em
consequéncia da fagocitose dos eritrocitos infectados e néo infectados, devido a presenga
de imunoglobulinas. Estas sdo as responsaveis por estimularem a destruicdo
imunomediada dos eritrocitos pelas células do sistema monocitico fagocitario (Ristic et
al., 1972; Kieser etal., 1990; Brown e Barbet, 2016). As hemacias alteradas pela infecgdo
induzem uma reposta imune humoral que ao passar pelo sistema monocitico fagocitario
sdo retiradas da circulacdo a uma taxa de 8 a 10 vezes maior que o normal (Rodriguez et
al., 2000). Deste modo, torna-se evidente que riquetsemia ndo explica completamente a
anemia observada e que outros fatores podem estar associados ao desencadeamento do
processo de eritrofagocitose (Giardina et al., 1993).

Diversas hipoteses tém sido levantadas para justificar essa destruicdo imunomediada.
Alguns pesquisadores sugerem que a fagocitose ocorre por danos na membrana celular
devido ao estresse oxidativo causado pelo metabolismo de A. marginale (Nazifi et al.,
2008; De et al., 2012). Outra hipotese foi elucidada por Giardina et al. (1993) que
afirmaram ter encontrado proteinas bacterianas na superficie das hemaécias. Por fim,
alguns cientistas sugerem que devido ao pequeno tamanho dos corpusculos, os eritrocitos
infectados com apenas um microrganismo sdo geralmente perdidos pela inspecdo na
microscopia optica (Meléndez, 2005).

Em todos os casos € perceptivel que a opsonizacdo e a fagocitose pode tanto limitar a
propagacdo da riquetsia quanto contribuir para a anemia grave que caracteriza a doenca
(Weiss e Wardrop, 2010).
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1.4.  Parametros Hematoldgicos

A hematologia é importante no diagndstico e no progndstico de varias enfermidades que
acometem os rebanhos e que repercutem na producéo dos animais (Margal, 1989).

O sangue ¢ o meio pelo qual o organismo transporta as substancias e os elementos
necessarios a vida. O sangue ¢ formado por plasma e por trés tipos de células: os
leucocitos, as hemacias ou eritrocitos e plaquetas (Garcia- Navarro, 2005).

1.4.1. Eritrograma

A principal funcéo do eritrocito é transportar a hemoglobina, que por sua vez carreia o
oxigénio para os tecidos (Thrall et al., 2012). Toda a energia gasta nos eritrocitos é para
otimizar o fornecimento de energia para os tecidos. Esses gastos sdo principalmente para
a manutengédo do formato celular, da estrutura da membrana, das fungfes enzimaticas e
da reducéo do ferro na hemoglobina (Weiss e Wardrop, 2010). As hemécias séo células
anucleadas e que possuem a forma de disco biconcavo com pouca palidez central. A
principal diferenca das hemécias dos bovinos sdo a ndo formacéo de rouleaux e ao
tamanho da célula (Weiss e Wardrop, 2010). A vida média da hemacia bovina pode variar
entre 70 e 120 dias nos animais jovens e pode chegar a 160 dias no animal adulto (Kaneko,
1970).

A producdo de eritrocitos € regulada pelo hormdnio eritropoietina (EPO). Este €
produzido principalmente por fibroblastos intersticiais peritubulares do rim em animais
adultos. Além disso uma pequena quantidade de EPO é produzida no figado durante a
anemia (Weiss e Wardrop, 2010).

A baixa tensdo de oxigénio no tecido induz a expressdo do gene da EPO. Quando o
individuo estd com hipdxia grave, a producdo de EPO é aumentada até 1.000 vezes
(Weiss e Wardrop, 2010). Sob um estimulo anémico como a perda de sangue, a hemolise
ou a gravidez, ocorre aumento da producao de eritrdcitos, esse aumento é referido como
eritropoiese de estresse. Em bovinos sob esses estimulos ocorre a liberacéo de eritrocitos
imaturos na circulacdo, esses eritrocitos sdo chamados de pontilhados biofilicos ou
reticuldcitos de estresse (Thrall et al., 2012; Harvey, 2012).

Aproximadamente quatro dias sdo necessarios para que o animal anémico aumente 0s
reticuldcitos sanguineo (Harvey, 2012).

Os principais parametros avaliados no eritrograma sdo: o hematdcrito, a contagem total
de hemécias (RBC), a concentracdo de hemoglobina (HGB), o volume corpuscular médio
(VCM) e a concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

O hematdcrito ou volume globular (VG) € a escolha para a triagem dos animais, pois a
contagem de hemécias e a concentracdo de hemoglobina sdo genericamente
proporcionais ao VG do individuo. Além disso, o VG possui uma alta acuracia. O valor
do VG ¢é a proporcdo de heméacias no sangue total e é indicado em porcentagem. Desta
forma, o VG é um indicador da anemia, do grau de desidratacdo, e de forma indireta
indica a capacidade de transporte de O2. Ademais, a coloragcdo do plasma permite ser um
indicativo de ictericia, de hemdlise e de lipemia. O principal fator que causa o0 aumento
do VG ¢ a desidratacdo. Enquanto que as principais causas da reducdo do VG sao as
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anemias, que podem ser causadas por hemdlise, por hemorragia, por ndo responsividade
medular ou por deficiéncia de Fe (Schalm’s, 2010; Thrall etal., 2012). Os valores normais
de hematdcrito variam entre 24 e 46% nos bovinos (Radostits, OTTO M. et al., 2007).

A molécula de hemoglobina (HGB) ocupa um papel central na fisiologia através da
ligacdo, transporte e entrega de oxigénio aos tecidos. A hemoglobina é sintetizada
juntamente com o desenvolvimento dos eritrocitos. Quando as hemécias envelhecem
ocorre hemdlise extravascuar, onde essas sdo fagocitadas por macréfagos esplénicos. A
HGB ¢ catabolizada no interior do macrofago, onde é liberada e clivada em uma fracéo
protética (globina) e em uma fracdo heme. A globina é incorporada ao conjunto de
proteinas plasmaticas. Por outro lado, a fragdo heme passa por sucessivas clivagens até a
formacdo de ferro. O ferro é oxidado na forma férrica (Fe+s), e € liberado e transportado
como transferrina para ser armazenamento como hemossiderina ou ferritina no figado e
medula 6ssea para posterior reutilizacdo. Quando ocorre hemolise intravascular, a HGB
é liberada para a circulagcdo em sua forma livre. Essa HGB é rapidamente eliminada por
varios mecanismos. O mais importante ¢ a ligacdo de HGB livre a haptoglobina, seguida
da depuracdo do complexo pelos macrofagos. Quando ha excesso de hemdlise
intravascular, de tal forma que a capacidade de ligacdo da haptoglobina plasmatica é
excedida, a HGB pode ser eliminada através de filtracdo glomerular. Neste caso, a
hemoglobindria pode ocorrer, ou as células tubulares renais proximais podem catabolizar
essa hemoglobina(Weiss e Wardrop, 2010; Kerr, 2002).

A presenca do corplsculo de Heinz e a lipemia podem interferir e podem resultar em
valores falsamente aumentados (Harvey, 2012). Além disso, a hemolise pode aumentar a
concentragdes da hemoglobina total e da hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os
valores de referéncia da hemoglobina para os bovinos variam entre 8 a 15 g/dL (Radostits,
OTTO M. et al., 2007).

A determinacdo da concentracdo das heméacias (RBC) apresenta um elevado grau de erro
e por isso deve ser interpretada em conjunto com 0s outros parametros. Sua principal
funcdo ¢ a determinacdo dos indices eritrocitarios (Kerr, 2002).

1.4.2. Indices hematimétricos

O volume corpuscular médio (VCM) se refere ao tamanho das hemacias e seu calculo é
baseado na razdo do VG pelo RBC. Quando o VCM apresenta dentro dos limites dos
valores normais para a espécie, o individuo é classificado como normocitico. Quando esta
acima dos valores de referéncia é considerado macrocitico. Essa alteracdo geralmente esta
relacionada com as hemécias imaturas na circulagdo. Caso os valores estejam abaixo dos
limites de referéncia é considerado microcitico, e nesses casos a causa mais comum € a
deficiéncia de ferro (Kerr, 2002; Schalm’s, 2010; Thrall et al., 2012). Os valores de
referéncia para os bovinos adultos encontram-se entre 40 a 60 fL (Weiss e Wardrop, 2010)

A hemoglobina corpuscular média (CHCM) é a concentracdo média de HB em um dado
volume de hemécias. Ela é calculada pela razdo da HB pelo VG. Esse indice possui
elevada acuracia por ndo ser dependente do RBC. O animal é classificado como
normocrémico quando os valores estdo dentro dos limites normais para a espécie. Quando
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o animal apresenta CHCM menor que os valores de referéncia, ele é classificado como
hipocrémico. Essa anormalidade pode ocorrer quando ha aumento de hemacias imaturas
na circulacdo, uma vez que essas ainda ndo alcangaram a concentragdo maxima de
hemoglobina. A hipercromia ndo ocorre fisiologicamente. O aumento do CHCM esta
associado a hemolise e resulta na liberacdo de hemoglobina para o plasma. Além disso,
esse aumento pode ser devido a interferéncia da leitura da HB por ictericia, lipemia,
metarrubricitos, corpusculo de Heinz e outros (Kerr, 2002; Weiss e Wardrop, 2010). Nos
bovinos adultos os valores de referéncia para CHCM estéo entre 30 a 36 g/dL (Weiss e
Wardrop, 2010).

O VCM e o CHCM sdo os dois indices mais utilizados na medicina veterinaria, porém
devem estar associados aos valores de RBC, da HB e do VG (Kerr, 2002).

1.4.3. Leucograma

A interpretacdo das respostas dos leucdcitos permite um diagndstico, monitoramento e
prognostico de doencas. Nos bovinos a contagem de leucocitos totais (WBC) podem
variar pouco, mesmo em infecgdes que causam inflamagdes agudas. Por isso torna-se
importante a contagem diferencial para auxiliar no diagndstico das doencas inflamatérias.
(Thrall et al., 2012) Além disso, pode ocorrer o aumento e a diminui¢do de diferentes
tipos celulares simultaneamente e isso faz com que a contagem total permaneca inalterada
(Schalm’s, 2010).

Os leucacitos sao divididos em polimorfonucleares (granulécitos) e em mononucleares.
As células polimorfonucleare sdo compostas pelos neutréfilos, eosinofilos e basofilos, e
as células mononucleares sao representadas pelos linfocitos e mondcitos. Essas células
sdo produzidas e maturadas na medula dssea. Uma exce¢do sdo os linfocitos, que
originam de uma célula pluripotente da medula dssea e sofrem a maturacao e proliferacéo
em outros tecidos linfoides (Kaneko et al., 2008; Schalm’s, 2010).

Quando comparado as outras espécies, 0s bovinos possuem a menor relacdo de
neutrofilos/ linfcitos. Além disso, 0s bovinos tém um pico de leucocitose menor quando
sdo submetidos a estresse ou a doenca, apesar de apresentarem uma resposta inflamatoria.
Além disso, os bovinos apresentam uma baixa reserva de neutréfilos na medula 0ssea
(Harvey, 2012).

A linfocitose (aumento de linfdcitos na circulagdo) ocorre comumente nas infecgdes
virais. Em contrapartida, a linfopenia (reducdo dos linfocitos circulantes) pode ocorrer
em animais submetidos ao estresse (Scott e Stockham, 2011).

Os neutrofilos segmentados maduros s&o o segundo tipo de célula de defesa mais presente
na circulacdo dos bovinos. Enquanto que os neutréfilos bastonetes sdo raros em bovinos.
A neutrofilia pode ocorrer em infec¢bes graves como as inflamacGes umbilicais, a
peritonite, a mastite e a metrites em bovinos (Radostits, O M et al., 2006). Enquanto que
a neutropenia é freqlentemente observada em ruminantes devido ao consumo de
neutrofilos em doencas inflamatdrias severas. A neutropenia geralmente comeca a se
resolver apds 48 horas, enquanto a medula éssea libera os neutrofilos imaturos. As
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neutropenias que continuam além de 3 - 4 dias indicam que a granulopoiese esta
reprimida ou inadequada para atender a demanda de neutrofilos (Weiss e Wardrop, 2010).

Os eosinofilos podem aumentar na circulagdo na presenca de parasitas. J& os basofilos
sdo de ocorréncia rara (Scott e Stockham, 2011). Os mondcitos variam de tamanho e sdo
considerados os maiores leucdcitos circulantes. Este tipo celular tende a diminuir em
processos inflamatdrios agudos e se elevam quando a doenca se torna cronica (Weiss e
Wardrop, 2010).

1.5.  Homeostase dos liquidos corporais e eletrolitos

Para um 6timo funcionamento fisioldgico e bioquimico de todo organismo o volume, a
composicdo ionica e o pH dos liquidos corpdreos mantem-se dentro de limites estreitos
(Cunningham, 2008; Kaneko et al., 2008).

A é4gua é o composto mais abundante nos organismos, e € o solvente universal da maioria
das solucdes bioldgias. Os mamiferos contém entre 60 a 80% de agua em sua composic¢ao,
e sua quantidade varia conforme a idade e a quantidade de gordura corporal do individuo.
Em animais domésticos adultos a 4&gua equivale a 60% do peso corporal (Amaral, 1985).
Enguanto que nos animais lactantes o teor de agua €é superior a 75% do peso corporal. A
agua corporal total esta distribuida em dois grandes “compartimentos”, com base nas
diferentes concentragdes dos dois principais cations, o sodio (Na+) e o potassio (K+). Os
dois compartimentos principais sdo o liquido extracelular (LEC) e o liquido intracelular
(LIC) (Randall, 1976; Kaneko et al., 2008).

O LEC consiste em todo o contetdo fluido fora das células, e é composto pelo plasma,
pelo liquido intersticial e pelos fluidos transcelulares. O LEC corresponde de 15% a 30%
do peso corporal (Di Bartola, 2000). Esse compartimento é diretamente dependente da
concentragdo do Na+. Enquanto que o LIC representa o conteudo fluido no interior das
celulas e sua quantidade corresponde de 35% a 40% do peso corporal. Esse
compartimento é dependente da concentracao do K+(Di Bartola, 2000).

A osmose é 0 movimento da agua através de uma membrana semipermedavel, quando
estdo presentes solutos que ndo podem passar através da membrana, ou seja, é conduzida
por diferencas na pressdo osmotica. As membranas plasmaticas sdo mais permeaveis a
agua do que a maioria das outras pequenas moléculas, ions e macromoléculas (Nelson e
Cox, 2008). Portanto, a agua é livremente difusivel entre o LIC e o LEC. Com isso as
alteracbes na osmolaridade sdo rapidamente refletidas no volume dos dois
compartimentos (Kaneko et al., 2008).

Para que nédo ocorra variagdes dos volumes nos dois compartimentos o LIC e o LEC
devem estar em homeostase. Os eletrélitos sdo 0s principais responsaveis por manter a
osmolaridade nos dois compartimentos. A homeostase € o equilibrio entre os cations
(eletrdlitos com carga positiva) e os anions (eletrélitos com carga negativa) (Kellum,
2005).

O principal cation presente no LEC é o Na+, e 0s anions mais importantes sdo o cloreto
(CI) e o ion carbonato (HCOs-). No LIC o céation elementar é 0 K+ e 0s anions
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predominantes sdo os fosfatos e as proteinas (Di Bartola, 2000). Outros eletrolitos estdo
distribuidos nos liquidos corporais, porém apresentam menor significancia clinica
(Wellman et al., 2007).

O sistema renina-angiotensina-horménio antidiurético (ADH) e o péptido natriurético
atrial (ANP) desempenham um importante papel na regulacdo da osmolaridade dos
fluidos corporais. A concentracdo do Na+ é o principal determinante da osmolaridade
plasmaética, pois esta intimamente ligado a esse sistema. 1sso ocorre porque o Na+ € 0 ion
mais abundante no LEC, e neste contém aproximadamente 50% a 75% do Na+ corporal
(Kaneko et al., 2008). Além disso, o Na+ é essencial para o desenvolvimento do potencial
de membrana, sendo que este ¢ de fundamental importancia para as varias fungoes
celulares, tais como as contracGes musculares e cardiacas, e a transmissao de impulsos
nervosos. A manuten¢ao da concentragao do Na+ corporal é controlada pela ingestao e
pela excrecao (Di Bartola, 2000).

As membranas celulares sdo permeaveis ao Na+ e ao K+, no entanto ocorre compensacao
pela acdo da enzima Na+- K+ adenosinatrifosfatase (bomba de n=Na+-K+ ATPase), que
retira 0 Na+ e introduz o K+ no interior das células gastando energia (Cunningham, 2008;
Kaneko et al., 2008)

As alteracdes na concentracdo do Na+ sérico resultam na hipernatremia ou hiponatremia.
A hiponatremia dificilmente esta associada a deficiéncia dietética de sodio. A deplegdo
de sodio quase invariavelmente esta associada a perdas excessivas de fluido contendo o
Na+. Isso ocorre frequentemente como resultado de perdas gastrointestinais através de
vomitos ou diarreias. Além disso, as perdas excessivas podem ocorrer devido a maior
excrecdo renal em doengas renais ou como resultado de terapia diurética. Por outro lado,
as afeccOes gastrointestinais que causam vomito e diarreia, estdo comumente associadas
aos casos de hiponatremia (Kaneko et al., 2008; Byers et al., 2014)

Assim como o Na+, o Cl é o &nion mais abundante no LEC, e além disso o Cl representa
aproximadamente dois tercos dos anions do plasma. Geralmente o Cl é encontrado nos
alimentos associado ao Na+ ou ao K+. A absorcdo, a distribui¢do e a excre¢do do ClI
ocorrem de forma passiva, respeitando os gradientes elétricos originados pelo transporte
ativo do Na+ (Cunningham, 2004; Kaneko et al., 2008). O Cl é importante tanto para
manter a osmolaridade, quanto para participar ativamente no equilibrio acido-base
(Kaneko et al., 2008). As alteragcbes da cloremia muitas vezes estdo presentes nas
alteracdes da natremia. Além disso, a reducdo da ingestdo de agua levando a desidratacéo,
por mais moderada que seja, pode resultar em alteracdes bruscas na concentracdo do Na+
e na sua relagdo com o ClI.

A hipercloremia muitas vezes esté associada a acidose metabdlica (Di Bartola, 2000) e a
hipocloremia geralmente esta associada a alcalose metabdlica. A reducdo de Cl ocorre
devido a perda excessiva ou sequestro de fluidos ricos desse eletrdlito. Em bovinos, é
recorrente em casos de deslocamentos de abomaso e quando ocorre obstrucdes intestinais,
especialmente nas proximidades do duodeno ou piloro, os quais resultam em sequestro
das secre¢Oes abomasais, ricas em cloretos (Smith, 2006).

O K-+ é o eletrolito regulador da pressdo osmotica do LIC. Aproximadamente 98% do K+
disponivel encontra-se no interior das células, sendo sua distribui¢ao associada ao Na-,
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pela (bomba de Na+-K+ ATPase) (Kaneko et al., 2008). O K+ € importante em diversas
funcdes bioguimicas, tais como a transmissdes dos impulsos nervosos, as contragdes
musculares e fazem parte do metabolismo de carboidratos (Kaneko et al., 2008).

A concentracdo de K+ no plasma depende da ingestdo, da absorcdo no trato
gastrointestinal (GI) e da excrecéo desse mineral pelos rins. A principal fonte de K+ para
0s ruminantes esta nas forragens que fazem parte da composicao da dieta. Por isso 0s
bovinos tém os mecanismos de excrecdo renal de K+ bem desenvolvidos, para eliminar o
excesso desse mineral do organismo. Quando a ingestéo de alimentos € interrompida, 0s
mecanismos excretores nem sempre respondem rapidamente, e com isso 0s bovinos com
anorexia parcial ou total apresentam hipocalemia moderada. Outras anormalidades como
a diarreia podem exacerbar a perda de K+. Alguns dos corticosteroides podem levar a
hipocalemia (por exemplo, o acetato de isoflupredona) devido ao aumento da excre¢éo
de K+ nos rins. Os medicamentos diuréticos como a furosemida também podem reduzir a
quantidade de K+(Sattler e Fecteau, 2014).

O equilibrio acido-base tem um efeito significativo na distribui¢do de K+ entreo LIC e 0
LEC. Na acidose metabdlica pode ocorrer o movimento do K+ do LIC para o LEC
resultando em hipercalemia, e a alcalose metabdlica causa movimento inverso do K-,
resultando em “hipocalemia relativa” (Sattler e Fecteau, 2014).

Célcio

Cerca de 50% do célcio (Ca) plasmaético esta ligado a proteinas como a albumina, e 42%
a 48% do Ca esta na forma ionizada (Ca++). A concentracdo de Ca++ esta relacionada com
a porcdo biologicamente ativa do Ca no sangue. Quando ocorre acidemia a por¢do do
Ca++ no sangue € mais proxima de 48%. Em condic¢des alcalemia o Ca++ estd mais perto
de 42%. Os 3 a 7% remanescentes de Ca no sangue € ligado a anions sollveis, como o

citrato, o fosfato, o bicarbonato e o sulfato. Em casos de hipoalbuminemia pode ocorrer
reducdo do teor de Ca total, porém o Ca++ndo altera sua proporcao sanguinea(Goff, 2014).

A homeostase do Ca é controlada basicamente pelo paratorménio (PTH) produzido pelas
glandulas paratireoides. Essas glandulas sdo sensiveis ao declinio da concentracdo do Ca
sanguineo. As células paratireoides podem determinar a concentragdo de Ca++ de modo
que, quando reduz o Ca++ no fluido extracelular abaixo da concentracdo necessaria, 0
PTH é secretado em grandes quantidades. As células alvo primarias do PTH sdo
osteoblastos Gsseos e ostedcitos, bem como as células epiteliais tubulares renais (Goff,
2014),

O PTH possui trés principais acdes para a elevacdo do Ca .A primeira acdo € aumentar a
reabsorcao renal de Ca++ a partir dos fluidos tubulares renais proximais. O segundo € a
reabsorcdao do Ca presente no 0sso através da atividade dos osteoclastos. E a terceira é
absorcéo dietética do Ca, dependente da vitamina D (Goff, 2014).

1.6.  Equilibrio &cido-base e fisiologia da regulacéo do pH corporal

Um dos fatores mais importantes na preservacdo do metabolismo celular é a quantidade
de hidrogénio livre. As pequenas variagdes da concentragdo do hidrogénio podem
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acarretar em alteragBes na velocidade das reagdes quimicas das células, acelerando
algumas e retardando outras. Essas alteracdes sao capazes de modificar profundamente o
metabolismo celular, a ponto de inibir inteiramente certas fun¢Ges. Além disso, as
alteracdes extremas podem determinar a morte celular (Amaral, 1985; Nelson e Cox,
2008; Kaneko et al., 2008).

As cargas maximas de hidrogénio (H+) ocorrem durante o transporte do dioxido de
carbono para os pulmdes. Quando o pulméo elimina didxido de carbono com a mesma
rapidez que o organismo o produz, ndo se observa um nitido ganho de ions de hidrogénio
pelo organismo. Além disso, os ions de hidrogénio podem ser produzidos pelo
metabolismo proteico que produz o &cido sulfirico, pelo metabolismo lipidico que produz
0 &cido fosfdrico e pela oxidacdo incompleta da glicose a acido lactico (Cunningham,
2008).

A concentracdo de ion de hidrogénios e as hidroxilas na agua é de 1 x 10-7 mol/L. O
potencial quimico dos ions de hidrogénio é conhecido como a acidez e é expresso em
unidade de pH. O pH é o logaritmo negativo da concentracdo de ions de hidrogénio
(Cunningham, 2008) e pode ser representada pela formula abaixo (Nelson e Cox, 2008):

pH = = —log[H*]

A agua possui uma concentracdo de ions de hidroxila igual a um pH 7,0. A faixa de pH
normal do sangue venoso dos bovinos varia de 7,31 a 7,42, sendo os valores inferiores a
esta variacdo indicios de acidose, e para valores superiores a alcalose (Kaneko et al.,
2008).

A regulacdo do pH inclui os tampdes extracelulares, os tampdes intracelulares e 0s 0ssos.
Os tampdes extracelulares incluem os pares de tampdes de bicarbonato (HCOs- / H2CO3)
e fosfato (HPO4 / H2POa-), bem como as proteinas plasmaticas (Kaneko et al., 2008).

Os tampdes intracelulares possuem cinco vezes mais potencial de tamponamento do que
os tampOes extracelulares. Nestes incluem a proteina, os fosfatos organicos e 0s
inorganicos, e na célula vermelha inclui a hemoglobina. Além disso, a troca de cations
que envolve o movimento intracelular do ion de H+ em troca do K+, e em menor
importancia o Na+ (Cunningham, 2008).

O carbonato presente nos ossos também fornece uma grande reserva tampéo, porém é
negligenciada muitas vezes. Embora seja dificil de medir com precisdo, estima-se que o
carbonato dsseo possa contribuir com até 40% da capacidade tamp&o de uma carga &cida
aguda (Kaneko et al., 2008).

A hemoglobina e o bicarbonato sdo os tampdes sanguineos mais importantes. A
hemoglobina é um importante tampao sanguineo por ser abundante e por ter um potencial
de dissociagdo proximo ao do pH sanguineo. O potencial da constante de dissociacdo
(pKa) da hemoglobina altera-se com o grau de oxigenagdo. A desoxiemoglobina prové
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mais capacidade de tamponamento por ter uma pKa (7,93) mais proxima a sanguinea
(Cunningham, 2008).

O tampao fosfato possui pH ideal (6,8), porém sua baixa concentragdo sanguinea torna o
sistema menos importante (Cunningham, 2008).

O sistema tampdo HCOs-- H2COs € importante devido a sua grande quantidade no sangue
(24 mEq/L), que o torna rapidamente disponivel para o tamponamento. Além disso, como
0s rins regulam a concentracdo de HCOs- e 0s pulmdes podem regular a concentracdo de
H2CQOs, isso torna o sistema aberto, ou seja, tanto a concentracdo de bases e de acidos
podem ser reguladas. Esse sistema é de extrema importancia na clinica, uma vez que 0s
seus componentes podem ser mensurados rapidamente em laboratorio para o diagndstico,
e para a correcdo da acidose ou da alcalose metabolica (Cunningham, 2008).

A concentracdo de H2COs em solucdo é diretamente proporcional a tensdo de dioxido de
carbono (PaCO2), visto que, uma molécula de H2COs estd em equilibrio com 340
moléculas de COs.

A primeira defesa contra a alteracdo do pH sanguineo ¢ feita pelos tampdes, porém o0s
pulmBes e os rins € que devem corrigir a carga do ion H+. Portanto, equacdo de
Henderson-Hasselbalch pode ser escrita como (Cunningham, 2008):

H= oK +1 funcao renal
pH=pr °9 ventilagao

O modelo tradicional do estudo do equilibrio acido base fundamenta-se na equacdo de
Henderson-Hasselbalch, que relaciona diretamente as concentracdes de bicarbonato e
acido carbonico no plasma em relag¢do ao pH sanguineo (Kaneko et al., 2008). A avaliagdo
classica dos disturbios acido-base utiliza os seguintes parametros: pH, pressdo de gas
carbbnico (pCO2), bicarbonato (HCO3s-) e 0 excesso de base e anion gap (Barbosa et al.,
2006).

A pressdo parcial de gas carbdnico (PaCO2) no sangue é regulada pela ventilacédo
pulmonar. As principais causas de hiperventilacdo incluem os distdrbios no sistema
nervoso central, a dor, o medo, a hipoxia, as doencas pulmonares e a reducdo do pH
(Eicker, 1990).

No momento em que o0 gas carbbnico (COz2) estd sendo transportado junto a hemoglobina
para ser liberado, parte do CO:2 se difunde e combina-se com a agua (H20) para formar o
acido carbénico (H2COs). Essa reacdo no interior da hemécia ocorre 250 vezes mais
rapido do que no plasma, devido a grande quantidade da anidrase carb6nica no seu
interior. O H+ formado é tamponado pelos grupos funcionais de hemoglobina (sem
alteracdes no pH). O bicarbonato (HCOs-) formado se difunde para o plasma a fim de
restabelecer o equilibrio da concentracdo do HCOs-. Para compensar a neutralidade
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elétrica hd um desvio de cloro para dentro das hemacias. A medida que ocorre a descarga
de dioxido de hidrogénio, ocorrem as reacGes inversas (Gomes, 1997).

H* + HCO; < H,CO03 & H,0+ CO,

Outro mecanismo que o organismo possui para debelar os desequilibrios acido-base
envolve o sistema renal. Os rins sdo responsaveis por conservar 0s ions bicarbonato.
Grande quantidade de bicarbonato é filtrado nos glomérulos renais e absorvido nos
tabulos renais. (Cunningham, 2008). Além disso, ocorre secre¢do dos ions H+ pelas
celulas tubulares renais. Os &cidos fixos excretados na urina reagem com os tampdes
presentes na mesma. A agdo dos tampdes urinarios, a amonia, evitando quedas bruscas
do pH urinario (Cunningham, 2008).

O bicarbonato pode ser mensurado como padréo ou sérico. O excesso de base (EB) é a
quantidade necesséria para restaurar o estado acido-base normal no liquido extracelular,
sendo descrita em mEqQ. Enquanto os disturbios respiratorios sdo avaliados pela variacao
da PaCOz2, os disturbios metabolicos sdo avaliados pela EB. As compensacGes dos
distUrbios acido-base também sdo previstas pelo EB (Rocco, 2003).

Os valores negativos indicam uma deficiéncia de bases, caracterizando um quadro de
acidose clinica devido a reducdo de HCOs- e, nos casos de valores positivos sugerem
alcalose metabdlica (Kaneko et al., 2008).

Quadro 1. Alteracdo dos componentes primarios do equilibrio acido-base e suas respostas
compensatorias

pH PaCO2 HCOs- Desvio de base Alteracdo
7,4 40mmHg 24 mEg/L 0 Normalidade
T l l Oou- Alcalose respiratoria
T T T + Alcalose metabdlica
l T T 0 Acidose respiratéria
l l l - Acidose metabdlica
l T l - Acidose mista respiratoria e metabdlica
T l T Alcalose mista respiratdria e metabélica
7,4 T T Disturbio misto acidose alcalose
7.4 l l - Distarbio misto alcalose acidose

Adaptado de Bookallil (2018)

1.7.  Parametros bioquimicos
1.7.1. Glicose

A glicose é considerada a principal forma de energia utilizada no sistema nervoso central
sendo a primeira fonte de energia para os tecidos (Radostits, et al., 2007). Nos ruminantes
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a principal fonte de glicose sanguinea é por meio da gliconeogénese a partir do acido
propiénico. A glicose sanguinea deriva da absorcao intestinal e da producdo hepética
(Thrall et al., 2012).

A glicose necessita manter quantidades minimas para ser usada pelos tecidos prioritérios,
como o sistema nervoso central. Com isso, a glicose sanguinea pode ser proveniente de
uma ou mais fontes, dependendo do estado metabolico que o animal se encontra. Logo,
apos a absorcdo intestinal a glicose é transportada para o figado e os musculos, que sdo
os principais locais da gliconeogénese. Por isso, mesmo em periodos de jejum os niveis
de glicose sdo mantidos devido a mobilizacdo dos carboidratos, a glicogendlise hepética,
a lipolise e a gliconeogénese. No caso de reducdo da alimentagdo por periodos
prolongados, a lipdlise e até mesmo a proteolise tornam-se mais importantes (Kerr, 2002).

1.7.2. Lactato

O lactato é o produto final da degradacdo da glicose na auséncia de oxigénio. Todos 0s
tecidos podem produzir acido lactico e pirtvico a partir da glicose (Luft, 2001). Em
condi¢Bes normais 0s maiores produtores de lactato sdo a musculatura esquelética, o
cérebro, o coracao, a pele, o trato gastrointestinal e as hemécias (Allen e Holm, 2008).
Além disso, todos os tecidos estdo aptos a utilizarem o acido lactico para produzir o acetil-
CoA via piruvato desidrogenase, com excecdo dos eritrocitos. A enzima lactato
desidrogenase esta localizada no citosol e é reponsavel por catalisar o piruvato em lactato
(Luft, 2001).

A glicdlise € um processo anaerdbio que ocorre no citoplasma das células e que resulta
na producdo de piruvato. A glicolise é a primeira etapa do metabolismo da glicose. Sob
condicdes aerdbias, o piruvato difunde-se nas mitocéndrias da célula por meio do ciclo
de Krebs, produzindo mais energia para o metabolismo celular. Em células que ndo
contém mitocdndria, como os eritrocitos, o piruvato é convertido em lactato pela enzima
lactato desidrogenase (LDH). Esse metabdlito difunde-se para fora da célula e é
transportado para outros tecidos capazes de usa-lo para produzir energia(Allen e Holm,
2008).

Durante os periodos de hipdxia, os tecidos sdo obrigados a usar a glicélise como Unica
fonte de producéo de energia. Embora essa via resulte em menor producao de energia, ela
pode ocorrer em uma taxa muito mais rapida do que o metabolismo aerdbio. Os niveis de
lactato intracelular aumentam e o lactato atravessa a membrana celular e chega ao sangue,
e isso resulta em aumento da concentracdo do lactato na corrente sanguinea. Assim,
ocorre a formacéo de lactato com o ion de hidrogénio livre (Allen e Holm, 2008).

As possiveis causas da acidose latica sdo a hipdxia tecidual, o aumento da producédo de
insulina e o consumo agudo de glicose (Cavinato e Abad, 2009; Luft, 2001). Essa hipoxia
tecidual resulta de problemas pulmonares, circulatérios e na hemoglobina (Cavinato e
Abad, 2009; Luft, 2001). A taxa de producdo do lactato pode aumentar 50 vezes se a
glicose ou glicogénio forem necessarios para gerar ATP na auséncia do oxigénio (Luft,
2001).
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A hiperlactatemia é descrita como a elevacdo na concentracdo de lactato, enquanto que a
acidose lactica € o aumento da concentracgéo de lactato acompanhada por uma diminuicao
no pH sanguineo. Em humanos a acidose lactica tem sido descrita como um fator de risco
em pacientes criticos, podendo acarretar morte (Gunnerson et al., 2006).

Em ruminantes algumas patologias podem resultar em acidose lactica, dentre elas as mais
comuns s3o a acidose lactica rumenal e o “rumenal drinker”. A acidose lactica rumenal
esta associada ao consumo de grandes quantidades de concentrados pelos ruminantes,
principalmente em situacdes em que hd mudanca brusca de uma dieta com mais fibra para
uma dieta com elevados niveis de alimentos altamente fermentaveis (Smith, 2009).

O “rumenal drinker” ocorre possivelmente devido a falha da goteira esofagica ou devido
ao refluxo abomasal. Consequentemente ocorre a deposicdo do leite para o rimen ao
invés do abomaso. Com isso, ocorre fermentacdo anerdbia do leite no rimen por meio
das bactérias ruminais, resultando em producéo de acido lactico (Smith, 2009).

1.7.3. Ureia e Creatinina

A ureia sérica e a creatinina estdo associadas a urindlise e constituem os principais
indicadores da funcdo renal. Tanto a ureia e quanto a creatinina sdo subprodutos do
metabolismo do nitrogénio. Esses dois metabolitos sdo excretados pelos rins, e a medida
que a taxa de filtracdo glomerular reduz, suas concentracGes plasméaticas aumentam
(Thrall et al., 2012).

A ureia é sintetizada no figado em quantidades proporcionais a concentracdo da amonia
proveniente do catabolismo dos aminoacidos e da reciclagem da aménia no rimen
(Kaneko et al., 2008). A ureia € formada no figado e transportada via plasma para os rins,
onde é excretada pela urina. Esta ureia "em transito™ é o que sera medido em uma amostra
de plasma ou soro. Os principais fatores que podem causar o0 aumento da ureia sanguinea
sdo os elevados niveis de proteina na dieta, a inclusdo de proteina de ma qualidade e os
niveis deficientes de carboidrato na dieta (Kerr, 2002).

A ureia é filtrada pelos glomérulos livremente e aproximadamente 50% da ureia é
reabsorvida passivamente pelos tdbulos proximais, e cerca de 10% é reabsorvido em um
processo ativo nos tabulos coletores. A propor¢do de ureia reabsorvida varia com a
velocidade do fluxo sanguineo pelos tubulos. Quanto mais lento for o fluxo, mais ureia
serd a reabsorvida. E por esta razio que as concentracbes séricas estdo
desproporcionalmente mais elevadas que as de creatinina em animais desidratados (Thrall
etal., 2012).

A creatinina, assim como a ureia, € um produto de residuos nitrogenados deslocando-se
para os rins, porém é um produto da degradacédo da creatina. Esta substancia € produzida
pelo figado a partir de aminoacidos. A creatinina circula no plasma antes de ser captada
pela musculatura esquelética, onde é estocada como energia na forma de fosfocreatina.
Ocorre um catabolismo lento constante da creatina a uma taxa que é diretamente
proporcional a massa muscular do individuo, de forma que ha uma entrada constante de
creatinina no plasma que ndo é afetada por qualquer alteracdo na atividade muscular ou
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danos musculares. Assim, mudancas na concentracdo de creatinina plasmatica sdo para
todos os efeitos inteiramente devido as alteracfes na excrecdo de creatinina, ou seja,
refletem a fungdo renal. Dessa forma, a creatinina € um melhor indicador da taxa de
filtrag&o glomerular do que a ureia (Kerr, 2002).

1.7.4. Proteina total sérica, albumina e fibrinogénio

A proteina é o componente mais abundante do plasma. As principais func6es da proteina
no sangue sao na coagulacdo do sangue (fibrinogénio), nas defesas do hospedeiro contra
agentes patogénicos (imunoglobulinas, complemento), no transporte de metabolitos
(transferrina, albumina), na regulacdo do metabolismo celular (horménios), e na
manutencdo da pressdo osmatica (albumina). Os fatores intrinsecos que influenciam as
proteinas plasmaticas sdo a idade, a prenhez e a lactacéo (Kaneko et al., 2008).

A hipoproteinemia pode ser observada nas anemias hemorrégicas, diarreia, caréncia
nutricional, parasitismo intestinal grave, hepatopatias ou doenca renal grave. A
hiperproteinemia pode ocorrer em casos de desidratacdo, respostas inflamatdrias e dentre
outros (Kaneko et al., 2008).

Uma das principais fungdes da albumina € manter a pressdo osmética. Embora a albumina
seja apenas 50% da massa proteica total na circulacdo, ela € responsavel por 80% da
pressdo osmotica coloide. Outra funcdo importante da albumina é no auxilio do transporte
de substancias que sdo pouco sollveis em meios aquosos. Portanto, os acidos graxos, 0
colesterol, a bilirrubina, o 6xido nitrico e os ions metalicos circulam ligados a albumina.
Além desses metabolitos, uma grande variedade de composto farmacologicos se ligam a
albumina. A albumina também tem um papel importante como antioxidante. A albumina
€ uma proteina de fase aguda negativa e sua concentracdo cai gradualmente durante as
doencas infecciosas e inflamatorias (Kaneko et al., 2008; Kerr, 2002).

O fibrinogénio constitui aproximadamente 5% da proteina plasmaética total, sendo
considerado uma proteina de fase aguda para bovinos. (Kaneko et al., 2008).
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Quadro 2. Valores de referéncia do estado acido-base, eletrolitos e bioquimica séricos em
bovinos adultos.

Pardmetros Bovinos
Radostits et al. (2007) Kaneko et al. (2008)
Na+ (mEg/L) 132-152 132-152
Cl- (mEg/L) 95-110 97-111
K+ (mEg/L) 3,9-5,8 3,9-5,8
Ca++ ionizado (mEg/L) 1,2-1,6 -
HCOs- (mEg/L) 20-30 20-30
PaCo2(mm/Hg) 34-45 35-44
pH 7,35-7,50 7,32-7,44
Lactato (mg/dL) 5-20 5-20
Glicose (mg/dL) 47-75 45-75
Creatinina (mg/dL) 1-2 1-2
Ureia (mmol/L) 6-27 20-30
Proteina total (mg/dL) 5,7-8,1 6,7-7,4
Albumina (g/L) 2,1-3,6 3,03-3,55
Fibrinogénio (mg/dL) 200-700 300-700

MATERIAL E METODOS
1.8.  Aprovacdo pelo comité de ética

As atividades desenvolvidas na pesquisa pertencem ao projeto submetido e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob protocolo de n.c 55/2017
com validade até 07 de maio de 2022.

1.9. Local e periodo experimental

As atividades de coleta do experimento foram desenvolvidas no més de marcgo a maio de
2017. O experimento foi realizado no setor de Clinica de Ruminantes do Hospital
Veterinario da EV/UFMG em Belo Horizonte — MG.

Realizou-se as analises laboratoriais no Laboratério de apoio a pesquisa (Lapeq) da
EV/UFMG. Os testes de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) ocorreram no Laboratorio de Protozoologia Veterinaria e no
Laboratério de Parasitologia Molecular do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB/UFMG).

1.10. Animais experimentais

Foram utilizados 12 bezerros machos, mesticos das racas Holandés e Gir, com idade entre
3 e 4 meses de vida, provenientes de uma fazenda de exploragéo leiteira intensiva. Os
bezerros nasceram em um galpdo do tipo free stall (Fig. 2), sem contato com carrapatos.
Realizou-se a administracdo de quatro litros de colostro oriundo de banco de
armazenamento da propria fazenda. Além disso, foi feita a cura de umbigo com iodo 10%
duas vezes ao dia, durante 3 dias. Os animais, aos dois dias de vida, foram transferidos
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para a EV-UFMG, onde permaneceram alojados em um galp&o telado e dentro de baias
coletivas (maximo 4 animais por baia) com cama de maravalha até a cicatrizacdo
completa do umbigo. Posteriormente, os animais foram confinados em um sistema tie
stall (Fig. 3).

A alimentacdo consistiu em 8 litros de sucedaneo lacteo/dia. Inicialmente os bezerros
foram alimentados na mamadeira e posteriormente no balde, nas concentracfes
recomendadas pelo fabricante1, sendo dividida em duas refei¢des (as 08:00h e as 15:00h).
Ademais, o concentrado composto por milho e soja (com 18% de proteina bruta) foi
introduzido gradualmente na dieta até o consumo se estabilizar em 2 kg/dia ap6s o
desaleitamento. O feno e a agua foram fornecidos ad libtum. Além disso, forneceu-se
20g/dia de suplemento mineral.

Aos trés dias de vida e, aos 60 dias de vida, foram coletadas amostras de sangue em tubos
com anticoagulante (EDTA), para determinar a auséncia de A. marginale, Babesia bovis
e B. bigemina, por testes moleculares de nested PCR (nPCR), segundo Silveira et al.
(2013). O diagnostico negativo no teste, em ambos 0s momentos, implicou na inclusao
do animal no experimento.

Administrou-se, quinzenalmente, no dorso dos bezerros, ectoparasiticida do tipo pour on
a base de cipermetrinaz, no volume de 1 ml para cada 10 kg de peso vivo. As janelas, as
portas e as telas do galpdo também foram banhadas com iscas mosquicidas a base de
imidacloprids.

Ao final do experimento os animais foram para a fazenda da EV/ UFMG, localizada no
municipio de lgarapé.

Figura 2. Instalagoes tipo free stall na fazenda onde os nascimentos dos bezerros ocorriam,
localizada no municipio de Inhauma-MG.

1 Sprayfo LifeStart - Trouw Nutrition
2 Colosso® — Ouro Fino
3 Agita®10 WG — Novartis Animal Health
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1.11. Grupos experimentais

Os bezerros (n=12) com idades entre 90 a 120 dias foram blocados, conforme a idade, em
dois grupos experimentais (Fig. 4):

* Grupo inoculado(Gl): bezerros inoculados (n=6) com 2 ml do in6culo contendo 10s
hemacias parasitadas com isolado de UFMG1 de A. marginale, por via intravenosa (1V);

* Grupo controle(GC): bezerros (n=6) com aplicacédo de solugédo salina (NaCl 0,9%) no
mesmo volume do GI.

Para cada animal inoculado especificadamente, foi selecionado um animal n&o inoculado,
da mesma idade, para servir como controle negativo. Assim, a medida que foram feitas
as coletas de acordo com a reducdo do hematocrito do animal inoculado, o animal
controle especifico para o inoculado também era submetido a coleta.

Figura 4. Inoculagdo na dose de 2 ml contendo 10s hemacias parasitadas com A. marginale
UFMGL1 por via intravenosa.
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1.12. Inéculos de Anaplasma marginale

O inoculo utilizado corresponde ao isolado identificado como UFMG1 no GenBank
(namero EU676176). Este isolado é oriundo do estado de Minas Gerais foi obtido a partir
do sangue de um bezerro naturalmente infectado em Para de Minas (Ribeiro et al., 1997),
possuindo morfologicamente um apéndice e apresentando baixa viruléncia (Bastos et al.,
2010).

A amostra foi previamente replicada in vivo em bezerros esplenectomizados e negativos
pela técnica de PCR para A. marginale, B. bigemina e B. bovis. O sangue desses animais
com alta riquetsemia estava congelado em nitrogénio liquido, utilizando o DMSO como
crioprotetor, e armazenado no Laboratorio de Protozoologia Veterinaria do Departamento
de Parasitologia do ICB-UFMG até 0 momento da inoculagdo nos animais.

O mesmo indculo foi utilizado em diversos experimentos no setor da Clinica de
ruminantes da UFMG demonstrando ser um bom indculo para experimentacdo animal
(Coelho, 2007; Bastos et al., 2010; Lasmar, 2012 ; Mendonca, 2015; )

1.13. Protocolo experimental

O experimento iniciou quando 0s animais apresentaram pesquisa de anticorpos anti-A.
marginale negativa pelo teste de reacdo de imunofluorescéncia (RIFI), seguindo-se o
protocolo laboratorial conforme Silveira (2012), demonstrando o fim dos anticorpos
passivos. Para validagdo, foram coletadas amostras de sangue aos 45 e aos 60 dias de
idade.

Considerou-se dia zero (D.-7), aquele no qual todos os bezerros foram negativos no teste
de RIFI para anticorpos anti- A. marginale. A inoculacdo de A. marginale foi realizada
no dia sete (D.0), com idade provavel dos animais entre 60 - 75 dias de idade.

Foram realizadas diariamente a observagdo da saude dos animais e com a devida anotacéo
dos dados no caso de alguma alteracdo clinica imprevista. Além disso, a medicdo das
temperaturas retais dos bezerros era realizada diariamente pela manha. A temperatura
ambiental e a umidade também foram monitoradas e registradas diariamente.

Quando o volume globular alcan¢ou 40% do valor normal do individuo, medicou-se o
animal com enrofloxacina na dose de 7,5 mg/kg de PV, por via intramuscular em dose
Unica (Facury Filho et al., 2012). Quando necessario, também foi realizado a transfuséo
sanguinea e o tratamento de suporte dos animais atraves de fluidoterapia enteral ou
intravenosa, visando a correcdo dos desequilibrios hidroeletrolitico e &cido-base.

1.14. Coleta de amostras

No periodo pré-inoculagdo foram coletadas amostras de fezes para o controle
parasitologico e de sangue através da venopuncdo a vacuo da veia jugular para a
realizacdo do hemograma (M-4).
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Apos a inoculacdo de A. marginale (DO0), no periodo prepatente, foram coletadas
amostras sanguineas a cada 72 horas para avaliar a evolucdo da riquetsemia e do volume
globular (VG). Além disso, nos momentos (M) M1 a M21, foram realizadas coletas de
amostras de sangue da veia jugular em tubos com e sem anticoagulante (EDTA) e em
tubos com heparina para a realizagdo do hemograma e das provas bioquimicas

A partir da identificacdo de A. marginale em esfregaco sanguineo, periodo de paténcia,
foi realizado o monitoramento do VG a cada 48 horas e, ap0s o inicio da queda, a cada
24 horas. Durante este periodo, foram realizadas coletas de amostras de sangue para a
realizacdo do hemograma e das provas bioquimicas quando o VG reduziu para 80% (Pat
80%), para 60% (Pat 60%) e para 40% (Pat 40%) do valor normal de cada bezerro, obtido
a partir da media aritmeética dos valores de VG dos dias M-4, M-1 e D0. Durante o periodo
de convalescéncia as coletas foram realizadas quando o VG recuperou para 60% (Cov
60%) e 80% (Cov 80%) do valor normal do individuo.(Fig. 5)

Inoculagéo Tratamento

D-7 M12 M15 M19 D28 D40

ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ 80% 60% 40% 60% 80%
AR TR

M-4 M-1 Ml M14 M17 M21

UPerl’odo pré inoculagao U Periodo pré patente I Paténcia (Pat) HConvalescéncia(Cov)

Figura 5. Linha do tempo das coletas para hemograma e bioquimica.

As amostras para hemogasometria foram coletadas da veia jugular, segundo Lisboa et al.
(2002), com uma seringa de trés mililitros, sem anticoagulante, com agulha 25x7. (Fig.
6). As hemogasometrias foram realizadas no dia 9 ap6s a inoculacdo (M9) e nos mesmos
momentos das coletas para provas bioquimicas nos periodos de paténcia e convalescéncia.
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Inoculagéo Tratamento

D-7 DO D28 D40
80% 60% 40% 60% 80%
M9
H Periodo pré patente I Patencia ﬂ Convalescéncia

Figura 6. Linha do tempo das coletas para hemogasometria.

1.15. Armazenamento e processamento laboratorial

O volume globular (VG) foi realizado através da técnica de microhematocrito (Weiss e
Wardrop, 2010), e os esfregacos sanguineos foram corados pelo método de Romanowsky
(corante hematoldgico rapido - Panotico). Determinou-se a riquetsemia através da
observacao de 40 campos microscopicos do esfregaco sanguineo no aumento de 1000
vezes, para a determinacdo do percentual de hemécias infectadas por A. marginale (1ICA,
1987).

Para o hemograma foi realizada a contagem de hemacias (RBC), determinacdo da
hemoglobina, o volume corpuscular médio (VCM), a concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), a contagem de leucdcitos totais (WBC), os linfécitos e as
células mistas das amostras de sangue total através do contador de celulas automaticoa.

A hemogasometria foi realizada no analisador clinico portatil i-STATs. As andlises
sanguineas do pH, da pressdo de gas carbbnico (PaCOz), do didxido de carbono total
(TCO2), do bicarbonato (HCOs-), da concentracdes de sodio (Na+), do potassio (K+), da
glicose, e do calcio ionizado(Caz+) foram realizadas, imediatamente ap6s a coleta com a
utilizagdo de um cartucho i-STAT CG8+ Cartridg, no qual foram introduzidas gotas de
sangue sem anticoagulante para a realizacdo das analises.

Os tubos sem anticoagulantes e com heparina foram centrifugados a 3000 rpm durante
10 minutos, para a retirada do soro e do plasma de heparina. Em seguida foram
congelados a -200 C em tubo tipo eppendorf para posteriores analises bioquimicas.
Realizou-se a bioquimica clinica por espectrofotometria em aparelho automatico Cobas

4 Sysmex pocH-100iV Diff ™
5 STAT®1 — Abbott Laboratories — EUA
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Mira Pluss, utilizando reagentes de kits comerciais da marca Biotécnica©7. As variaveis
séricas avaliadas foram: cloreto, uréia, creatinina, proteina e albumina. A variavel
mensurada do plasma de heparina foi o lactato.

Por sua vez, o preparo dos reagentes e as técnicas de analise seguiram as indicacdes de
bula dos fabricantes.

1.16. Analise estatistica:

O delineamento experimental foi feito em blocos casualizados, blocando o fator idade,
com arranjo em parcelas subdivididas (dois grupos nas parcelas e os tempos nas
subparcelas) com seis repeti¢fes por grupo.

Todos os dados foram plotados em uma unica planilha utilizando o Microsoft Excel®.

Para testar as diferencas entre grupos, ajustou-se um modelo de regresséo de efeitos
mistos. Neste modelo, os bezerros foram incluidos como efeito aleatério, aninhados
dentro das duplas de pareamento. O efeito de grupo foi incluido como efeito fixo.

Na medida em que a variacdo temporal dos parametros vitais/bioquimicos possui uma
forma complexa com algumas varia¢Ges abruptas, preferiu-se trabalhar o tempo como
uma variavel categérica. Os testes de diferencas entre grupos foram realizados
separadamente para cada momento.

A fim de facilitar a anélise, os resultados que foram coletados, serdo apresentados em
dois periodos distintos, sendo uma andlise para periodo pré patente e outra para periodo
patente e convalescente. Para os dados da hemogasometria e eletrdlitos, analisou-se um
periodo Unico que englobava todas as medidas realizadas. Uma vez, que para esses
parametros houveram menos coletas.

O teste foi realizado utilizando software estatistico R Project for Statistical Computing,
versdo 2017, de acordo com R Core Team (2017). Para todos os testes foi considerado o
nivel de significancia de P <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1.17. Periodo pré patente, patente e convalescente

O periodo pré patente (PPP), é o tempo compreendido entre 0 momento da inoculagcéo do
A. marginale até a observacao das primeiras hemacias infectadas no esfregaco sanguineo.
Os bezerros inoculados por via intravenosa (1) com 10s eritrécitos infectados com A.
marginale (UFMG1), apresentaram PPP médio de 18,6 dias variando entre 17 e 19 dias

(Quad. 3).

O PPP pode ser influenciado pela dose infectante, pela via de inoculacdo, pela viruléncia
do isolado e pelo grau de imunidade que o individuo possui contra a doenga (Todorovic

6 Roche Diagnostics Corporation®
7 Biotécnica Biotecnologia Avangada©
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et al., 1978; Wandrugala e Ristic, 1993; Gale et al., 1996). Em relacdo a dose infectante,
Gale et al. (1996) observaram o PPP de bovinos inoculados com hemacias infectadas e
verificaram o PPP de 19,9 dias na dose de 106 hemécias infectadas, de 13,9 dias na dose
de 10s e de 7,3 dias na dose de 1010 hemécias infectadas. Demonstrando, que quanto
maior a carga inoculada mais rapida é a manifestacdo da doenca. Todorovic et al. (1978)
verificaram que bezerros inoculados com 2 x 107 eritrécitos infectados com A. marginale,
pela via subcutdnea ndo apresentaram infeccdo enquanto aqueles inoculados com a
mesma dose por via intravenosa (V) se infectaram.

Quanto a viruléncia, Coelho (2007) observou o PPP de bezerros inoculados com a dose
de 107 hemécias infectadas de isolados de UFMGL1 apresentou o PPP de 35 dias. J& Bastos
et al. (2010) verificaram PPP de 24 dias em bezerros inoculados (IV) aos 14 dias de vida
com 2 x 107 eritrocitos infectados (UFMG 1). Os resultados de Coelho (2007) e Bastos
et al. (2010) utilizando a mesma amostra desse experimento (UFMG 1) demonstram que
0 aumento da dose infectante se relaciona inversamente com a duragdo do PPP.

Lasmar et al. (2012) verificou haver um PPP de 20 dias em bezerros inoculados com a A.
marginale-UFMG2 na dose 3 x 10s hemacias infectadas. Entretanto, Bastos et al. (2010)
inocularam a amostra UFMG2 na dose de 5x107 hemécias infectadas/animal e
verificaram PPP de 13 dias.

Rodriguez et al. (2000) também observaram PPP de 13 dias em bovinos de 18 meses
inoculados por via intramuscular (IM) com 5x10s hemécias infectadas de um isolado do
México (MEX-15). Por outro lado, Meneses (2013) verificou PPP de 20 dias em bezerros
inoculados por via 1V na dose de 2x107 eritrdcitos infectados com A. marginale-UFMG
3.

O periodo de paténcia (PP) correspondente ao tempo compreendido entre o inicio da
riquetsemia até o momento em que sdo observados os menores valores de VG no
individuo. Em nosso estudo, o menor valor de VG foi identificado quando o VG do
animal atingiu 40% do seu VG basal e, assim, o PP médio foi de 8,6 dias (Tab. 3). Ao
comparar o PP entre as pesquisas, deve ser considerado as diferencas nos conceitos do
PP e o parametro utilizado para determinar o menor valor do VG dos animais. Além disso,
0 tratamento dos animais doentes e o valor do VG considerado para determinar a
recuperacao do animal, podem influenciar o PP.

Nesse sentido, Meneses (2013) observou PP de nove dias em bezerros inoculados com
UFMGS3. O autor considerou o PP no momento em que iniciou a riquetsemia até o dia de
menor VG do animal, e ndo foi realizado o tratamento dos animais. Entretanto, Lasmar
(2010) determinou o menor VG equivalente ao VG de 10%, e verificou PP de 11,7 dias
em bezerros inoculados com UFMG2. Por outro lado, Coelho (2007) observou PP de 25
dias com UFMGL1 e PP de 13 dias com UFMG2. Nesse estudo o autor considerou o fim
do PP quando a riquetsemia reduziu a 1% e permaneceu estabilizada.

Considerou o periodo de convalescéncia (CV), o intervalo entre o dia de menor VG até o
momento em que 0 VG atingiu 80% do seu valor normal. O CV foi de 11,8 dias (Quad.
3). Esse curto CV pode ser justificado pelo tratamento dos animais e pelas condicgdes de
ambiente. Os bezerros doentes foram tratado quando o VG atingiu 40% do seu VG normal.
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As condi¢des do ambiente permitiram a recuperagdo mais rapida do animal, pelo fato de
ser controlado e sem grandes desafios, como temperaturas extremas, ectoparasitas, falta
de acesso a agua e escassez de alimento.

Coelho (2007) considerou o final do CV quando a riquetsemia foi abaixo de 1%, assim,
0s bezerros inoculados com a cepa UFMGL1 tiveram PC de 25 dias. Porém neste estudo
os bezerros ndo foram medicados. Utilizando o in6culo UFMG2, Lasmar et al. (2012)
observaram CV de 9,3 dias, porém os animais foram tratados quando o VG atingiu valores
menor ou igual 10%.

Meneses (2013) considerou a duracdo do PC até o dia em que o VG atingiu 24%, e
observou PC de 31 dias em bezerros inoculados com a cepa UFMG3.

O curto CV do nosso trabalho pode ser justificado pelo tratamento dos animais e pelas
condicdes de ambiente. Os bezerros doentes foram tratado quando o VG atingiu 40% do
seu VG normal. As condi¢gdes do ambiente permitiram a recuperacdo mais rapida do
animal, pelo fato de ser controlado e sem grandes desafios, como temperaturas extremas,
ectoparasitas, falta de acesso a agua e escassez de alimento.

Quadro 3. Valores médios do periodo (em dias) ap6s a inoculagdo que 0s animais apresentaram
o inicio da riquetsemia, queda (PP) do VG (80, 60, 40% pat) e recuperacédo (CV) do VG (60 e
80% cov) e o tempo em dias do PPP, PP, CV de bezerros inoculados experimentalmente com o
isolado UFMG1 de Anaplasma marginale.

Inicio da

Momento Inoculagéo . - Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov60% Cov 80%
riquetsemia
Dias 0 18,6 24,8 25,4 27,2 32,4 39
Tempo PPP = 18,6 dias PP = 8,6 dias CV = 11,8 dias

1.18. Temperatura

As médias, 0s desvios padrao e a analise estatistica das temperaturas retais encontram-se
no Anexo 1.

Os resultados serd@o apresentados em dois periodos distintos, um grafico com PPP e outro
grafico com PP e CV. Na primeira fase os parametros foram mensurados em momentos
especificos e iguais para todos os bezerros. Na segunda fase os parametros foram
mensurados de acordo com a reducdo ou aumento do VG de cada animal e de seu
respectivo controle.

A temperatura retal entre os dias 3 e 10 foram maior (p<0,01) para o grupo inoculado
(Fig.7). A inflamacdo causada pelo inicio da riquetsemia pode ser o motivo desse
aumento da temperatura nestes momentos apds a infeccdo. Porém, nessa fase ainda nédo é
possivel identificar a riquetsemia no esfregago sanguineo. Alguns pesquisadores sugerem
que as células endoteliais podem ser infectadas, tornando-se um local inicial de replicagédo
de A. marginale ap0s a transmissdo pelo carrapato ou podem ser o reservatério para a
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riquetsia durante a infeccdo persistente (Waghela et al., 1997; Munderloh et al., 2004;
Carrefio et al., 2007). Os autores sustentam que, 0s carrapatos alimentam-se de um
conjunto de fluidos de tecido ou sangue que fluem dos capilares lesados e ndo perfuram
diretamente os vasos sanguineos (Munderloh et al., 2004). Com isso, a transferéncia do
A. marginale da saliva do carrapato para os eritrocitos, provavelmente envolve algum tipo
de célula apresentadora de antigeno que esta intimamente associada ao local da picada do
carrapato. Outro ponto a ser ressaltado é que na anaplasmose ocorre uma resposta
imunomediada por células, devido a expressdo do MHC de classe I, esse tipo de resposta
pod ser iniciada pelas células endoteliais (Carrefio et al., 2007). Por outro lado, a infeccdo
intraeritrocitica ndo pode iniciar uma resposta imunomediada, devido a falta da expressao
dessas moléculas nos eritrocitos (Carrefio et al., 2007).

Contudo no presente trabalho, a infec¢do experimental foi realizada pela via intravenosa,
impossibilitando assim uma reacgéo tecidual local devido a inoculagédo natural da doenca.
Desta forma, outra hipotese seria que o anaplasma inoculado infectasse outras células
antes dos eritrécitos. Munderloh et al. (2004), verificaram que o endotélio microvascular
dos bovinos € susceptivel a infec¢do por A. marginale in vitro (Munderloh et al., 2004).
Além disso, Carrefio et al. ( 2007) observaram pela microscopia de fluorescéncia dupla,
gue A marginale foi detectada pelo anticorpo monoclonal ANAF16C1 e localizada junto
ao marcador de células endoteliais em secGes de tecidos de um bezerro
experimentalmente inoculado. Contudo, Wamsley et al. (2011) trabalharam com novilhos
infectados por A. marginale através de carrapatos e ndo verificaram de forma conclusiva
a infeccdo das células endoteliais . Os autores utilizaram trés técnicas de microscopia para
a visualizag&o das células endoteliais do tecido da derme, local onde ocorreu a picada, e
em tecidos pos-mortem. Além disso, a inoculacdo intravenosa de bezerros intactos ou
esplenectomizados com isolados de A. marginale derivados de cultura de células
endoteliais, ndo causou soroconversdo ou doenca clinica (Wamsley et al., 2011).

A técnica de esfregaco sanguineo ndo tem sensibilidade suficiente para deteccdo dessa
riquetsemia precoce. A realizacdo de PCR em pequenos intervalos durante o PPP podera
elucidar sobre o ciclo do A. marginale no bovino durante o PPP, uma vez que 0s
resultados observados sugerem uma reagdo inflamatéria durante o PPP, demonstrada pelo
aumento da temperatura.

A temperatura retal (TR) foi maior (p<0,02) para o grupo inoculado do que para o grupo
controle nos trés primeiros instantes da reducdo do VG do animal para 80%, 60% e 40%
do VG normal (Fig. 8). Coelho (2007), demonstrou correlacdo positiva entre a TR e a
riquetsemia, e justificou esse fato a liberacdo de mediadores inflamatorio, que foi
resultado da potencializacdo da resposta imune, devido ao aumento do numero de
hemécias infectadas.
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Figura 7. Dindmica da média e desvio padrdo da temperatura retal de bezerros do grupo

inoculado com A.marginale (GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo pré patente (PPP).
Médias com * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos.
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Figura 8. Dinamica da média da temperatura retal do grupo inoculado (Gl) e do grupo controle
(GC) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV=cov 60 e
80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.

Segundo Feitosa (2008), pirdgenos exdgenos circulantes no organismo (virus, bactérias,
fungos, protozoarios e antigenos) sdo responsaveis por liberarem citocinas, e pirégenos
enddgenos armazenadas nas células de defesa. Essas substancias induzem a liberacdo de
alguns produtos intermediarios que agem na é&rea pré-optica do hipotalamo. Com isso,
alteram o termostato e aumentam seu ponto fixo de temperatura.
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Pesquisadores, relataram aumento das concentracdes de haptoglobina e amiloide A sérica
em animais inoculados com A. marginale (Coskun et al., 2012;Nazifi et al., 2012) . Essas
proteinas tem suas concentragdes aumentadas em processos inflamatorios agudos
(Murata et al., 2004). Além disso, foi observado na anaplasmose aumento de mediadores
inflamatdrios, sendo eles interferon y e fator de necrose tumoral o e do acido sialico
(Nazifi et al., 2012). Este € um biomarcador de inflamag&o que possui inter-relagdo com
0 aumento de neutrdfilo (Makimura e Usui, 1990).

A hipertermia esta entre as principais alteracdes clinicas apresentadas pelos animais
acometidos por tristeza parasitaria bovina (Gongalves et al., 2011). Além disso, a
temperatura é o primeiro parametro clinico que apresenta variacdes, esse pode auxiliar no
monitoramento, no tratamento e nas medidas de controle das fazendas.

Embora a pirexia seja um bom indicador do desenvolvimento da riquetsia, essa ndo € um
sinal patognoménico, uma vez que ocorre em outras infecgdes (Feitosa, 2008). Com isso,
torna-se necessario o conhecimento da epidemiologia da doenca, 0 monitoramento das
categorias mais predisponentes (Coelho, 2007) e o diagnostico etiologico a partir do
esfregaco sanguineo.

Tabela 1. Média (M) e desvio padrdo da temperatura retal (Temp.) durante o periodo de
paténcia e periodo de convalescéncia dos bezerros inoculados com A. marginale e do grupo
controle.

Momentos Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%

Grupos Média DP Média DP Meédia DP Média DP Média DP

Inoculado  39,5a 0,48 39,9a 0,23 40,3a 0,07 38,68 0,08 38,4 0,28

T(‘f)”c"g’ Controle  38,9b 0,44 38,8b 0,34 38,6b 0,58 38,9 0,78 38,4 0,28
P 0,02 0,0001 6 0,2629 0,8893

*Meédias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (P<0,05).

As médias da temperatura retal no momento de paténcia e convalescéncia se encontram
na Tab. 1 e Fig.9 . Corroborando com os resultados, Meneses (2013) observou que 0
pico da pirexia foi quando o VG atingiu 0os menores valores e apresentou média de
temperatura retal de 40,20 C. Lasmar (2010) observou temperatura maxima de 40,7, C 24
horas antes do pico da anemia e da riquetsemia.
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Figura 9. Dindmica da média e desvio padrdo da temperatura retal e do Hematocrio do grupo
inoculado. (GI) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente
(CV=Cov 60 e 80%).

1.19. Riquetsemia

A cinética da riquetsemia por A. marginale estdo apresentadas nas Figuras 10 e 11. Apoés
0 PPP de 18 dias, 0s animais apresentaram riquetsemia ascendente nos momentos de
reducéo do hematdcrito para 80%, 60% e 40% do VG normal de cada individuo (Tab. 2).
A riquetsemia reduziu apds o tratamento dos animais e 0 maior valor da riquetsemia foi
13,4%. Entretanto, Coelho (2007) utilizando o mesmo isolado do indculo do presente
trabalho (UFMGL), observou pico médio de 7,3% de riquetsemia. Porém, essa média ndo
estava ajustada em relacdo ao pico da anemia. Bastos et al. (2010) também utilizaram a
amostra UFMGL1 e verificaram ocorréncia de riquetsemia maxima de 5,4% e 10,2%, nas
doses de 3,6 x107 e 2x107 hemécias infectadas respectivamente. Entretanto, quando os
autores utilizaram a amostra de alta viruléncia (UFMG2), foi constatado 15,6% de
riquetsemia.

Tabela 2. Valores médios e desvio padréo (DP) da riquetsemia durante o periodo de paténcia
(pat) e periodo de convalescéncia (cov) de bezerros inoculados experimentalmente com o
isolado UFMGL1 de Anaplasma marginale.

Riquetsemia
Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%
Média 2,43% 5,26% 5,34% 0,23% 0,05%
DP 2,38% 3,04% 4,52% 0,43% 0,03%
P 0,03 0,0002 0,0002 0,9 0,9

49



0,8%
0,7%
0,6%
0,5%
0,4%
.g_: 0,3%
0,2%
0,1%
0,0%

uetsemia

Gl GC

5 10 15 20
Momento ( Dias)

Figura 10. Dindmica da riquetsemia média e desvio padrdo do grupo inoculado com A. marginale
e do grupo controle (GC) durante o periodo pré inoculacédo e periodo pré patente (PPP) . Médias
com * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos.

Riquetsemia

11,0%
10,0%
9,0%
8,0%
7,0%
6,0%
5,0%
4,0%
3,0%
2,0%
1,0%
0,0%

Gl ——GC
* * *
5,26% 5,34%
2,43%
0,23% 0,05%
Pat 80% Pat 60% Pat40%  Cov60%  Cov 80%

Momentos da coleta

Figura 11. Dindmica da riquetsemia média e desvio padrdo do grupo inoculado (Gl) e do grupo
controle (GC) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV=
cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.
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Figura 12. Dindmica do hematdcrito e da riguetsemia média do grupo inoculado durante o
periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%). Médias
com * representam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.

Em paralelo ao aumento da riquetsemia, ocorreu a reducéo do VG (Fig. 12). Desta forma,
a riquetsemia apresentou seus maiores valores no momento de paténcia 60% e se
estendeu até o momento do menor VG (40%pat). Coelho (2007) observou correlacao
negativa entre os valores de riquetsemia e do hematdcrito de animais inoculados com A.
marginale. Além disso, o autor também demonstrou que o pico da riquetsemia antecede
0 pico de menor VG.

Os animais do Grupo Controle ndo apresentaram riquetsemia ou reducdo do volume
globular durante todo o experimento.

1.20. Eritrograma
Os valores médios do hemograma no periodo pré patente encontram-se no Anexo 3.

Os valores médios e desvio padrdo do hemograma nos momentos de paténcia e
convalecencia encontram-se na Tab. 3.

Nao houve diferenc¢a (P >0,05) no volume globular até os 21 dias apds a inoculagdo (Fig.
13). O tempo médio para 0 VG do animal diminuir até 80% do VG basal apos a
inoculacdo foi de 24,8 dias, para reduzir até 60% foi 25,4 dias e para atingir 40% foi de
27,2 dias. A recuperacdo para valores de 60% do VG basal apés a inoculacédo foi de 32,4
dias e para a recuperagéo de 80% foi de 39,5 dias. (Fig. 14).
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Tabela 3. Média (M) e desvio padrdo dos Volume globular (VG)), contagem médias de heméacias
(RBC), hemoglobina (HGB), volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo
convalescente (CV= Cov 60 e 80%) dos bezerros inoculados com A. marginale e dos bezerros do
grupo controle.

Momentos Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80% IR

Grupos  Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

VG (%) Inoculado 23,00b 1,26 16,00b 2,45 11,80b 1,48 19,20b 2,28 25,67 2,58 24-46
Controle 29,33a 1,37 3040a 152 30,50a 1,00 29.60a 1,14 29,33 1,37

RBC Inoculado 6,60b 0,74 4,47b 0,89 3,08b 0,47 3,32b 1,05 5,43b 1,55 5.10
(x10%/uL) Controle 8,84a 0,80 9,02a 0,48 9,09a 0,61 9,04a 0,27 8,40a 0,59

HGB Inoculado 7,68 0,74 5,32b 0,87 3,98b 0,45 5,62b 1,16 8,52b 0,84 8-15
(g/dL) Controle 9,55 0,63 9,68 0,45 9,82 0,71 9,80a 0,48 9,57a 0,44

VCM Inoculado 35,28 1,64 36,28 3,19 39,12 509 56,54a 1241 51,33a 10,47 40-60
(fL) Controle 33,93 0,87 33,54 0,71 33,42 092 3336b 101 3488b 2,35

HCM Inoculado 11,65 0,36 12,00 0,72 12,98 1,11 17,48a 3,23 16,35a 2,91 11-17
(p9) Controle 10,83 0,64 10,76 0,59 10,80 0,48 10,84b 063 1143b 0,82

CHCM Inoculado 33,03a 0,74 33,10a 0,97 33,34a 133 31,18a 186 32,02a 1,17 30-36

(9/dL)  Controle 31,90b 1,37 32,06b 152 3238b 129 3252b 150 32,78b 1,28

*Meédias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (P<0,05). Intervalo de referéncia (IR)
de acordo com (Radostits et al., 2007).
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Figura 13. Dindmica da média e desvio padrdo do volume globular (VG) do GI com A. marginale

(UFMG1) e GC durante o periodo pré inoculagdo e pré patente (PPP) em bezerros com idade
entre 90 a 120 dias.
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Figura 14. Dindmica do volume globular (VG) médio e desvio padrdo d do grupo inoculado com
A. marginale (Gl) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (pat) e periodo
convalescente (cov). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05) entre 0s grupos.

Nao houve diferencas (P>0,05) na contagem de hemacias durante o periodo pré
inoculacéo e PPP (Tab.3) . A média maxima observada foi 9,96 x 10¢/ uL e a minima
9,82 x 106/ pL. Caxito (2013), demonstrou média de 9,63 x 10e/uL ao avaliar 15 bezerros
da raca Holandés saudaveis e com trés meses de idade.

A contagem de hemacias (RBC) foi menor (p<0,05) no grupo inoculado em todos os
momentos de paténcia e convalescéncia (Figura 15). Entretanto, observa-se que nao
houve diferenga (P>0,05) do VG no momento 80% de convalescéncia (Figura 7).

E importante ressaltar que o RBC é caracterizado como a quantidade de hemécias totais,
e independe do seu tamanho, enquanto o VG é definido como a razdo entre o volume da
massa de eritrocitos e o volume de sangue total (Thrall et al., 2012). Logo, hé& a
possibilidade de uma quantidade menor de eritrécitos se apresentarem com um tamanho
maior e com isso ndo apresentarem uma variacao relevante no VG. Nesse contexto, a
anemia grave causada pela anaplasmose pode liberar “reticuldcitos de estresse” (Harvey,
2001). Isso ocorre devido a uma menor divisdo mitdtica durante a producdo e 0s
reticuldcitos imaturos, que possuem o dobro do tamanho normal, sdo liberados (Harvey,
2001). Esse fato € comprovado pela avaliacdo das médias do volume corpuscular médio
(VCM), que apresentaram aumento (p<0,05) nos periodos de 60% e 80% de
convalescéncia (Fig. 16). As médias de VCM no momento de 60% de CV foi 56,5 fms e
no momento de 80% de CV foi de 51,3 fms. O volume corpuscular médio é a razdo do
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hematdcrito sobre a quantidade de hemacias e indica o tamanho médio das hemécias.
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Figura 15. Dinamica da contagem de hemacias média e desvio padréo do grupo inoculado (GI) e
do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo
convalescente (CV=cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos.

Segundo Harvey (2012), sdo necessarios no minimo quatro dias para que ocorra aumento
das quantidades dos reticuldcitos sanguineos. Esse € o tempo necessario para que a
eritropoietina possa agir na medula dssea para aumentar e liberar os precursores eritroides
para a circulacdo. Em nosso estudo, o tempo observado para a recuperacéo do VG 40%
para 60% também foi de quatro dias (Quadro 3) e foi nesse periodo que ocorreu 0 aumento
do VCM, demostrando a maior quantidade de reticuldcitos.
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Figura 16. Dindmica do volume corpuscular médio (VCM) e desvio padrdo do grupo inoculado
(GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo
convalescente (CV= cov 60 e 80%). Médias com * representam diferengas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos.

O VCM do grupo inoculado apresentou médias elevadas (p<0,05) durante todo o periodo
de pré inoculacdo e PPP (Fig 16). Esse achado se deve a um animal do grupo inoculado
apresentar valores mais altos sem nenhuma causa patologica aparente (Anexo 3). E com
o0 valor méaximo de 37,4 fms e o valor minimo de 36,4 fms. Porém, todas as observacoes
encontraram-se dentro dos valores de referéncia normal para a espécie (Weiss e Wardrop,
2010).

A hemoglobina apresentou médias elevadas (p<0,05) para o grupo inoculado durante
diversos momentos (-4 a 1 dias, 6 a 9 dias e 14 dias) do periodo pré inoculacdo e PPP
(Fig.17). Contudo, os valores méximos e minimos encontram-se dentro da faixa de
referéncia normal para a espécie (Weiss e Wardrop, 2010).

Ao contrério dos resultados observados na fase inicial, durante o PP e CV, as médias de
hemoglobina foram menores em todos os momentos (Fig. 18). Além disso, elas
apresentaram os menores valores simultaneamente ao momento de menor VG (Tab. 3).
Esse resultados evidenciam a reducédo da capacidade do animal realiza hematose.

A razdo desse fato, possivelmente é devido a anemia causada pela anaplasmose ocorrer
atraves da fagocitose de eritrocitos infectados e possivelmente ndo infectados pelo
sistema reticulo endotelial (Kocan et al., 2010), ou seja, a hemoglobina reduz
concomitante com a queda do VG devido a retirada das hemécias de circulagdo. Coskun
etal. (2012) e Bernardo et al. (2016) ao trabalharem com grupo doente e controle também
observaram reducdes significativas na hemoglobina, porém com médias maiores que no
presente estudo (médias de 6,08g/dL, e 8,19 g/dL respectivamente). Essa diferenca pode
ter ocorrido pelos pesquisadores trabalharem com média de VG mais elevadas para o
grupo doente.

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) néo apresentou variages
entre os grupos ao longo do periodo de incubacdo (Anexo 3). Porém, no PP (80%, 60% e
40%pat) aumentou 0 CHCM no grupo inoculado (p<0,05) (Fig. 19). O CHCM ¢ a razéo
entre a hemoglobina e 0 VG (Weiss e Wardrop, 2010). Esse aumento ocorreu devido a
reducdo do volume globular ter sido proporcionalmente maior que a reducdo da
hemoglobina. Indicando que possivelmente também ocorreu hemolise intravascular. Um
estudo feito com animais infectados clinicamente com A. marginale demonstraram
aumento da fragilidade corpuscular média das hemacias concomitante ao aumento da
riquetsemia, indicando lesdo na membrana eritrocitaria, que podem ter como
consequéncia o aumento da lise celular (Nazifi et al., 2008). Além disso, foi evidenciado
correlagdo positiva entre a concentracdo da enzima lactato desidrogenase e a riquetsemia,
um indicativo de lesdo celular (Nazifi et al., 2008). Foi elucidado também correlacéao
negativa entre enzimas antioxidante e riquetsemia, sugerindo que o estresse oxidativo
pode ter um papel importante na causa da hemolise (Nazifi et al., 2008). Com isso s&o
necessarias mais pesquisas nessa area para melhor entendimento da patogenia das
hemolises e da anemia imunomediada que ocorre na anaplasmose (Nazifi et al., 2008).
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Alem disso, a gravidade da hemolise esta vinculado a algumas caracteristicas da
opsonizacdo do anticorpo, como por exemplo: quantidade, especificidade, amplitude
térmica, habilidade de fixar complemento, capacidade de se ligar a macr6fagos teciduais,
bem como do antigeno alvo (Bradley e Friedberg, 2002). Anticorpos 1gG sdo ativadores
relativamente limitados da via classica do complemento, mas sdo facilmente
identificados pelos receptores Fc em células fagocitarias (exclusivamente os anticorpos
lgG1 e 1gG3) (citado por Bradley e Friedberg, 2002). Portanto, 0s eritrocitos
sensibilizados por 1gG geralmente sdo eliminados da circulacdo pelos fagécitos do
sistema reticuloendotelial. Contudo, as células reticuloendoteliais também possuem
receptores para os fatores do complemento C3b e iC3b, esses componentes do
complemento podem itensificar a hemolise extravascular (citado por Bradley e Friedberg,
2002).

Ademais, os eritrécitos opsonizados por IgM geralmente estdo associados a uma
combinacdo de hemdlise intra e extravascular. A hemolise intravascular ocorre devido
aos anticorpos IgM, ativarem a via classica do complemento e consequentemente
produzirem citdlise. Portanto, devido a presenca de proteinas RBC reguladoras, como
fator de aceleragdo de decaimento e inibidor de membrana de lise reativa, ocorre ativagéo
do complemento produzindo um quadro agudo de hemolise intravascular (citado por
Bradley e Friedberg, 2002).
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Figura 17. Dinamica da média e desvio padrdo da hemoglobina do grupo inoculado (GI) e do

grupo controle (GC) durante o periodo pré inoculacao e pré patente (PPP) em bezerros com idade
entre 90 a 120 dias. Médias com * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos.
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Figura 18. Dindmica da média e desvio padrdo das concentra¢cdes da hemoglobina do grupo
inoculado (GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e 0
periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos.

No periodo de CV (60% e 80% cov) houve reducdo das médias de CHCM para o grupo
inoculado que pode ser justificada pela resposta regenerativa a anemia. Reticuldcitos
ainda estdo sintetizando a hemoglobina e, portanto, ndo atingiram a concentracdo de
hemoglobina celular de um eritrécito maduro (Thrall et al., 2012).
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Figura 19. Dindmica das médias e desvio padrao das concentragfes de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) do grupo inoculado (GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP=
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Pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam
diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.

1.21. Leucograma

N&o houve diferencas (p>0,05) na contagem de leucocitos totais (WBC) durante o
periodo pré inoculagdo e PPP (Anexo2), entre os grupos. O dados que apresentaram
diferencas significaticas no periodo PP e CV encontram-se na Tab. 4.

Tabela 4. Média (M) e desvio padrdo dos leucdcitos totais (WBC), linfocitos (10s/uL e %) e
células mistas (10s/pL e %) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo
convalescente (CV= cov 60 e 80%) dos bezerros inoculados com A. marginale e dos bezerros do
grupo controle.

Momento Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%
Grupos  Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP IR
Leuchcitos Inoculado 958 3,02 924 262 958 312 7,32b 172 925 2,95
4-12
(10s/pL) Controle 10,17 289 878 260 928 359 11,30a 205 1043 270
Linfécitos Inoculado 6,11 2,84 591 240 629 286 443 318 565 442
275
(10s/pL) Controle 58 158 510 183 538 198 609 161 491 281
Inoculado 62,02 9,18 6328 1233 6420 11,38 5926 32,68 53,86 31,88
Linfécitos % 45-75
Controle 57,88 823 57,76 864 5880 468 5362 727 5002 2526
Célulasmistas  IMoculado 348 085 333 128 329 105 28b 253 366 1,57
47
(10s/pL) Controle 432 18 368 115 390 164 52la 097 48 265
. Inoculado 37,98 9,18 3672 12,33 3580 11,38 40,74 32,68 3926 18,31
Células mistas %
Controle 42,12 823 4224 864 4120 468 4638 7,27 4503 1578
Neutréfilos Inoculado 36,00 11,19 40,75 22,23 20,80b 1021 2020b 9,07 22,33 11,04
15-45

segmentados % controle 36,80 1521 3650 342 3975a 12,82 4300a 294 32,80 8,87

*Médias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (p<0,05).Intervalo de referéncia (IR)
de acordo com (Radostits et al., 2007).

A contagem de leucocitos totais (WBC) foi menor (p<0,05) no grupo inoculado no
momento de CV 60% (Fig. 20). Além disso, houve reducdo nos valores absolutos das
células mistas nesse mesmo momento (Tab. 4 e Fig. 21), enquanto que os valores relativos
médios das células mistas (%) se mantiveram iguais. Pois, a reducdo do WBC e das
células mistas foram proporcionais. Logo, constatou-se que a diminuicdo do WBC foi
devido a reducgdo das células mistas. As células mistas sdo compostas por neutréfilos,
monacitos, basofilos e eosindfilos. Destas células, a que prevalece em maior quantidade
(95%) sdo os neutrdfilos e por isso elas podem ser utilizadas como quantificadores da
contagem dos neutréfilos (Riond et al., 2011). Além disso, corroborando com tal pesquisa
foi possivel observar no presente trabalho que os neutrofilos segmentados também
apresentaram reducédo (p<0,05) nos momentos 40% de PP e 60% de CV ( Fig. 22 e 23).
Enquanto que os linfocitos ndo apresentaram variagdo em nenhum dos momentos.

58



Gl GC

14,0 *
13,0
12,0
11,0
10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0

Leucacitos totais (x10%/uL)

Pat80% Pat60% Pat40% Cov60% Cov 80%
Momentos

Figura 20. Dindmica da média e desvio padrdo da contagem de leucdcitos totais do grupo
inoculado (GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e 0
periodo convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos.

Gl GC

8,00 *
7,00

6,00 5,21
2 5,00 4,32
4,00

3,00 3,66
> 00 3,48 3,33 3,29 2 89

1,00

0,00

103/

4,88
368 3,90

Células mistas

Pat 80% Pat 60% Pat40% Cov60% Cov 80%
Momentos

Figura 21. Dindmica da média e desvio padrao das células mistas do grupo inoculado (Gl) e do
grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente
(CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos.
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Figura 22 Dindmica da média e desvio padrdo dos neutréfilos segmentados do grupo inoculado
(GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo
convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos.
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Figura 23 Dinamica da média e desvio padrdo da neutréfilos segmentados do grupo inoculado
(GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo
convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos.

Essa reducéo dos neutrofilos, pode ser advinda de uma hiperplasia eritrocitica na medula
0ssea concomitante a uma hipoplasia granulocitica, devido a uma resposta causada pela
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anemia severa nesses animais. A hipoxia, como ocorre em graves anemias, é responsavel
por regular a producéo de eritropoietina (EPO). Em hipdxias graves, a producdo de EPO
¢ aumentada até 1.000 vezes e com isso pode causar uma hiperplasia eritrocitica
(Schalm’s, 2010). Como resultado, reduz a propor¢ao mieloide/eritroide na medula 6ssea
(Harvey, 2012). Além disso, 0 bovino possui uma menor reserva de granuldcitos e isso
pode causar uma neutropenia ao ocorrer disturbios inflamatorios (Weiss e Wardrop,
2010).

Corroborando com os valores encontrados, Alsaad e Alimam (2013) observaram reducéo
do numero absoluto de neutréfilos em bezerros com anaplasmose. No entanto, diversos
autores observaram o aumento da WBC e da contagem dos neutrofilos, ou nao
observaram varia¢es (Coskun et al., 2012; Nazifi et al., 2012; Ashuma et al., 2013;
Bernardo et al., 2016). A causa da variacao desses resultados pode ser devido a coleta dos
dados terem sido Unica e sem acompanhamento dos animais ao longo do tempo. Além
disso, os grupos inoculados dessas pesquisas ndo apresentaram valores abaixo de 15% de
VG, como na presente pesquisa. Com isso, 0 presente trabalho possui fundamental
importancia no intuito de caracterizar o que ocorre em cada momento de reducdo do
volume globular afim de melhorar os tratamentos.

1.22. Equilibrio Eletrolitico

N&o houveram diferencas (p<0,05) entre 0s grupos quanto 4 concentracao de sodio (Na+),
potéssio (K+), cloretos (Cl-) e Célcio ionizado (Ca++) durante o experimento (Tab. 5).

Tabela 5. Média (M) e desvio padrdo das concentragdes séricas de sddio (Na+), potassio (K-+),
cloretos (Cl-) e célcio ionizado (Ca++) durante o periodo de paténcia (PP= pat 80, 60 e 40%) e 0
periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%) dos bezerros inoculados com A. marginale e dos
bezerros do grupo controle.

Momentos 10 Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%

Grupos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP IR
Na Inoculado 13850 197 1800 235 13660 085 1340 207 1860 152 100 089
(mmol/L) * controle 13850 207 13840 114 137,20 084 13720 192 137,60 134 13817 264
- Inoculado 9886 968 12072 17,86 11689 1480 11543 643 11404 1585 10454 12,72
(mmol/L) "~ controle 10253 531 12406 885 11568 1406 10919 1733 10690 1665 10670 13,37 o410
K. Inoculado 410 020 4,06 053 426 019 400 034 396 063 403 0,51
(mmol/L) "~ controte 418 019 434 032 412 013 398 011 414 024 410 024 3998
Cans Inoculado 133 004 133 005 1,33 004 133 004 1738 003 1,34 006
(mmol/L) - controle 1,36 003 1,34 003 139 007 132 003 136 008 137 004

*Médias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (p<0,05). Intervalo de referéncia (IR)
de acordo com Radostits et al. (2007).

Esses resultados refletiram as boas condigdes experimentais que 0S animais se
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encontravam, diferentes de condi¢cBes a campo. Ou seja, sem maiores desafios, como
temperaturas extremas, ectoparasitas, competicdo por alimento com outros animais ou
gasto energético com movimentagdes excessivas.

Corroborando com os resultados encontrados, Allen e Kuttler (1981) ndo observaram
diferencas no teor de Na+, K+ e CI- dos bezerros esplenectomizados que sobreviveram a
infeccdo causada por A. marginale. No entanto, as quantidades médias de K+ foram mais
baixas para o grupo dos bezerros ndo sobreviventes. Apesar disso, esse valor médio de
K+ (3,95 mmol/L) esta dentro dos limites de referéncia citados por Radostits et al. (2007).

Ajayi et al., (1987) também ndo verificaram diferenca nas concentracGes dos eletrolitos
Na+, K+ e Ca++ em um bezerro esplenectomizado com um ano de vida e inoculados com
A. marginale. O animal foi avaliado diariamente no periodo de pre infeccdo, pré patente
e patente.

Oliver etal., (1994) avaliaram novilhos com 5 a 7 meses de vida divididos em dois grupos:
um grupo inoculado com 10s hemaécias infectadas do isolado Gacheta 83 de A. marginale
e outro com 1011 do mesmo isolado. Os autores também ndo observaram diferencas nas
concentragdes de Ca++ e Cl.-

Da mesma forma Alsaad e Alimam, (2013) ndo observaram diferenca nos teores de Na-,
K+e Cl- em bezerros infectados clinicamente com A. marginale.

Temiz et al., (2013) também ndo verificaram diferenca na concentracdo dos eletrolitos de
Na+, K+e Cl- em bovinos com diferentes idades e infectados com Theileria annulata na
Turquia. Nesse estudo os animais foram divididos em grupos de acordo com o grau de
anemia.

Os valores de Na+, K+ e Ca++ estavam dentro do valor de referéncia para a espécie
(Radostits et al., 2007). No entanto, as concentracdes de Cl- ficaram ligeiramente acima
dos valores de referéncia para os dois grupos, possivelmente devido a metodologia.

1.23. Equilibrio Acido-basico

O pH sanguineo foi maior (p<0,05) no grupo inoculado nos momentos de 80%, 60% e
40% do periodo de paténcia (Fig. 24). As médias da concentracdo de PCO2 também foram
menores (p<0,05) para o grupo inoculado nos mesmos momentos do periodo de paténcia
(Fig. 25). Porém, todas as medias ficaram dentro do intervalo de normalidade para a
espécie de acordo com Radostits et al. (2007) (Tab. 6). O valor maximo de pH foi 7,51,
observado em um bezerro do grupo inoculado, quando o VG reduziu para 80% do valor
basal. O valor minimo de pH foi 7,35 e foi observado em um animal do grupo controle.

A maior reducdo na PaCOz2 foi observada no momento do menor volume globular (VG=
40%) e maior riquetsemia. Possivelmente, esse comportamento foi em decorréncia do
aumento da frequéncia respiratoria durante o periodo patente. Coelho (2007) e Lasmar
(2010), constataram aumento da frequéncia respiratéria no momento do pico da anemia.
Isso ocorreu, possivelmente, devido ao transporte de oxigénio ser deficiente em animais
anémicos, sendo necessario respirar com maior rapidez e profundidade para compensar a
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hipoxia sanguinea (Feitosa, 2008).

Tabela 6. ConcentragBes médias e desvio padrdo (DP) de pH, da pressdo de gas carbdnico
(PaC0y), de didxido de carbono total (TCO2), bicarbonato (HCOs-) sanguineos durante o periodo
de paténcia (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%) dos bezerros
inoculados com A. marginale e bezerros do grupo controle.

Momentos 10 Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%

Grupos Média  DP Média  DP Média  DP Média  DP Média  DP Média  DP IR

Inoculado 7,44 0,03 7.46a 0,04 7452 0,02 7.44a 0,02 7,43 0,04 7,41 0,02
pH 7,32 -7,45

Controle 7,42 0,02 7,42b 0,04 7,40b 0,04 7,39b 0,03 7,40 0,03 7,42 0,03

Inoculado 44,25 2,82 39,88b 2,99 37,32b 1,25 35,60b 2,61 41,16b 1,86 44,58 1,50
PaCO:2 3545
(MM/HY)  Controle 46,55 1,23 4548a 2,68  42,62a 512  4416a 264  4450a 186 46,08 2,89

Inoculado 29,68 1,28 27,92 1,54 25,84 1,13 24,36 1,18 26,92 1,11 28,37 1,90
HCOs- 20-30
(MEA/L)  cControle 30,33 141 2056 2,23 2638 2,77 2656 3,18 2788 1,98 2087 2,58
TCO2 Inoculado 31,17 1,47 29,20 1,30 26,80 1,30 26,20 1,64 28,20 1,10 29,67 1,75

20-30

(mEg/L) Controle 31,50 1,64 30,80 2,17 28,00 3,39 27,00 2,92 29,20 1,64 31,33 2,66

*Médias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (p<0,05). Intervalo de referéncia (IR)
de acordo com Radostits et al. (2007).
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Figura 24. Dindmica da medis e intervalo de confianga do pH sanguineo do grupo inoculado (GlI)
e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo

convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferengas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos.
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Figura 25. Dindmica da média e intervalo de confianca da presséo parcial de didxido de carbono
(PaCOz2) sanguineo do grupo inoculado (GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente
(PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com *
representam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.

N&o houveram diferencas significativas (p>0,05) nas concentra¢des de didoxido de
carbono total (TCO2) e bicarbonato (HCO3-), embora as médias tenham sido sempre mais
baixas para o grupo inoculado (Fig. 26 e Tab. 6).

A alcalose respiratoria ocorre pelo estimulo de quimiorreceptores que provocam uma
hiperventilacdo alveolar, e assim pode ser estimulada por hipoxemia associada a doenca
pulmonar, a insuficiéncia cardiaca congestiva ou a anemia grave (Cunningham, 2008;
Kaneko et al., 2008). Com isso, o dioxido de carbono é eliminado com mais rapidez do
que é produzido pelos tecidos, resultando em uma reducdo da PaCO2 sanguinea.
Conforme o COz2 € eliminado forma-se o acido carbénico H2COs, que ¢é formado a partir
de H+e HCOs- e, com isso, ocorre aumento do pH e reducdo da concentragédo de HCOs-
para manter o equilibrio acido-basico (Cunningham, 2008).

Coelho (2007) observou reducao da PaCO2 de acordo com a evolucdo da anemia causada
pela infeccdo por A. marginale em bezerros inoculados experimentalmente. Observou
também maior valor médio de pH nos bezerros inoculados com Anaplasma marginale
indicando que houve alcalose respiratéria até um dia antes do VG atingir 40% de PP(7,43%
e 7,51%). Apds esse pico os valores de pH permaneceram normais (7,38 e 7,4) até o final
do experimento. Assim como Allen e Kutler (1981), Coelho (2007) observou valor de pH
baixo (7,16) para o animal ndo sobrevivente. Além disso, 0 HCOs- e o PaCOz2 reduziram
concomitante a diminuicéo do VG.
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Figura 26. Dindmica das concentragdes de bicarbonato (HCOs-) sanguineo do grupo inoculado

(GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo

convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05)
entre 0s grupos.

Endossando os resultados encontrados, Oliver et al., (1994) observaram uma tendéncia
de aumento do pH quando houve reducao do VG e aumento da riquetsemia. Os autores
também ndo verificaram aumento na concentracdo de HCOs- ao utilizar novilhos
inoculados com a cepa gacheta 83 de A. marginale, Colombia. Além disso, os autores
observaram aumento significativo do excesso de base ap6s o pico da anaplasmose.
Também foi observado que os dois animais que vieram a 6bito tiveram maior pH, HCOz3-,
indicando que houve alcalose respiratoria.

Wright et al., (1982) observaram alcalose metabdlica e alcalose respiratdria em bezerros
com Babesia bovis. Esses bezerros tiveram maior pH e HCOs-. Os autores também
verificaram reducdo da PaCOz2 concomitante a reducgéo do VG.

Na Turquia, Temiz et al. (2013) determinaram o pH, TCO2, HCOs- e PaCO2 de bovinos
de diferentes idades infectados com Theileria annulata, que foram divididos em grupos
de acordo com o VG. Nao houve variacdo no pH sanguineo com a varia¢do do VG. O
TCO2 e HCOs- reduziram apenas nos animais que apresentaram média de 11% de VG.
Também verificaram reducdo da PaCO2 com a diminuicdo do VG.

Allen e Kutler (1981) observaram maior pH sanguineo em bezerros esplenectomizados e
inoculados com A. marginal (pH=7,48) em relacdo ao grupo controle (7,38). Os autores
verificaram pH &cido nos bezerros que ndo sobreviveram. Isto indica que ndo houve
compensagdo metabolica.

Em contrapartida, Alsaad e Alimam (2013) conduziram um estudo no Iraque com 167
bovinos (2 a 5 anos) com infeccéo clinica natural por A. marginale (VG 22%) e com 20
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bovinos clinicamente saudaveis (VG 34%) como controle. Os valores de pH (7,53 x 6,93),
PCO2 (46,91 x 39,6mm/Hg) e bicarbonato (26,6 x 20,8 mEg/L) foram menores para o
grupo doente. Contudo, foi realizado apenas uma coleta e ndo foi determinado em qual
periodo da doenca o animal estava.

1.24. Lactato

Embora, as principais causas de hiperlactemia sejam as anemias graves e as hipoxias
(Luft, 2001) ndo houve diferengas significativas (P>0,05) nas concentracfes médias de
lactato entre os grupos (Tab. 7), porém, os valores médios de lactato ficaram acima dos
valores de referéncia. Possivelmente esse fato se deve a hipdxia ter sido compensada pelo
aumento da frequéncia respiratoria, sendo demonstrado pela maior PaCO2. Com isso
possivelmente ndo ocorreu metabolismo anaerdébico nos tecidos para produzir lactato.

As principais causas de hiperlactemia sdo as anemias graves e as hipdxias ((Luft, 2001).

Stanley et al. (1988) observaram maior teor de lactato em cdes com hipdxia induzida com
anestésicos em relacdo ao grupo controle. Porém, ndo havia como 0s animais
compensarem, uma vez que a deplecéo era exatamente pulmonar.

Tabela 7. Concentracbes médias (M) e desvio padrdo (DP) das concentracdes séricas de lactato
(Lact) durante o periodo de paténcia(Pat) e periodo convalescéncia (Cov) de bezerros inoculados
com A. marginale (GI) e dos bezerros do grupo controle(GC).

Momentos -4 9 14 17 21 Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%
Grupo M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP
Lact Gl 27,72 6,08 2668 359 2052 2,83 2284 2,79 21,87 559 19,89 4,47 19,21 2,77 26,04 890 17,78 7,75 12,65 3,90
(mg/dL) GC 30,19 6,10 24,19 12,97 26,39 3,27 22,30 437 22,76 397 2430 631 21,44 461 2641 745 20,82 4,64 1486 4,43

*Meédias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (p<0,05). O intervalo de referéncia
para lactato é 5 a 20 mg/dL (Radostits et al., 2007)

1.25. Uréia e creatinina

N&o houve diferenga nas médias das concentracfes séricas da uréia e da creatinina
durante o periodo de pré inoculacéo e PPP (p>0,05). Além disso, ndo foram observadas
variacOes na creatinina durante o PP e CV (Tab. 8). No entanto, as concentraces médias
de ureia foram maiores (p<0,05) no periodo de 40% de paténcia no grupo inoculado
(Figura 27). Salienta-se ainda, que as médias do grupo inoculado ficaram acima do
intervalo de referéncia nos momentos de 80%, 60% e 40% de paténcia.

Uma das possiveis causas para esse achado pode ser a liberacdo de catabdlitos da
hemoglobina pelas células do sistema monocitico fagocitario, sobrecarregando a funcéao
hepética (Kaneko et al., 2008), uma vez que, a ureia é sintetizada no figado a partir da
amonia. Endossando essa hipotese, Coskun et al., (2012), observaram aumento das
enzimas hepaticas AST, GGT, e ALT no grupo com A. marginale, indicando uma

66



disfuncéo hepética. Além disso, o catabolismo proteico devido a diminui¢éo dos acidos
graxos volateis, por reducdo do consumo, pode ser a causa do aumento das concentracoes
de uréia. Isso ocorre devido a gliconeogenese a partir de aminoacidos musculares que
tem como consequéncia a formacao da uréia (Kerr, 2002).

Coelho (2007), verificou alta correlacdo entre a queda do VG e 0 aumento da ureia. Allen
et al. (1981), também observaram maiores médias de ureia para o grupo doente.

Uma possivel desidratacdo também poderia levar o aumento da uréia, porém em quadros
de desidratacOes esse elevacdo também é acompanhado com o aumento da creatina,
porém tal quadro ndo foi observado no presente trabalho.

Tabela 8. Concentragcdes médias(M) e desvio padrdo (DP) das concentracdes séricas da uréia e
creatinina (CRT) durante o periodo de paténcia (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente
(CV= cov 60 e 80%)de bezerros inoculados com A. marginale (GI) e bezerros do grupo
controle(GC).

Momentos -4 6 14 21 Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%

M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP IR
Uréia Gl 2322 743 1826 3,05 21,92 650 22,29 330 2880 7,17 27,88 1,36 39,7a 12,46 26,44 847 20,76 4,16
(mg/dL) GC 18,75 7,01 16,38 6,29 19,64 556 2556 441 24,78 7,10 24,49 9,85 2549 8,95 20,61 8,98 20,66 6,19 2
CRT Gl 126 023 126 018 203 086 1,38 0,16 184 063 132 0,22 144 0,34 1,84 0,63 1,64 0,26 Lo
(mg/dL) GC 138 020 122 013 194 030 154 0,29 1,70 033 154 0,23 1,76 0,18 1,70 0,33 1,67 0,29

*Meédias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (p<0,05). Intervalo de referéncia (IR)
de acordo com Radostits et al. (2007).
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Figura 27. Dindmica das concentragdes médias e intervalo de confianga da uréia sérica em
bezerros com 90 a 120 dias de vida do grupo inoculado com A. marginale -UFMG1 (GI) e do
grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente
(CV= cov 60 e 80%). Médias com * representam diferengas significativas (p<0,05) entre os
grupos

1.26. Glicose

As concentragdes séricas de glicose reduziram nos momentos de 60% e 40% do periodo
de paténcia (Fig. 28). Essa reducdo dos niveis de glicose pode ser explicada pela anorexia
causada pela doenca, que causa reducdo do suprimento adequado de glicose para 0s
animais (Kocan et al., 2010). Ajayi et al., (1987) também observaram reducéo da glicose
em um bezerro inoculado com A. marginale. Os autores justificaram essa reducgéo pela
maior utilizacdo de glicose pelos tecidos corporais, assim a glicose foi convertida em
energia para outros produtos essenciais.

Além disso, os valores de glicose foram acima dos limites de referéncia em todos os
momentos (Tab. 9). Contudo, vale ressaltar que as amostras eram colhidas e processadas
instantaneamente sem perdas na concentracéo de glicose por consumo.

Tabela 9. ConcentracGes médias(M) e desvio padrdo (DP) das concentracdes séricas de glicose
durante o periodo de paténcia (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e
80%) de bezerros inoculados com A. marginale (Gl) e de bezerros do grupo controle (GC).

Momentos 10 Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%
Grupos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média  DP IR
Glicose Inoculado 82,33 6,80 82,40 4,88 77,40b 6,07 76,00b 9,77 84,20 6,22 81,33 2,88
(mg/dL) 64-76

Controle 92,00 13,86 84,00 8,97 95,00a 7,58 91,80a 12,99 87,40 7,06 83,17 6,27

Intervalo de referéncia (IR) de acordo com (Pogliani e Birgel Jinior, 2007)
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Figura 28. Dindmica das médis e intervalo de confianga das concentragGes de glicose sanguinea
do grupo inoculado (GI) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e
40%) e o periodo convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos.

1.27. Proteina plasmética total, albumina e fibrinogénio

N&o houve diferenca das concentracdes da proteina sérica total (PT) entre 0s grupos no
PPP (Tab. 10), porém, a albumina foi maior no grupo controle no momento 9 (Fig.24).
Os valores de proteina total e aloumina encontraram-se ligeiramente acima dos valores
de referéncia durante todos os periodos (Tab. 10) (Kaneko et al., 2008), porém sem uma
causa patoldgica visivel.

Além disso, o grupo inoculado apresentou aumento da proteina sérica total (P<0,05) no
CV de 60% cov (Fig. 25). O aumento na PT, possivelmente, se deve ao aumento das
imunoglobulinas, devido a uma resposta imunoldgica humoral contra a infeccéo por A.
marginale (Brown e Barbet, 2016). Alem disso, varias proteinas de fase aguda da
inflamacéo, embora em quantidades muito baixas, aumentam devido a doenga, como
haptoglobulina, amiloide A sérica, citocina, e ceruloplasmina (Nazifi et al., 2012).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, ou seja, apresenta reducdo em
inflamacGes agudas (Murata et al., 2004). No entanto, ndo houve variacdo das
concentracdes médias de albumina durante o PP e CV.

Ajayi et al., (1987) ndo observaram diferengas nas medias de PPT em um bezerro
inoculado com A. marginale, porém, observaram inversdes em propor¢cdo das duas
principais proteinas, aumento de globulina e a reducédo de albumina.

Apesar das concentracdes de proteinas sericas apresentarem valores altos no grupo
infectado por A. marginale, Coskun et al. (2012) ndo verificaram diferenca estatistica na
PPT entre bovinos saudaveis e bovinos infectados com A. marginale. Da mesma forma,
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na india, Ashuma et al. (2013) n&o observaram variagdo na PPT e na albumina em
bovinos infectados com A. marginale em relacdo ao grupo controle.

Todavia, outros autores observaram menores valores da PPT em bezerros com A.
marginale (Coelho, 2007; Bernardo et al., 2016). Isto pode estar relacionado a casos mais
graves com maior periodo de convalescéncia, levando a baixo consumo de alimento e,
consequentemente, de aminoéacidos.

Nao houve diferenca (P>0,05) das concentragdes de fibrinogénio entre os dois grupos.
Isso pode ter ocorrido em consequéncia do aumento das médias de fibrinogénio para 0s
dois grupos (Tab. 10) que podem ser devido a outros processos inflamatérios. exemplos
animais apresentaram flebites da veia jugular, observadas ao longo do experimento, em
consequéncia de muitas coletas de sangue no mesmo local por longos periodos. Os
bezerros apresentavam espessamento, dor e aumento de consisténcia das veias jugulares,
caracterizando uma flebite.

Aleém disso, Nazifi et al. (2012) observou que o fibrinogénio ndo demonstrou ser uma boa
proteina de fase aguda para avaliacdo inflamatdria na anaplasmose .

Tabela 10. Concentra¢des médias (M) e desvio padrdo (DP) das concentragdes sanguineas de
proteina sérica total, albumina (Alb) e fibrinogénio (Fib) durante o periodo de paténcia (PP= pat
80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%) de bezerros inoculados com A.
marginale (Gl) e grupo controle(GC).

Momentos -4 2 9 14 17 21 Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%
IR
Grupos M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D
PT Gl 829 065 781 283 892 2,08 10,78 1,55 885 1,73 9,16 0,25 10,95 1,32 941 1,07 1055 1,27 13,19a 1,91 10,77 1,86
6,7-7,4

(9/dL) GC 747 082 7,78 3,14 10,85 1,45 9,08 145 997 151 22,42 33,61 9,67 1,06 10,07 1,27 965 145 9280 1,28 955 152

Alb Gl 39 045 339 145 373b 100 465 046 369 058 397 018 431 057 345 052 376 021 484 060 429 080 5gq

(9/dL) GC 366 044 4,10 1,31 497a 056 4,30 0,76 4,39 0,64 423 054 402 081 409 074 4,01 051 387 056 423 0,64 3,55

Gl <100 0 360 167 560 328 680 178 600 219 366 150 550 300 400 282 360 89 450 191 466 301 54,
700

Fib
(mg/dL) GC <100 0 200 0 366 265 566 233 433 233 300 167 533 305 680 438 520 228 600 282 466 163

*Meédias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre grupos (p<0,05). Intervalo de referéncia (IR)
de acordo com (Kaneko et al., 2008).
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Figura 29. Dindmica das concentragdes médias e intervalo de confianga da albumina sérica do
grupo inoculado (Gl) e do grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%)
e o periodo convalescente (CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos.
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Figura 30. Dindmica das concentracdes de proteina sérica total do grupo inoculado (Gl) e do
grupo controle (GC) durante o periodo patente (PP= Pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente
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(CV= Cov 60 e 80%). Médias com * representam diferencas significativas (p<0,05) entre 0s
grupos.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse trabalho mostraram que a anaplasmose se caracterizou por causar
uma importante anemia nos animais, levando a hipoxia. A resposta a esta hipoxia se
caracterizou por dois eventos importantes. O primeiro foi a resposta na producdo de
eritrocitos, inclusive em detrimento da producéo de leucdcitos. E interessante observar o
quadro de anemia regenerativo que se instala. A outra grande resposta a hipoxia é a
alcalose respiratoria, caracterizada como a reducdo primaria da PaCOz2, com elevacao do
pH e reducdo variavel na concentracdo de HCOs-. Essas alteragdes ocorreram no presente
trabalho durante o PP da anaplasmose e, possivelmente ocorram de forma semelhante nos
casos naturais. Nas fazendas 0s casos quase sempre Sd0 graves pois somente Sao
diagnosticados quando ha alteracdes de comportamento, ou seja, quando ja existe uma
grave anemia. Além disso existe uma cultura de se tratar apenas o agente etioldgico, sem
cuidados com as consequéncias da anaplamose como a anemia e alcalose respiratoria.

A quebra do paradigma de que as anemias causam hipdxia acarretando somente acidose
metabdlica foi importante, uma vez que, possibilita a reformulacdo de melhores
tratamentos e monitoramentos para os animais acometidos com a doenga.

Segundo Di Bartola (2000), em casos de alcalose respiratéria o principal tratamento é a
retirada da causa da hipocapnéia. Esse autor ndo elucida a fluidoterapia como um possivel
tratamento para esse distarbio. Porém, a fluidoterapia pode ser importante para
restauracao da glicemia, visto que os animais apresentaram reducéo da glicose devido a
diminuicdo do consumo. Além disso, a fluidoterapia melhora a perfuséo renal e resulta
na excrecao de metabdlitos toxicos formados durante a doenca devido a inflamacéo e a
destruicéo eritrocitaria causada pela anaplasmose.

A retirada da causa da hipocapnéia, elucidada por Di Bartola (2000), pode ser realizada
pela transfusdo sanguinea em casos graves. Além disso, outra alternativa, é a prevengao
de quadros clinicos graves causados pela anaplasmose. Isso pode ser feito através do
monitoramento diario dos animais pela inspecéo, consumo de alimento, temperatura retal,
volume globular e diagnostico pelo esfregaco sanguineo.

Ademais, sdo necessarios mais estudos que revelem as causas da grave anemia
imunomediada, bem como a contribuicdo da inflamacdo e do stress oxidativo na
patogenia da anemia observada nos casos de anaplasmose.
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CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

v Durante a fase de paténcia da anaplasmose, ocorre alcalose respiratori.
v Aanaplasmose ndo influenciou o perfil hidroeletrolitico durante a fase de paténcia
e convalescéncia.
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Anexo 1. Média (M) e desvio padrdo e valores de P da temperatura retal durante o periodo pré patente, patente (PP= pat 80, 60 e
40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%) dos bezerros inoculados (GI) com A. marginale e dos bezerros do grupo
controle (GC).

Momentos -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Grupos M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP
Gl 3802 030 3805 048 3835 036 3829 033 3867 038 3922 059 3848 025 3900 072 3910 111 3982 105 3905 057 39,25 105 3882 0722
Temgecr;t“ra GC 3822 076 3800 043 3817 020 3820 034 3807 025 3858 025 3825 050 3842 028 3823 026 3858 023 3827 026 3863 015 3853 023
P 0,42 0,84 0,46 1,00 0,02 0,01 0,35 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 0,26
Momentos 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Grupos M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP M DP
Gl 3887 070 3847 058 3885 025 3865 039 3880 088 3858 028 3848 026 3813 044 3823 064 3872 044
Temgg;‘t”ra GP 3848 032 3825 039 3867 044 3858 031 3833 022 3853 036 3860 034 3875 090 3823 033 3858 030
P 0,12 0,38 0,46 0,79 0,06 0,84 0,64 0,01 1,00 0,59
Momentos PP80% PP60% PP 40% CV60% CV 80%
Grupos M DP M DP M DP M DP M DP
Gl 39,5 05 39,9 02 40,3 01 38,7 01 38,4 03
Tem('zecr)""t“'a GC 38,9 0.4 388 03 38,6 06 39,0 08 38,4 03
P 0,024857 0,000131 0,000001 0,262870 08




Anexo 2. Média (M) e desvio padrdo dos leucocitos totais (WBC), linfécitos (10s/uL e %) e células mistas (10s/uL e %) durante o periodo pré patente, patente (PP= pat 80,
60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%) dos bezerros inoculados (GI) com A. marginale e dos bezerros do grupo controle (GC).

Dias -4 14 17 19 21
Grupos M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D
Leucécitos I 9,80 349 1018 248 10,88 280 12,05 329 11,17 364 818 319 743 172 837 314 755 087 857 1,79 855 264 1025 345 1055 4,00 1085 10,85
totais C 880 154 930 128 1042 397 997 249 1015 445 1005 248 945 288 873 234 968 213 995 139 868 156 855 209 7,97 329 1038 10,38
Linfécitos I 487 117 512 108 522 095 497 086 504 091 401 127 361 138 460 130 397 087 460 129 409 100 495 1,70 525 209 654 6,54
(10s/pL) C 476 099 49 092 483 148 452 104 461 141 489 131 508 154 469 132 519 122 575 138 481 119 476 150 469 177 545 545
Linfécitos % I 51,98 915 51,30 9,04 4943 8,79 42,78 820 47,63 10,50 50,10 6,75 47,35 10,10 56,62 8,40 52,67 10,69 53,65 10,90 48,90 7,67 49,83 10,98 51,88 14,00 60,20 8,96
C 5463 11,45 5350 12,39 4835 10,15 46,70 8,95 47,73 9,81 4867 524 5388 453 5378 376 5385 7,64 57,38 849 5530 818 5502 6,74 5940 6,00 5392 10,84
Células mistas | 493 244 507 164 566 232 708 274 613 295 417 208 382 062 377 19 358 091 397 129 446 183 530 248 530 3,09 431 431
(10s/pL) C 404 131 440 160 559 296 544 199 554 335 516 140 437 147 404 113 449 147 420 092 387 094 379 086 328 170 493 493
Células | 4802 915 4870 9,04 5057 879 57,22 820 5237 1050 49,90 6,75 5265 10,10 43,38 840 47,33 10,69 46,35 10,90 51,10 7,67 50,17 10,98 48,12 1400 39,80 8,96
mistas % C 4537 1145 4650 12,39 51,65 10,15 53,30 895 5227 981 51,33 524 4612 453 4622 376 46,15 7,64 4262 849 4470 818 4498 6,74 40,60 6,00 46,08 10,84
Bastonetes I 1,17 147 050 055 017 041 017 041 050 084 033 08 033 052 133 121 050 055 017 041 050 084 083 117 140 207 033 052
cC 000 000 03 052 100 245 033 082 067 052 067 08 08 117 000 000 033 052 000 000 017 041 017 041 040 055 000 0,00
Segmentados | 3300 1097 3867 1277 3817 13,83 51,33 11,94 3867 13,22 4300 899 4450 11,64 3383 975 3817 13,88 3583 10,83 39,17 7,57 39,33 12,36 36,00 875 27,17 12,50
C 3833 1964 44,00 1871 47,33 1598 49,33 16,08 4500 14,51 44,33 1344 4450 11,22 46,80 16,75 40,67 12,83 39,00 10,08 37,00 14,30 3950 9,57 41,40 9,42 37,60 10,69

Dias 80% 60% 40% 60% cov 80% cov

Grupos M D M D M D M D M D

Leuchcitos I 958 302 924 262 958 312 732 172 925 295

totais C 1017 289 878 260 928 359 11,30 205 1043 270

Linfécitos I 611 2,84 591 240 629 286 443 318 565 442

(10s/uL) C 58 158 510 183 538 1,98 609 161 491 281

o I 6202 918 6328 12,33 64,20 11,38 59,26 32,68 53,86 31,88

Linfocitos %

C 5788 823 57,76 864 5880 4,68 5362 7,27 50,02 2526

Células mistas | 348 085 333 128 329 1,05 289 253 366 157

(10s/uL) C 432 18 368 1,15 390 164 521 097 488 265

Células I 3798 918 36,72 12,33 3580 11,38 40,74 32,68 39,26 18,31

mistas % C 4212 823 4224 864 4120 4,68 4638 7,27 4503 1578

I 017 041 150 238 140 261 000 000 0,00 0,00

Bastonetes
C 040 055 025 050 025 050 000 000 040 055
Segmentados | 36,00 11,19 40,75 22,23 20,80 10,21 20,20 9,07 22,33 11,04
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C 3680 1521 36,50 342 39,75 12,82 43,00 294 3280 8,87

Anexo 3 Média (M) e desvio padrao do volume globular (VG) contagem de hemacias (RBC) e hemoglobina(Hb) durante o periodo pré patente,
patente (PP= pat 80, 60 e 40%) e o periodo convalescente (CV= cov 60 e 80%) dos bezerros inoculados (GI) com A. marginale e dos bezerros
do grupo controle (GC).

Momentos -4 -1 0 1 2 6 7 9 12 14 15 17 19 21

Grupos M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D M D

VG (%) 33,33 2,80 3200 452 3100 316 3200 245 2943 454 3267 225 3167 234 3050 3,02 3017 194 3317 366 3050 164 3133 207 3067 242 2983 147
)

|
c 3017 1,72 3283 331 2867 197 3150 339 3100 167 3100 261 2967 301 2933 163 2983 147 3300 167 3017 232 3083 117 30,67 266 2983 256
RBC | 962 100 930 115 948 131 923 083 901 09 917 077 899 092 88 094 859 094 948 127 899 083 891 104 879 095 844 064
(x10°/uL) C 918 0,79 942 097 945 105 927 091 938 0,78 903 103 882 094 884 062 892 068 952 077 911 08 910 074 909 091 880 091
Hemoglobina | 11,12 1,17 1055 126 1087 1,40 1067 09 1045 1,02 1048 0,74 1037 09 1038 093 987 092 1110 137 1037 0,80 1033 1712 1012 103 992 0,79
(g/dL) C 980 089 99 101 1000 1,19 99 106 1003 0,77 958 110 957 109 957 072 960 0,78 1047 0,70 992 08 993 055 98 083 973 0,60
VCM | 3590 1,40 3560 130 3563 125 3557 1,41 3557 131 3537 107 3547 119 3562 115 3522 106 3550 1,15 3532 122 3520 133 3517 1,30 3533 148
Cc 3370 1,18 3358 1,13 3362 115 3360 124 3368 129 3347 09 3365 104 3367 1,11 33,78 105 3405 101 338 097 338 101 3380 091 3388 0,95
MHC | 1158 054 1135 050 1148 056 1158 054 1160 054 11,47 042 1155 046 11,75 057 1152 035 11,73 045 1157 048 1163 046 1152 042 11,77 038
c 10,70 0,58 1052 061 10558 0,72 10,68 0,71 10,73 0,67 1063 055 1085 059 10,82 063 10,78 0,72 11,02 0,58 1090 0,73 1095 0,79 10,90 0,70 11,10 0,82
MCHC | 32,22 083 319 0,73 3227 0,72 3255 095 3267 072 3235 055 3255 0,73 3300 1,07 3270 050 33,05 060 3270 088 3305 1,07 3277 069 3327 1,07
Cc 31,72 136 3133 133 3148 148 3180 147 3182 152 3168 1,09 3223 112 3217 139 31,88 157 3235 119 3225 161 3238 192 3227 168 3283 185

Valores individuais do volume globular do grupo inoculado e controle durante a fase de paténcia e convalecencia dos bezerros
inoculados (GI) com A. marginale e dos bezerros do grupo controle (GC).

Momentos Pat 80% Pat 60% Pat 40% Cov 60% Cov 80%

9 24 26

12 22 17 12 17 24

o 19 24 19 14 23 30
Animais do GI

26 24 14 10 19 27

32 21 17 11 18 23

41 23 13 12 19 24

1 27 27

. 16 29 0,3 30 30 30
Animais do GC

21 31 28 29 30

24 30 31 32 31 29
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30
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