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RESUMO

A presente pesquisa avaliou alteragdes no
metabolismo de carboidratos em ovinos infectados
experimentalmente  por Trypanosoma  vivax.
Foram usadosito ovinos machos, adultos e sem
raca definida, divididos aleatoriamente em dois
grupos. Foram quatro animais destinados ao grupo
testemunho e quatro infectados com 2£x10
tripomastigotas deT. vivax Para avaliacdo da
glicose plasmatica e de acidos graxos livres, foram
coletadas amostras de sangue da veia jugular
externa de cada animal dos grupos testemunho e
infectado, em dois tempos antes da infeccéo,
usadas para estabelecer os valores de referéncia
para a espécie e, posteriormente, em dias
determinados. Ainda, foi realizada a contagem dos
parasitos no sangue, diariamente, até os 120 dias
apos a infecgdo (dpi), quando os animais foram
eutanasiados e necropsiados, com a retirada de
fragmentos de figado e musculo para realizacéo
das dosagens do glicogénio hepatico e muscular.
Os dados foram avaliados pelo teste de Wilcoxon
a 5% de probabilidadeForam observados
distirbios no metabolismo de carboidratos nos
animais infectados com elevacdo dos &cidos
graxos livres e diminuicdo dos glicogénios
muscular e hepatico, sem alteragdo na
concentracgao da glicose plasmatica.

Palavras-chave acidos graxos, bioquimica,
glicogénio, glicose

SUMMARY

The present research evaluated carbohydrates
metabolism alterations in sheep experimentally
infected withTrypanosoma vivaxt were used
eight male, adult, mixed breed sheep, randomly
assigned in two groups: four animals in the
witness group and four animals infected with
1x10 T. vivaxtrypomastigotes. For assessment
of plasma glucose and free fatty acids, blood
samples were collected from each animal
external jugular vein, in both groups, two times
before infection and later, in certain days. It was
also performed the counting of parasites in the
blood, everyday, until 120 days after infection
(dpi) and, after that, the animals were
euthanized and necropsied, with removal of
fragments of liver and muscles to perform
hepatic and muscular glycogen dosages. The
data were evaluated by Wilcoxon test (5%
probability). Carbohydrate metabolism
disturbances were observed in the infected
animals; free fatty acids increased, and both
muscular and hepatic glycogen levels decreased,
without alteration of plasmatic glucose
concentration.

Keywords: biochemistry, fatty acids, glucose,
glycogen
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INTRODUCAO

No Brasil, Trypanosoma vivaxeé
responsabilizado por perdas
econbmicas na pecuaria devido a
abortamentos, infertilidade, perda da
condicdo fisica, diminuicdo da
producdo e mortalidade, além dos
custos com diagndstico e tratamento
(SEIDL et al., 1999).

E notdria a expansdo de vivax,nos
altimos anos, pelo territério brasileiro
e registrados surtos na Paraiba
(BATISTA, 2007), Tocantins
(LINHARES et al.,, 2006), Maranhéo
(GUERRA et al.,, 2008) e Minas
Gerais (CARVALHO et al., 2008), o
que demonstra a importancia do
conhecimento sobre as alteragcbes
causadas por esse parasito.

Apesar da infeccdo pdirypanossoma
spp ser reportada por interferéncias
severas no metabolismo do hospedeiro
(KADIMA et al.,, 2000), o estudo
dessas alteragcbes ainda €é pouco
explorado. Na infeccéo por
Trypanosomaspp., a glicose é um dos
parametros que sofre alteracdo, o que
resulta em hipoglicemia nos bovinos
infectados coni. vivax(BATISTA et

al., 2007). Nos pequenos ruminantes,
as alteracbes nas concentracfes de
glicose sao variaveis, e alguns
pesquisadores  encontraram uma
diminuicao (BATISTA et al., 2008)
enquanto houve quem né&o verificasse
alteracbes nas concentragcdes desse
carboidrato, mas sim nos acidos
graxos (KATUNGUKA-
RWAKISHAVA, 1997).

Na tentativa de elucidar as alteracdes
no metabolismo de carboidratos em
pequenos ruminantes, teve-se por
objetivo verificar essas alteracbes em
ovinos infectados experimentalmente
porT. vivax.

http://www.rbspa.ufba.br

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor
de Enfermidades Parasitarias dos
Animais, Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducéao
Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias
(FCAV/UNESP/Jaboticabal), no
periodo de fevereiro de 2006 a marcgo
de 2008.

A amostra deT. vivax,confirmada por
morfologia em esfregaco de papa
leucocitaria e por Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), foi obtida de
surto em bovinos na regido de Catolé
do Rocha, Paraiba e cedida pela
Universidade Federal da Paraiba. Para
preparagdo do inoculo, foram
administrados 2mL de sangue com
aproximadamente 1,95x 10
tripomastigotas deT. vivax por via
intravenosa, em um ovino macho, sem
raca definida, de um ano de idade,
com o objetivo de multiplicar o agente
utilizado para infeccdo dos animais do
experimento.

Para montagem do grupo experimental,
foram utilizados oito ovinos machos,
com um ano de idade e sem raca
definida, nascidos no departamento
supracitado e mantidos em gaiolas
individuais, suspensas e teladas, até um
ano de idade. ApOs esse periodo, 0s
animais foram submetidos a avaliagbes
clinicas e parasitologicas, o que incluiu
a pesquisa de anticorpos anti-vivax
pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e exames hematoldgicos,
bioquimicos e coprologicos. Os animais
gue ndo apresentaram anticorpos anti-
vivax com valores hematolégicos e
bioguimicos dentro dos valores de
referéncia para espécie e ainda sem
parasitos gastrintestinais, foram
considerados higidos e aptos a
participarem do experimento. Esses
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animais foram alimentados com
silagem de milho, aguaad libitum” e
suplementados com sal mineral.
Dividiu-se os animais, aleatoriamente,
em dois grupos, de maneira que fossem
guatro ovinos destinados ao grupo
testemunho e quatro infectados com
1mL de sangue com aproximadamente
10° tripomastigotas deT. vivax via
intravenosa. O indculo foi calculado
com base no estudo de Foil et al.
(1987), o que indica que, em uma
inoculagcdo natural, os tabanideos
podem transmitir, mecanicamente,’10
tripomastigotas

Para avaliacdo da parasitemia, foram
coletados 0,5mL de sangue da veia
jugular externa, em frascos com
EDTA a 10%, diariamente e pela
manhd, dos animais infectados até os
120 dias apoés infeccdo. A contagem
foi realizada conforme Brener (1961),
por meio de uma aliquota de 5uL de
sangue disperso em lamina de
microscopia, sob laminula de 22 x
22mm, de forma que fossem contados
0os parasitos em 100 campos
microscépicos, com objetiva de 40x, e
multiplicados pelo fator de correcédo
do microscopio, e o0 resultado foi
expresso em parasitos por mL de
sangue.

Foram coletados 5mL de sangue da veia
jugular externa de cada animal dos
grupos testemunho e infectado, 2mL
com acido-etilenodiaminotetracético
fluoreto de sédio (EDTA-fluoreto) para
dosagem da glicose plasmatica e 3mL
sem anticoagulante para separacdo do
soro para dosagem dos acidos graxos
livres. Esses exames foram realizados
imediatamente apds a coleta efetuada
aos 14 e 7 dias antes da infeccdo que
foram usados para estabelecer os
valores de referéncia, maximos e
minimos, para cada parametro avaliado,
seguindo-se no 5, 7, 9, 11, 13, 15, 20,
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30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias apos
infeccéo.

A dosagem de glicose plasmatica foi
realizada pelo método colorimétrico,
por meio de reagentexomerciais
(Labtest] Diagnéstica, Belo Horizonte
— MG) e lido em espectofotdbmetro

(LabQuest O Diagnostica, Belo
Horizonte — MG).
Os &cidos graxos livres foram

guantificados pelo método de Stuart &
Bauman (1986) por meio de reagentes

préoprios (Wako Chemicals NEFA
Company, Code 994 - 75409E,
Germany).

ApoOs os 120 dias apos infeccdo, os
animais foram submetidos a pré-
anestesia com acepromazina 0,1mg/kg
de peso vivo por via intramuscular e
induzidos com tiopental sédico na dose
de 12,5mg/kg de peso vivo por via
intravenosa, e a eutanasia foi feita
mediante cloreto de potassio a 10%, na
dose letal de 100mg/kg por Vvia
intravenosa, o que esta de acordo com o
Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA). Em seguida, os
animais foram necropsiados, retirando-
se fragmentos do lobo esquerdo do
fipado e do mdsculo estriado
esquelético (vasto lateral esquerdo),
armazenados em papel aluminio e
conservados em freezer, a uma
temperatura de -70°C, para realizacao
das dosagens do glicogénio muscular e
hepatico pelo método do glicogénio
Trinder com leitura em
espectofotbmetro a 505nm (Metrolab
1700 UV).

A andlise estatistica utilizada foi o teste
t ndo pareado para glicose plasmatica e
acidos graxos livres; para 0s
glicogénios, hepatico e muscular, o teste
nao-paramétrico de Wilcoxon; e a
correlacdo entre parasitemia e as
variaveis glicose plasmatica, acidos
graxos livres e glicogénios foi realizada
pelo teste de correlacdo de Pearson.
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Todos os testes foram aplicados ao nivel
de 5% de probabilidade e por meio do
programa estatistico Prisma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo pré-patente variou de um a
dois dias e, conforme apresentado na
Tabela 1, a parasitemia foi intermitente
com variagao de intensidade em todos
0s animais infectados até os 120dpi.
N&o foi demonstrada correlagdo entre
parasitemia e as Vvariaveis glicose
plasmatica, glicogénio muscular e
glicogénio hepatico; e foi observada
correlacdo entre parasitemia e o acido
graxo livre somente no 13° dias apos
infeccéo (p=0,0013 e r2=0,9975).
Entretanto, quando sdo comparados
animais infectados com os controles,
observa-se que a concentracdo de
glicose esteve dentro dos valores de
referéncia  (valores minimos e
maximos obtidos dos préprios animais
do experimento em duas coletas
anteriores ao estudo: 56 a 78mg/dL)
durante todo o periodo (p>0,05)
(Tabela 2), enquanto que os acidos
graxos livres estiveram elevados nos
animais infectados até o final do
periodo experimental (Tabela 3). Os
glicogénios (muscular e hepético)
estavam reduzidos (p<0,05) aos 120
dias apos infeccdo nos animais
infectados com 0,36mg/dL e
4,37mg/dL, respectivamente (Tabela 4).
O periodo pré-patente (PPP) para
vivax € muito variavel e difere entre as
pesquisas realizadas (SCHENK et al.,
2001; PELLIN et al., 2003; BATISTA
et al., 2006). A persisténcia da
parasitemia deve-se, provavelmente, ao
mecanismo de evasdo do protozoario
pela producdo de tipos antigénicos
variaveis (VATS), responsaveis pela
recorréncia  da parasitemia e,
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consequentemente, da enfermidade
(MADRUGA, 2004). Além disso,
alguns autores acreditam que a
adaptacdo a forma de transmissdo
mecanica tenha diminuido os tipos
antigénicos variaveis, com diminuicdo
da parasitemia (PAIVA et al., 2000Db).
A diminuicdo da  concentragéo
plasmatica de (glicose tem sido
observada durante o curso da doenca
causada peloT. evansie pode ser
decorrente da espoliacdo de glicose e
nutrientes sanguineos pelo parasito
(CADIOLI et al, 2006). Essa
hipoglicemia também tem  sido
verificada em animais infectados cdm
vivax e pode estar associada a
severidade da doenca (BATISTA et al.,

2006), aléem de ser resultante do
aumento da taxa metabdlica em
processos febris induzidos pela

parasitemia e/ou do aumento metabdlico
em decorréncia da resposta imunologica
do hospedeiro (MENEZES et al., 2004).
Apesar de a hipoglicemia ser um achado
frequente nas tripanossomiases, um
trabalho realizado com pequenos
ruminantes ndo demonstrou alteracdes
nas concentracdes de glicose sanguinea,
mas um incremento nos acidos graxos
livres (KATUNGUKA-
RWAKISHAYA, 1997).

A variacdo na resposta do hospedeiro
ao parasitismo pof. vivax pode ser
decorrente da raca e da idade dos
animais, do tipo de alimentacdo e dos
fatores ambientais (Almeida et al.,
2008), e os nutricionais sdo de suma
importancia (MADRUGA, 2004), pois
bovinos mantidos em bom estado
sanitario e nutricional possuem
capacidade de expressar resposta
organica satisfatéria, frente a infeccao
por T. vivax (PAIVA et al., 2000a),
enquanto que a tripanosomiase severa
foi constatada em animais desnutridos
(KATUNGUKA-RWAKISHAYA et
al., 1993).
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Tabela 1. Valores individuais, médias e desvio @advara parasitemia (UML) para cada ovino experimentalmente infectadm co
Trypanosoma vivaxdurante 120 dias

Dias ap0s infecgao

Animal 0 5 7 9 11 13 15 20 30 45 60 75 90 105 120
Infectadol T 014 048 279 1006 1403 1437 00000 000 000 096 000 221 000
Infectado? - 000 024 492 128 2729 000 000 000 2068 000 000 028 1875 517
Infectado3 . 124 017 093 076 307 724 782 000000 1206 000 079 000 1,59
Infectado4 . 000 041 024 248 451 1881 2915142 031 007 000 000 579 0,00
Média T 035 033 222 365 1223 1011 924 054 255 303 024 027 669 169
Desvio . 060 014 210 434 1116 825 1377 101029 602 048 037 839 244

Tabela 2. Valores individuais, médias e desviagagara concentracdo de glicose plasmatica (m@falLyvinos, do grupo testemunho e
do grupo experimentalmente infectado cbrypanosoma vivax

Animal Dias apés infeccao

0 5 7 9 11 13 15 20 30 45 60 75 90 105 120
Infectadol 66,7 75,5 80,0 67,8 72,2 68,9 75,5 74,40,0 70,0 90,0 65,3 58,9 58,0 57,9
Infectado2 70,0 74,4 73,3 65,5 66,7 62,2 52,2 78,98,9 72,2 83,3 64,2 65,5 58,9 49,4
Infectado3 62,2 73,3 65,5 64,4 64,4 58,9 62,2 61,67,8 59,9 57,8 43,2 46,7 43,3 38,9
Infectado4 66,7 70,0 70,0 62,2 61,1 60,0 62,2 57,80,0 68,8 76,7 50,5 56,7 53,3 51,5
Média 66,4° 73,3 722" 650" 66,1 625° 630" 680" 692" 67,7 769" 558" 569" 534" 494"
Desvio 3,2 2,4 6,1 2,3 47 4,5 9,6 10,2 7,8 54 913, 10,8 7,8 7,1 7,9
Testemunhol 65,5 76,7 78,9 61,1 64,4 77,8 73,3 71,60,0 65,5 68,9 55,8 57,8 54,4 54,7
Testemunho2 62,2 70,0 62,2 51,1 54,4 57,8 65,5 57,85,6 59,9 72,2 50,5 54,4 58,9 50,5
Testemunho3 67,8 62,2 66,7 58,9 61,1 54,4 63,3 62,84,4 61,1 74,4 59,0 57,8 60,0 55,8
Testemunho4 61,1 77,8 68,9 63,3 57,8 58,9 68,9 62,82,2 61,1 72,2 59,0 57,8 56,7 53,7
Média 64,2° 71,7° 69,2 586" 594" 622" 678" 63,3 605° 619" 719" 56,1 56,9 575" 537
Desvio 3,1 7,2 7,1 5,3 4,3 10,5 4,4 5,6 3,8 2,5 2,34,0 1,7 2,5 2,3
Valor de p 0,3495 0,6830 0,5408 0,0703 0,0802 0,9633 0,4031 0,4471 0,0927 0,0975 0,5015 0,9634 1,0000 0,3176 0,3408
"*N&o significativo a 5% de probabilidade pelo téstdo pareado.
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Tabela 3. Valores individuais, médias e desvio agara concentracdo de acidos graxos livres (b)adu ovinos, do grupo testemunho
e do grupo experimentalmente infectado dagpanosoma vivax

Dias apos infeccéo

Animal
5 7 9 11 13 15 20 30 45 60 75 90 105 120
Infectadol 0,26 045 036 035 0,29 038 066 04026 026 035 043 029 0732 0,87
Infectado2 0,34 054 033 046 037 046 057 030,26 039 033 029 071 030 0,39
Infectado3 0,17 0,24 024 028 029 0,30 0,33 036,15 037 031 037 027 024 053
Infectado4 0,24 028 028 033 026 031 053 05031 042 035 058 069 074 1,23
Média  0,25° 0,38"™ 0,30° 0,36° 0,30 0,36* 0,52 0,41* 0,25° 0,36 0,34" 0,42* 0,49™ 0,40™ 0,76"™
Desvio 0,07 014 0,05 008 005 007 014 0,07 00007 002 012 024 023 0,38
Testemunhol 0,33 0,27 0,2 019 027 023 023 022 0,09 017170, 0,36 0,38 0,23 0,47
Testemunho2 0,30 0,31 0,23 0,29 040 0,24 027 024 015 024380 0,17 022 023 0,46
Testemunho3 0,27 026 0,20 025 022 0417 024 0419 015 0118180 0,15 0,15 0,18 0,33
Testemunho4 0,16 024 0,5 0,17 019 0415 022 0,16 013 013090 0,12 0,19 0,14 0,29
Média  0,27° 0,27" 0,20° 0,23° 0,27™ 0,20° 0,24° 0,20° 0,13° 0,18" 0,21"™ 0,20° 0,24° 0,20° 0,39
Desvio 0,07 0,03 0,03 006 009 004 002 004 00805 012 011 0,10 0,04 0,09

Valorde p 0,81440,1874 0,0139 0,0324 0,5551 0,0087 0,0071 0,0019 0,0201 0,0050 0,0825 0,0377 0,1004 0,1294 0,1057

Médias seguidas por mesma letra nas linhas naedifestatisticamente entre si pelo teste t nAagara 5% de probabilidade.
"*N&o significativo a 5% de probabilidade pelo tést&o pareado
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Tabela 4. Valores individuais, médias e desvio @adpara glicogénio muscular
(mg/dL) e glicogénio hepatico (mg/dL) em ovinos,gtapo testemunho e do
grupo experimentalmente infectado chngpanosoma vivax.

Animal Glicogénio muscular Glicogénio hepatico
Infectadol 0,33 4,53
Infectado?2 0,52 3,57
Infectado3 0,15 4,61
Infectado4 0,45 4,78
Média 0,38 437
Desvio 0,16 0,55
Testemunhol 0,58 5,76
Testemunho?2 0,84 6,59
Testemunho3 0,82 6,82
Testemunho4 0,60 5,75
Média 0,7% 6,23
Desvio 0,14 0,56

Médias seguidas por mesma letra nas linhas nacedifestatisticamente entre si pelo teste de Wiltoxo

a 5% de probabilidade.

"*N&o significativo a 5% de probabilidade pelo tekaNilcoxon.

No presente trabalho, verificou-se que
os valores de glicose sérica estavam
normais durante o periodo de
observacdo, enquanto houve uma
diminuicdo dos glicogénios hepatico e
muscular, o que sugere diminuicdo da
concentracdo de glicose sanguinea com
posterior ativacdo da glicogendlise,
demonstrada pela diminuicdo do
glicogénio hepatico e do muscular, que
foram mobilizados na tentativa de suprir
as necessidades organicas, 0 que resulta
em glicemia normal. Dessa forma,
sugere-se que nas pesquisas em que a
glicemia €& encontrada normal,
possivelmente, ha alteracbes no
glicogénio para manutencao da mesma.
A observacdo do aumento dos é&cidos
graxos livres e diminuicdo dos
glicogénios, hepatico e muscular, nos
ovinos infectados comTrypanosoma
vivax pode estar relacionada a uma
diminuicdo nas concentragbes de
insulina, o que resultaria em diminuicéo
das reservas lipidicas e dos carboidratos
e aumento dos acidos graxos livres com

consequente hiperglicemia. A
hiperglicemia nao foi observada nos
ovinos, mas o consumo de glicose por
Trypanosoma vivaxpoderia deixar a
concentracdo de glicose normal.

Sem a insulina, a maioria dos tecidos
(exceto o cérebro) tera de utilizar outros
substratos energéticos para produzir
energia, uma vez que a glicose nao
chega a entrar nas células. Se ocorrer a
auséncia ou diminuicdo da insulina, ou
guando a glicemia diminui, o figado
libera grande quantidade de glicose para
0 sangue, originaria de duas fontes: (1)
glicogendlise hepatica e (2) da
gliconeogénese hepatica, mediante
aminoacidos das reservas proteicas
corporal e do glicerol das reservas
lipidicas, o que reduz, dessa forma, o

glicogénio  hepatico e muscular
(CARVALHEIRA et al., 2002),
conforme observado na presente
pesquisa.

Dessa forma, entende-se que em ovinos
infectados com Trypanosoma vivax,
mesmo sem alteracbes nas
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concentracdes de glicose sanguinea, CADIOLI, F.A.; BARNABE, P.A.;

ocorrem distlrbios no metabolismo de
carboidratos pela diminuicdo dos
glicogénios hepatico e muscular.
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